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Chimerni fetézec protilatky, chimerni protilétka)/ V oblast, zuslechtény fetezec
protilatky, zuslechténa protilatka, DNA, expresni vektor, hostitel, zplsob pfipravy a

lééebné dinidlo
Oblast techniky

Piedlozeny vynalez se tyka chimernich protilatek &lovék/my$, které obsahuji
variabilni oblast (V oblast) z my3i monoklonalni protilatky proti lidskému tkafiovemu
faktoru (TF) a konstantni oblast (C oblast) z lidské protilatky; zu$lechténé protilatky
v ni oblasti uréujici komplementaritu (CDRs) V oblasti lehkého fetézce (L fetézec) a
V oblasti tézkého fetézce (H fetézec) mysi monoklonalni protilatky proti lidskému TF
byly preneseny do lidské protilatky; L fetdzce a H fetézce uvedené protilatky; a
fragmentu V oblasti, vytvafejiciho L fetézec nebo H fetézec uvedené protilatky.
PtedloZeny vynalez se také tyka zplsobu pfipravy zuSlechténé protilatky proti lidskému
TF.

Piedlozeny vynalez se také tyka DNA koédujici vy$e uvedenou protilatku,
specificky jejiho V fragmentu a DNA koduijici L fetézec nebo H fetézec, ktery obsahuje
V oblast. Piedlozeny vynalez se také tyka rekombinantniho vektoru, ktery obsahuje
vy$e uvedenou DNA a hostitele transformovaného uvedenym vektorem.

Predlozeny vynalez se také tykd zplsobu pripravy chimerni protilatky a
zudlechténé protilatky proti lidskému TF. PiedloZzeny vynalez se také tyka
farmaceutického prostiedku a léebného Cinidla pro syndrom roztrou$ené nitroZilni

srazlivosti (DIC), ktery obsahuje jako aktivni slozku zu$lechténou protilatku proti

lidskému TF.

Dosavadni stav techniky

Tkanovy faktor (TF), receptor pro koagulaéni faktor VIl exprimovany na povrchu
bunék, hraje nezastupitelnou roli v aktivaci koagulaénich faktor(i IX a X tim, Ze vytvofi

komplex s koagulatnim faktorem Vil, a byl definovan jako iniciaéni faktor reakci

krevniho srazeni.
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O tkanovém faktoru je znamo, Ze je exprimovan ve fibroblastech, buikach
hladkych svali atd., které tvoii krevni cévy a Ze ma hemostatickou funkci v tom, Ze
aktivuje systém krevniho srazeni v okamziku poskozeni cévy.

DIC je nemoc v niZz aktivace systému krevniho srazeni v krevni cévé vede
k systematickému mnohotnému vyskytu krevnich sraZenin, hlavné& v drobnych cévach.
Neni neobvyklé, Ze snizeni po¢tu krevnich desti¢ek a koagulaénich faktor(, zpisobené
jejich spotiebovanim, vede ke krvaceni, které je jevem opaénym ke krevnimu srazeni.
Mnohotné mikrosrazeniny mohou zpUlsobit nedostate€nou mikrocirkulaci krve ve
vyznamnych organech, ktera pokud jednou vznikne, vede k nevratné funkéni
nedostatecnosti a ke $patné prognéze DIC a vtomto smyslu je DIC povazovana za
zavaznou nemoc.

Vyskyt nemoci, které se za ni skryvaji, stanoveny z vyzkumnych zprav, které v
letech 1990 aZz 1992 poiidila studijni skupina pro vyzkum specifickych nemoci
zplUsobenych poruchami krevni srazlivosti z ministerstva zdravotnictvi a socialni péce
je: hematologické malignity asi 30 %; pevné nadory asi 20 %; infekce asi 15 %; nemoci
z oblasti porodnictvi asi 10 %; nemoci jater asi 6 %; Soky asi 5 % a kardiovaskularni
nemoci asi 3 %. Vyskyt DIC je asi 15% u leukémii, asi 6 az 7% u malignich lymfom0 a
asi 3% u pevnych nadoru.

DIC se vyviji doprovazena riiznymi vy$e uvedenymi nemocemi, ale jejich pficina
je tatdz, jedna se o TF. Ma se tedy za to, Ze mechanizmus vzniku DIC je tento:
abnormalné vysoka tvorba a/nebo exprese TF v rakovinnych burikach pfi akutni
leukémii, malignim lymfomu a v pevnych nadorech; zvy$ena tvorba a/nebo exprese TF
v monocytech a/nebo burikach bunééné vystelky cév pii infekcich (zviadté pfi sepsi
zplisobené gram-negativnimi bacily); pfiliv TF do krve z nekrotické jaterni tkané pifi
prudkém zanétu jater; exprese TF v prisvitu krevni cévy pfi vyduti srde¢nice, srde€ni
vyduti a obrovskych hemangiomech; a téZ pfiliv TF do krve pfi nemocich z oblasti
porodnictvi (embolie amniotické tekutiny a pfed€asné odloudeni placenty), operacnich
zakrocich, poranénich a popaleninach.

Lééeni plvodnich nemoci (které se za DIC skryvaiji) je hlavnim cilem, ktery v3ak
neni snadno uskuteénitelny.

Jako b&Zna metoda 1é€eni DIC se pouZiva protisrazliva terapie a substitucni
terapie. Pfi protisrazlivé terapii jsou hlavné pouzivany heparinové pfipravky
(frakcionovany heparin, heparin s nizkou molekularni hmotnosti). Také jsou pouZivany
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syntetické inhibitory proteazy (,gabexate mesilate® ,nafamost mesilate®) a
koncentrovana plazma (anti-thrombin [ll, pfipravky s aktivovanym proteinem C). Pro
substituéni terapii jsou koncentraty krevnich destiek, Cerstvé zmraZené plazmy
(nahrada fibrinogenu), promyté &ervené krvinky a podobné.

Avsak nynéj§i lé¢ebna &inidla nejsou uspokojiva z hiediska ucinnosti, vedlejSich
uéinkQ a ve vétsiné pfipadll je Gplné zbaveni DIC nemoZné. Proto existuje nutnost
pouzivat Iéky, které maji vysoké Ié€ebné G&inky a malé vedlejsi Ucinky.

Na druhé stran& je moZno jako nové pokusy vlééeni DIC zminit
trombomodulinové pfipravky, hirudin, anti-PAF ¢&inidla, tkanovy faktor inhibice
biochemické drahy (TFPI). Pozornost vzbuzuji selektivni inhibitory FXa jakoZto oralné
podavana protikoagulaéni a/nebo protitromboticka &inidla. Take je jako Cinidlo, které
neutralizuje aktivitu TF v WO 88/07543 popsana my8i monoklonalni protilatka proti
lidskému TF a WO 96/40921 popisuje zuslechténou protilatku proti lidskému TF.

Od mysich monokionalnich protilatek proti lidskému TF je oekavano, Ze budou
tvofit bezpe&né a G&inné 1étebné Einidlo tim, Ze nevykazuji pfiznaky krvaceni, které je
spojené s hlavnim uginkem na DIC. Av8ak my$i monoklonalni protilatky jsou vysoce
imunogenni (nékdy oznacovano jako ,antigenni®) a tim je lé€ebnd hodnota mysich
protilatek u lidi omezena. Napfiklad polo¢as mysich protilatek v lidském téle je relativné
kratky a proto nemohou pIné projevit své piedpokladané acinky. Dale lidska protimysi
protitatka (HAMA), kterd se vyvine jako odpovéd na podanou mysi protilatku,
zpUsobuje imunologické reakce, které jsou nezadouci a pro pacienta nebezpecné.
Tedy my$i monoklonalni protilatky nemohou byt lidem podavany opakované.

Aby se vyfesily tyto problémy, byly vyvinuty metody jejichz cilem je sniZit
imunogenicitu protilatek odvozenych z jinych Zivocichll nez je Elovék, jako jsou (z nichZ
pochazeji monoklonalni protilatky) napfiklad mysi. Jednou z nich je metoda pfipravy
chimerni protilatky, v niz variabilni oblast (V oblast) protilatky pochazi z mysi
monoklonalni protilatky a jeji konstantni oblast (C oblast) pochazi z vhodné lidske
protilatky.

ProtoZe takto ziskana chimerni protilatka obsahuje variabilni oblast plivodni
my$i protilatky v jeji kompletni formé, ma se za to, Ze se bude vazat k antigenu
s totoZnou afinitou, sjakou se vaze pivodni mys$i protilatka. Dale je v chimerni
protilatce podstatné snizen pomér aminokyselinovych sekvenci, pochazejicich z jiného

Zivodicha nez je ¢lovék a tedy se piedpoklada, ze bude mit ve srovnani s plvodni mysi
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protilatkou snizenou imunogenicitu. Je vSak stale mozné, Ze vznikne imunologicka
odpovéd na mysi variabilni oblast (LoBuglio, A. F. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci USA,
86: 4220-4224, 1989).

Od druhé metody sniZeni imunogenicity mysi protilatky je, tfebaze je mnohem
komplikovanéjsi, oCekavano Zze drasticky snizi potencialni imunogenicitu mySi
protilatky. Vtéto metodé je samotna oblast uréujici komplementaritu (CDR-
complementarity determining region) z mysi protilatky pfenesena do lidské variabilni
oblasti a je tak vytvoiena ,pozménéna“ lidska variabilni oblast. Pokud je to Zadouci,
nékteré aminokyselinové sekvence podpurnych oblasti (FRs— framework regions),
které zpeviiuji CDRs, mohou byt pieneseny z variabilni oblasti mySi protilatky do lidske
variabilni oblasti, aby se dosahlo co nejtésnéj§iho mozného pfiblizeni k plivodni
struktufe mysSi protilatky. Potom je zuSlechténa pfestavéna lidska variabilni oblast
ligovana ‘klidské konstantni oblasti. V kone€né podobé pfestavéné, zuSlechténé
protilatky, jsou pouze CDRs a maléa ¢ast FRs odvozeny z aminokyselinovych sekvenci
jinych Zivodich, nez je Clovék. CDRs obsahuji hypervariabilni aminokyselinové
sekvence a nevykazuji druhovée specifické sekvence.

Pro informace, tykajici se zus$lechténych protilatek viz Riechmann, L. a kol
Nature, 332: 323-327, 1988; Verhoeye, M. a kol., Science, 239: 1534-1536, 1988;
Kettleborough, C. A. a kol., Protein Engng., 4: 773-783, 1991; Maeda, H. a kol., Human
Antibodies and Hybridoma, 2: 124-134, 1991; Gorman, S. D. a kol., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 88: 4181-4185, 1991; Tempest, P. R. a kol., Bio/Technology, 9: 266-271,
1991; Co, M. S. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 2869-2873, 1991, Cater, P. a
kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285-4289, 1992; Co, M. S. a kol., J. Immunol.,
148: 1149-1154, 1992 a Seto, K. a kol., Cancer Res., 53, 851-856, 1993.

Pfi bézné technologii zuslechtovani protilatek, ¢ast podpurné oblasti (FR)
obsahuje aminokyselinovou sekvenci, ktera byla pfenesena z variabilni oblasti mysi
protilatky do lidské variabilni oblasti. Pak kdyz je podana jako 1é&ebné Einidlo lidem
existuje riziko, Ze se vytvofi protilatky mistu, které ma aminokyselinovou sekvenci,
ktera u lidi neni pfitomna, tfebaze by se jednalo pouze o jednu aZz nékolik
aminokyselin. Aby se riziku predeslo, byl vynalezen tfeti druh zuSlechtovaci
technologie. Tato metoda obsahuje, pro &étyfi FRs (FR1 aZz FR4) vyzadované pro
podporu trojrozmérné struktury tfi CDRs, substituci FR lidské protilatky, ktera ma

vysokou homologii s FR mysi protilatky pfitomné v databazi, pomoci jedné FR jako
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jednotky. V takovém pfipadé, je z lidskych protilatek, pfitomnych v databazi vybrano
nékolik FRs, které jsou postupné pfesouvany, az je pfipravena zuslechténa protilatka
s vysokou aktivitou.

Timto zplsobem je mozno konstruovat zuSlechténé protilatky, v nichZ vSechny
FRs s vyjimkou CDRs ve variabilni oblasti, maji aminokyselinové sekvence odvozené
v lidské protilatky. Pak by zusSlechténa protilatka, nesouci mySi CDR neméla dale mit
vy§8i imunogenicitu, nez ma lidska protilatka obsahuijici lidskou CDR.

Alkoli se odéekava, jak bylo zminéno vySe, Ze zuslechténa protilatka bude
vhodna pro létebné ucely, neni znam Zzadny ustaleny postup, ktery by byl univerzalné
pouzitelny pro jakoukoli protilatku pro pfipravu zuslechténé protilatky, a tedy jsou pro
konstrukci zuélechténych protilatek, které vykazuji dostate¢nou vazebnou aktivitu a
neutralizaéni aktivitu ke specifickému antigenu vyZadovany rGizné dimysiné postupy
(viz napfiklad Sato, K. a kol., Cancer Res., 53: 851-856, 1993).

Podstata vynalezu

Pifedmétem piedloZeného vynalezu je poskytnout chimerni protilatku ¢lovék/mys,
obsahujici variabilni oblast (V oblast) z mySi monoklonalni protilatky proti lidskemu
tkanovému faktoru (TF) a konstantni oblast (C oblast) z lidské protilatky, zuSlechténé
protilatky, v niz oblasti uréujici komplementaritu (CDRs) lehkého fetézce (L fetézec)
V oblasti my$i monoklonalni protilatky proti lidskému TF byly pfipojeny k lidské
protilatce, L fetézec a H fetézec uvedené protilatky a fragment V oblasti, tvofici L
fetézec nebo H fetézec uvedené protilatky. Dale pfedmétem piedlozeného vynalezu je
poskytnout postup pfipravy zusSlechténé protilatky proti lidskému TF.

Dale je pfedmétem predlozeného vynalezu poskytnout DNA koédujici vyse
uvedenou protilatku, specificky fragment jeji V oblasti a DNA kédujici L fetézec nebo H
fetézec, které obsahuje V oblast. Dale je pfedmétem predloZzeného vynalezu
poskytnout rekombinantni DNA vektor obsahujici uvedenou DNA a hostitele,
transformovaného uvedenym vektorem. Dale je pfedmétem predioZzeného vynalezu
poskytnout farmaceuticky prostfedek a lécebné cinidlo pro syndrom roztrousené
nitroZilni srazlivosti (DIC), obsahujici jako aktivni slozku zuslechténou protilatku proti
lidskému TF.
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Po intenzivnich studiich, jak feSit vy$e uvedené problémy, autofi pfedlozeného
vynalezu Uspésné ziskali mySi monoklonalni protilatku proti lidskemu TF, uniz je
imunogenicita pro lidi redukovana, a téz vyvinuli postup pfipravy nové zuslechténé
protilatky, ¢imz je pfedlozeny vynalez kompletné zavrsen.

PiedloZeny vynalez se tedy tyka chimerniho H fetézce, ktery obsahuje C oblast
H fetézce lidské protilatky a fragment V oblasti H fetézce my$i monoklonalini protilatky
proti lidskému TF. Jako piiklad V oblasti H fetézce muiZe byt uvedena ta, ktera
obsahuje aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID NO: 9 (sekvence €. 9) a jako
pfiklad C oblasti mGZe byt uvedena ta, ktera je odvozena z oblasti Cy4.

Dale se pfedloZzeny vynalez tyka chimerniho L fetézce, obsahujiciho C oblast L
fetézce lidské protilatky a fragment V oblasti L fetézce my3i monoklonalni protilatky
proti lidskému TF. Jako piiklad V oblasti L fetézce miZe byt uvedena ta, ktera
obsahuje aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID NO: 15 a jako pfiklad C
oblasti L fet&zce miZe byt uvedena ta, ktera je odvozena z oblasti Ck.

Dale se predloZeny vynalez tyka chimerni monoklonalni protilatky Elovék/mys
proti lidskému TF, pfitemz zminéna protilatka obsahuje vySe uvedeny chimerni H
fetézec a chimerni L fetézec.

PredloZzeny vynalez tyka také fragmentu V oblasti H fetézce zuslechténé
protilatky, pfitemz zminény fragment obsahuje podpiirné oblasti (FRs) 1 az 4 z
V oblasti H fetézce lidské protilatky a oblasti uréujici komplementaritu (CDRs) 1 aZ 3
V oblasti H fetézce z my$i monoklonalni protilatky proti lidskému TF. Jako pfiklad CDR
1 az 3 mohou byt uvedeny ty, které obsahuji aminokyselinové sekvence uvedené v
SEQ ID NO: 133 az 135. Jako pfiklad FR1 V oblasti H fetézce lidské protilatky mizZe
byt uvedena FR1 lidské protilatky, ktera je ma 40% nebo vy$8i homologii s FR1
V oblasti H fetézce mysi protilatky; jako pfiklad FR2 mlZe byt uvedena FR2 lidské
protilatky, ktera je ma 40% nebo vy$$i homologii s FR2 V oblasti H fetézce mysi
protilatky; jako pfiklad FR3 mize byt uvedena FR3 lidské protilatky, ktera je ma 40%
nebo vy$si homologii s FR3 V oblasti H fetézce mysi protilatky; a jako pfiklad FR4
mUzZe byt uvedena FR4 lidské protilatky, ktera je ma 40% nebo vy3$i homologii s FR4
V oblasti H fetézce mysi protilatky.

Vyhodné&ji miZe byt jako pfiklad FR1 Voblasti H fetézce lidské protilatky
uvedena FR1 lidské protilatky, ktera je ma 50% nebo vys$§i homologii s FR1 V oblasti H
fetézce mysi protilatky; jako FR2 mize byt uvedena FR2 lidské protilatky, ktera je ma
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70% nebo vy$§i homologii s FR2 V oblasti H fetézce mysi protilatky; jako pfiklad FR3
mGZe byt uvedena FR3 lidské protilatky, ktera je ma 65% nebo vy$si homologii s FR3
V oblasti H fetdzce mysi protilatky; a jako piiklad FR4 miZe byt uvedena FR4 lidské
protilatky, ktera je ma 80% nebo vy$8i homologii s FR4 V oblasti H fetézce mysi
protilatky. Jako specifické pfiklady mohou byt jako FR1 V oblasti H fetézce lidske
protilatky uvedena lidska protilatka L39130; jako FR2 miZe byt uvedena lidska
protilatka L39130, lidska protilatka P01742 a lidska protilatka Z80844; jako FR3 mize
byt uvedena lidska protilatka L39130; lidska protilatka Z34963, lidska protilatka
P01825, lidska protilatka M62723, lidska protilatka Z80844, lidska protilatka 1L04345,
lidska protilatka S78322, lidska protilatka Z26827, lidska protilatka U95239 a lidska
protilatka L03147; a jako FR4 miZe byt uvedena lidska protilatka L39130.

Jako vyhodné piiklady miZe byt jako FR1 V oblasti H fetézce lidské protilatky
uvedena lidska protilatka L39130; jako FR2 muiZe byt uvedena lidska protilatka L39130
a lidska protilatka Z80844; jako FR3 muizZe byt uvedena lidské protilatka Z34963, lidska
protilatka M62723 a lidska protilatka U95239; a jako FR4 miZe byt uvedena lidska
protilatka L39130. Jako jesté vyhodnéjsi pfiklady maze byt jako FR1 V oblasti H
fetézce lidské protilatky uvedena lidska protilatka L39130; jako FR2 mizZe byt uvedena
lidska protilatka L39130; jako FR3 mlzZe byt uvedena lidska protilatka Z34963 a lidska
protilatka U95239; a jako FR4 mlZe byt uvedena lidska protilatka L39130.

Zde pouzivana ¢isla v podplrnych oblastech jsou zaloZena na definicich Kabata
(Kabat, E. A. a kol., US Dept. Health and Services, US Government Printing Offices,
1991).

PfedloZeny vynalez se také tyka fragmentu V oblasti H fetézce zu3lechténé
protilatky, pfitemZ uvedeny fragment obsahuje kteroukoli z aminokyselinovych
sekvenci, uvedenych v SEQ ID NO: 30, 40, 42, 50, 52, 58, 60, 64, 70, 72, 76, 78, 82 a
84.

PfedloZzeny vynalez se také tyka fragmentu V oblasti L fetézce zuSlechténé
protilatky, pfi¢emZ uvedeny fragment obsahuje FRs 1 az 4 V oblasti L fetézce lidske
protilatky a CDRs 1 aZ 3 z Voblasti L fetézce mySi monokionalni protilatky proti
lidskému TF. Jako piiklad CDR 1 aZz 3 mohou byt uvedeny ty, které obsahuji
aminokyselinové sekvence uvedené v SEQ ID NO: 136 az 138. Jako FR1 V oblasti L
fetézce lidské protilatky miZe byt uvedena lidska protilatka, kterd je ma 40% nebo

vy$si homologii s FR1 V oblasti L fetézce mysi protilatky; jako FR2 maZe byt uvedena



o 0300
LR 4
[ L)
*
[ ]
[

8 ote e .
FR2 lidské protilatky, ktera je ma 40% nebo vy$8i homologii s FR2 V oblasti L fetézce
my$i protilatky; jako FR3 mlZe byt uvedena FR3 lidské protilatky, ktera je ma 40%
nebo vy3si homologii s FR3 V oblasti L fetézce mysi protilatky; a jako pfiklad FR4
mize byt uvedena FR4 lidské protilatky, ktera je ma 40% nebo vy$si homologii s FR4
V oblasti L fetézce mysi protilatky.

Vyhodnéji miZe byt jako pfiklad FR1 Voblasti L fetézce lidské protilatky
uvedena FR1 lidské protilatky, ktera je m& 75% nebo vy$si homologii s FR1V oblasti L
fetézce mysi protilatky; jako FR2 muZe byt uvedena FR2 lidské protilatky, kterad je ma
80% nebo vy3si homologii s FR2 V oblasti L fetézce mysi protilatky; jako FR3 mize byt
uvedena FR3 lidské protilatky, ktera je ma 70% nebo vy$§i homologii s FR3 V oblasti L
Fetdzce mysi protilatky; a jako FR4 mlZe byt uvedena FR4 lidské protilatky, ktera je ma
80% nebo vyssi homologii s FR4 V oblasti L fetézce mysi protilatky. Jako specifické
ptiklady mohou byt jako FR1 V oblasti L fetézce lidské protilatky uvedena lidska
protilatka Z37332; jako FR2 mlZe byt uvedena lidska protilatka Z37332 a lidska
protilatka X93625; jako FR3 miZe byt uvedena lidska protilatka Z37332; lidska
protilatka S68699 a lidska protilatka P01607; a jako FR4 muaZe byt uvedena lidska
protilatka Z37332.

Jako jestd vyhodngj§i piiklady miZe byt jako FR1 L oblasti H fetézce lidské
protilatky uvedena lidska protilatka Z37332; jako FR2 mize byt uvedena lidska
protilatka X93625; jako FR3 muZe byt uvedena lidska protilatka S68699; a jako FR4
mGZe byt uvedena lidska protilatka Z37332.-

Zde pouzivana &isla v podpirnych oblastech jsou zaloZena na definicich Kabata
(Kabat, E. A. a kol., US Dept. Health and Services, US Government Printing Offices,
1991).

Predlozeny vynalez se také tyka fragmentu V oblasti L fetézce zuslechténé
protilatky, pfic¢emz uvedeny fragment obsahuje kteroukoli z aminokyselinovych
sekvenci, uvedenych v SEQ ID NO: 93, 99, 101, 107 a 108.

PiedloZeny vynalez tyka také H fetézce zuslechténé protilatky proti lidskému TF,
pfitemz zminény fetézec obsahuje fragment V oblasti H fetézce vySe uvedené
zuSlechténé protilatky a fragment C oblasti H fetézce lidske protilatky. Jako C oblast
Ize uvést Cy4; jako FRs 1 aZ 4 odvozené z lidské protilatky mohou byt uvedeny ty,
které jsou odvozené z lidské protilatky L39130 (FR1), lidské protilatky L39130 (FR2),
lidské protilatky Z34963 (FR3) nebo lidské protilatky U95239 (FR3), lidské protilatky
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139130 (FR4); a jako CDRs 1 az 3 mohou byt uvedeny ty, které jsou odvozené
z aminokyselinovych sekvenci, uvedenych v SEQ ID NO: 133 aZ 135.

PredloZeny vynalez tyka také L fetézce zuslechténé protilatky proti lidskému TF,
pfitemZ zminény fetézec obsahuje fragment L oblasti H fetézce vySe uvedené
zuslechténé protilatky a fragment C oblasti L fetézce lidské protilatky. Jako C oblast Ize
uvést Cx; jako FRs 1 aZ 4 odvozené z lidské protilatky mohou byt uvedeny ty, které
jsou odvozené z lidské protilatky 237332 (FR1), lidské protilatky X93625 (FR2), lidské
protilatky S68699 (FR3) a lidské protilatky Z37332 (FR4); a jako CDRs 1 az 3 mohou
byt uvedeny ty, které jsou odvozené z aminokyselinovych sekvenci, uvedenych v SEQ
ID NO: 136 aZ 138.

Predlozeny vynalez tyka také L fetézce zuslechténé protilatky proti lidskému TF,
pfitemz zmin&né protilatka obsahuje L fetézec a H fetézec vySe uvedené zuslechtené
protilatky.

Predlozeny vynalez tyka také procesu pfipravy zu$lecht&né protilatky proti
lidskému TF. Proces zu$lechtovani se tyka metod vybéru FRs, které zpeviuji strukturu
CDRs 1 aZ 3, jeZ jsou rozpoznavacimi misty na antigenu pro H fetézec a L fetézec.
Ptedlozeny vynalez se tedy tyka metody vybéru nékteré FRs z lidské protilatky, ktera
ma vysokou homologii s FR mysi protilatky s kazdou FR jako jednotkou, a vytvofeni
zuslechténé protilatky, ktera ma poZadovanou aktivitu, postupnym piesunutim FR.

Presngji fedeno, jednim piikladem procesu pfipravy piirozené zuslechténé
protilatky, kter& ma oblast urujici komplementaritu (CDR) odvozenou z zivoCicha
jiného nez je &lovék a podplrnou oblast (FR) odvozenou z pfirozené lidské protilatky a
ktera ma snizenou imunogenicitu, je uvedena metoda, ktera obsahuje kroky:

(1) pfiprava monoklonalni protilatky Zivocicha jiného neZ je Clovek, ktera

reaguje s pozadovanym antigenem;
(2) pfiprava nékolika lidskych protilatek, které maji vysokou homologii
s aminokyselinovou sekvenci FR v monoklonalni protilatce, uvedené v bodu
(1

(3) zaménéni &tyi FRs jedné z lidskych protilatek, uvedenych v bodu (2), za
odpovidajici FRs z monoklonalni protilatky Zivocicha jiného neZ je &loveék,
uvedené v bodu (1) a vytvofeni tak prvni zuslechténé protilatky;

(4) zjisténi schopnosti zuslechténé protilatky, vytvofené vySe v bodu (3), vazat

se k antigenu nebo neutralizovat biologickou aktivitu antigenu;
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(5) zaménéni jedné az tii FRs zuSlechténé protilatky, vytvofené v bodu (3), za
odpovidajici FRs z lidské protilatky, ktera je odliSna od té, ktera byla pouzita
v bodu (3), u lidskych protilatek pfipravenych v bodu (2) a vytvofeni tak
druhé zuslechténé protilatky;

(6) porovnani schopnosti druhé zuslechténé protilatky, vytvofené vyse v bodu

(5) a prvni zuslechténé protilatky, vytvofené vySe v bodu (3), vazat se
k antigenu nebo neutralizovat biologickou aktivitu antigenu a tak vybrat
zu$lecht&nou protilatku, ktera ma vyhodnou aktivitu;
(7) provedeni vy$e uvedenych krokG (3) az (6) u zuSlechténé protilatky,
vybrané vySe v bodu (6); a

(8) opakovani vy$e uvedenych krokil (3) az (6) dokud neni ziskana zuslechténa
protilatka, kterd ma aktivitu odpovidajici monoklonalini protilatce Zivocicha
jiného nezZ je ¢lovék a uvedené vye v bodu (1).

Jakmile je jednou ziskana zu$lechténa protilatka, ktera ma urdity stupeit aktivity
neutralizace lidského TF, je proveden dal$i prizkum homologie specifickych FR v H
fetézci a L fetézci V oblasti a timto zplisobem mGzZe byt vybrana lidska protilatka, ktera
ma vysokou homologii. Pfidanim takto ziskané lidské protilatky ke skupiné nékolika
lidskych protilatek ve vy$e uvedeném kroku (2) a dal$im opakovanim kroku (3) az (6),
mlze byt ziskana zuslechténa protilatka, ktera ma poZadovanou aktivitu.

PredloZeny vynalez se také tyka DNA kéduijici fragment V oblasti H fetézce nebo
fragment V oblasti L fetézce myS$i monoklonalni protilatky proti TF. Jako priklad
aminokyselinové sekvence a kodujici DNA fragmentu V oblasti H fetézce nebo
fragmentu V oblasti L fetézce je moZno uvést tu, kterd obsahuje nukleotidové sekvence
uvedené v SEQ ID NO: 9 respektive 15.

PredloZeny vynalez se také tyka DNA kéduijici chimerni H fetézec nebo chimerni
L fetézec. Jako DNA kéduijici uvedeny H fetézec mlze byt uvedena ta, ktera obsahuje
nukleotidové sekvence uvedené v SEQ ID NO: 9, a jako DNA kédujici uvedeny L
fetézec mizZe byt uvedena ta, ktera obsahuje nukleotidové sekvence uvedené v SEQ
ID NO: 15. '

PtedloZeny vynalez se také tyka DNA koduijici fragment V oblasti H fetézce nebo
fragment V oblasti L fetézce vyse uvedené zuSlecht&né protilatky. Jako DNA kodujici
fragment V oblasti H fetézce je mozZzno uvést tu, kterd obsahuje kteroukoli z
nukleotidovych sekvenci uvedenych v SEQ ID NO: 29, 39, 41, 49, 51, 57, 59, 63, 69,
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71, 75, 77, 81 nebo 83, a jako DNA kodujici fragment V oblast L fetézce je mozno
uvést tu, ktera obsahuje kteroukoli z nukleotidovych sekvenci uvedenych v SEQ ID NO:
92, 98, 100, 106 nebo 108.

Predlozeny vynalez se také tyka DNA koédujici H fetézec zuslechténé protilatky.

Piedlozeny vynalez se také tyka DNA H feteézce zuslechté&né protilatky, pfi¢emz
uvedena DNA obsahuje DNA kédujici aminokyselinové sekvence, uvedené v SEQ ID
NO: 30, 40, 42, 50, 52, 58, 60, 64, 70, 72, 76, 78, 82 nebo 84. Jako priklad uvedenée
DNA je moZno zminit tu, kterd obsahuje kteroukoli z nukleotidovych sekvenci
uvedenych v SEQ ID NO: 29, 39, 41, 49, 51, 57, 59, 63, 69, 71, 75, 77, 81 nebo 83.

PiedloZzeny vynalez se také tykd DNA kodujici L fetézec vySe uvedené
zu$lechténé protilatky.

PiedloZeny vynalez se také tyka DNA L fetézce zuslechténé protilatky, piicemz
uvedena DNA obsahuje DNA kédujici aminokyselinové sekvence, uvedené v SEQ ID
NO: 93. 99, 101, 107 nebo 109. Jako pfiklad uvedené DNA je mozno zminit tu, ktera
obsahuje kteroukoli z nukleotidovych sekvenci uvedenych v SEQ ID NO: 92, 98, 100,
106 nebo 108.

Predlozeny vynalez se také tyka rekombinantniho DNA vektoru, obsahujiciho
kteroukoli vy$e popsanou DNA.

Predlozeny vynalez se také tyka transformaci, provadénych vySe popsanym
rekombinantnim DNA vektorem.

Prediozeny vynalez se také tyka zplUsobu pfipravy chimerni protilatky nebo
zuslecht&né protilatky proti lidskému TF, piicemz uvedena metoda obsahuje kultivaci
vy$e uvedenych transformant( a ziskani chimerni protilatky nebo zuslechténé protilatky
proti lidskému TF z vypéstované kultury.

PredloZeny vynalez se také tyka farmaceutickych prostiedki a lécebnych Cinidel
pro DIC, které obsahuji jako Uginnou sloZku vy$e uvedenou zuslechténou protilatku.
Nejlepsi zplsob provedeni vynalezu

Predlozeny vynalez bude nyni vysvétien s dalsimi podrobnostmi.

1. Priprava mysich monoklonalni protilatky proti lidskému TF

Mysi monoklonalni protilatka proti lidskému TF mdzZe byt piipravena tak, Ze je

vytvofen hybridom pomoci fize bunék produkuijicich protilatky, které jsou ziskané

z Zivodichl imunizovanych danym antigenem, s myelomovymi buiikami, poté je ze
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ziskaného hybridomu selektovan klon, ktery produkuje protilatku, ktera specificky
inhibuje aktivitu TF.

Tedy slezinné buiikky my$i imunizované TF jakoZto antigenem, ktery byl jako
gistén z lidské placenty, byly fizovany s myelomovymi bufikami a byl tak pfipraven
hybridom. Za Gi&elem hromadného prohledavani hybridom{ byla pomoci bunééného
ELISA testu, ktery vyuZivd buné&éné linie J82, ktera silng produkuje TF, uréovana
vazebna schopnost protilatky k TF a jeji schopnost neutralizovat TF byla urena
v testovacim systému, ktery pouZivd jako miru aktivity inhibovani aktivace
koagulaéniho faktoru X (faktor X: FX). Vysledkem bylo, Ze byly uspé$né zalozeny
hybridomy, které produkuji 6 protilatek, které silné inhibuji aktivaci FX komplexu
TFNVla.

(1) Pfiprava antigenu

Jako TF pro imunizaci zvifat miZe byt zminén peptid, ktery je &asti
aminokyselinové sekvence TF, vytvofeného rekombinaéni DNA technologii nebo
chemickou syntézou, nebo TF ziskaného z lidské placenty. Napfiklad je moZno jako
antigen pouZit TF purifikovany z lidské placenty podle metody lto a kol., (Ito T.akol., J.
Biochem. 114: 691-696, 1993).

Ziskany TF je smichan s adjuvans a takto ziskana smés je pouZita jako antigen.
Jako adjuvans je moZno uvést Freudovo kompletni adjuvans nebo Freudovo
nekompletni adjuvans, kterékoli z nich muzZe byt ve smési pouzito.

(2) Imunizace a odebirani bunék produkujicich protilatky

Antigen ziskany vy$e popsanym zpisobem miiZe byt podavan savcim jinym nez
je ¢lovék, napiiklad savcim jako jsou mysi, krysy, koné, opice, kralici, kozy, ovce a
podobng&. Imunizace mize byt provedena pomoci jakékoli existujici metody a je hlavné
provadéna intravendznimi, subkutannimi a intraperitonealnimi injekcemi a podobné.
Obdobi imunizace je napf. vintervalu od né&kolika dni do né&kolika tydnl, vyhodné
v intervalu 4 aZ 21 dni.

Bufiky produkuijici protilatku mohou byt odebirany 2 az 3 dny po poslednim dnu
imunizace. Jako buiiky produkujici protilatku mohou byt Ize uvést slezinné bufky,
lymfatické buriky a bufiky periferni krve a obecné jsou pouzivany slezinné burky.
Mnozstvi antigenu, které by mélo byt pouZito pro kazdou imunizaci je 0,1 az 100 yg na
mys.

(3) Urgovani titru protilatky
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Aby byla potvrzena droveh imunitni odpovédi imunizovaného zvifete a vybran
pozadovany hybridom z bunék po provedené bunééné fuzi, je uréovan titr protilatky
v krvi imunizovaného zvifete popf. v supernatantu kultury bunék, které produkuji
protilatku.

Jako metody pro detekci protilatky je mozno zminit znamé metody, jako je
enzymimunologicky test (EIA), radioimunologicky test (RIA), imunosorbéni test
s vazanym enzymem (ELISA) a podobné.

(4) Bunééna faze

Jako myelomové buiiky, fazujici s bufikami produkujicimi protilatku jsou
pouzivany bunééné linie odvozené z my$i, krys, lidi atd., které jsou bé&zné dostupné
osobam se zkuSenostmi v tomto oboru. Jako pouZivané buné&éné linie je mozno uvest
ty, které maiji takove vlastnosti jako je resistence k Iéktim, neschopnost v nefizovaném
stavu preZit v selekénim mediu (napfiklad médium HAT) a schopnost pfeZit pouze ve
fuzovaném stavu. Obecné jsou pouzivany kmeny rezistentni k 8-azaguaninu a tyto
bunééné linie postradaji hypoxantin-guanidin-fosforybosyltransferézu a proto nemohou
prezit v médiu, obsahujicim hypoxantin, aminopterin a tymidin (médium HAT).

Jako myelomové burfiky jsou pouZivany pfevazné rizné znamé bunécne linie,
jako jsou P3 (P3X63Ag8.653) (J. Immunol. 123: 1548-1550, 1979), P3X63Ag8.1
(Current Topics in Microbiology and Immunology 81: 1-7, 19778), NS-1 (Kohler, G.a
Milstein, C., Eur. J. Immunol. 6: 511-519, 1976), MPC-11 (Margulies, D. H., Cell 8: 405-
415, 1976), SP2/0 (Shulman, S. F. a kol., J. Immunol. Methods (1980) 35: 1-21, 1980),
$194 (Trowbridge, I. S., J. Exp. Med. 148: 313-323, 1978), R210 (Galfre, G. a kol.,
Nature 277: 131-133, 1979) a podobné.

Bufiky produkujici protilatky Ize ziskat ze slezinnych bunék, lymfatickych bunék a
podobné. Tedy zvyse uvedenych Zzivogichl jsou odebrany nebo sbirany sleziny,
lymfatické uzliny atd. a tyto tkané jsou dispergovany. Dispergované buiiky jsou pfi
pfipravé pozadovanych bunék produkujicich protilatky resuspendovany v médiu nebo
pufru jako jsou PBS, DMEM a RPMI1640, filtrovany pfes nerezové sitko a
centrifugovany.

Vyse uvedené myelomové buriky a buiiky produkujici protilatky jsou podrobeny
bunééné fuzi.

Bundéna fuze mize byt provedena tak, Ze se myelomové bufiky a buriky

produkuijici protilatky pfivedou do kontaktu pfi teploté 30 aZ 37 °C po dobu 1 az 15
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minut v pfitomnosti urychlovace fuze ve vzajemném poméru 1:1 az 1:10 v kultivanim
médiu pro Zivo&i§né buriky, jako jsou MEM, DMEM, RPMI1640 a podobné. Aby se
bun&&na fuze urychlila, mohou byt pouZity urychlovace bunééné fuze nebo fuzujici viry,
jako jsou polyethylenglykol (PEG) o molekulové hmotnosti 1 000 aZ 6 000,
polyvinylalkohol nebo Sendai virus (HVJ). Déale je mozno pro fuzovani bunék
produkujicich protilatky s myelomovymi buiikami pouzit komer&né dostupné pfistroje
pro bunéénou fizi (napfiklad elektroporace), které pouZivaji elektrické stimulace.

(5) Selekce a klonovani hybridomd

Z fuzovanych bun&k miZe byt vybran poZadovany hybridom. Jako pfiklad
mohou byt uvedeny metody, které pouZivaji selektivniho riistu bunék v selekCnim
médiu. Tak je bun&&na suspenze po nafedéni vhodnym médiem vyseta na mikrotitracni
destigky, do nichz je pfidano selekénim medium (jako je HAT). Jako vysledek mohou
byt rostouci buiiky ziskany ve formeé hybridomu.

Testovani hybridoml je provadéno metodou koneéného fedéni, pomoci tfidéni
fluorescenéné aktivovanych bunék a podobn& a nakonec mbZe byt ziskan hybridom
produkujici protilatku.

Vybér hybridomu, ktery produkuje protilatku, miZe byt proveden za pouZiti
kombinace riiznych testovacich systémd. Napfiklad mohou byt kombinovany systém
rozpoznavaci antigen, jako je bunécny ELISA test, systém méfici TF-neutralizacni
aktivitu, ktery pouziva jako méfitko aktivitu faktoru Xa a systém testovani neutralizacni
aktivity, jako je systém méfeni schopnosti inhibovani koagulace plazmy, a je tak ziskan
hybridom produkujici monoklonaini protilatku, ktera ma poZadovanou aktivitu. Timto
postupem mohou byt ziskany hybridomy produkujici monoklonalni protilatku, jako jsou
ATR-2, ATR-3, ATR-4, ATR-5, ATR-7 a ATR-8.

(6) Odebirani monokionélnich protilatek

Jako metody odebirani monoklonalnich protilatek ze ziskanych hybridomil je
mozno uvést b&zné metody péstovani bun&énych kultur, metoda vytvafeni ascitll a
podobné.

Pii pouziti metody péstovani bunéinych kultur je hybridom kultivovan
v kultivaénim médiu pro Zivo&igné bunééné kultury, jako je RPMI1640 dopinéné 10 az
20 % fetainiho teleciho séra, médium DMEM, médium bez séra nebo podobné, za
podminek kultivace (napfiklad 37 °C, koncentrace 5% CO,) po dobu 2 aZ 14 dni, a poté

je protilatka ziskana ze supernatantu bunécné kultury.
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Pfi pouziti metody vytvafeni ascitt je hybridom podan intraperitonealné
sivogisnému druhu, ktery je podobny tomu druhu savce, z néhoZ jsou odvozeny
myelomové buiiky a hybridom vyroste do velkych rozméri. Potom je 1 aZ 4 tydny
pozdgji odebran ascites nebo sérum.

KdyZ je vyZzadovana purifikace protilatky ve vySe uvedené metodé ziskani
protilatky, purifikace je provedena po vybrani vhodné, znamé metody, jako je
frakcionace siranem amonnym, chromatografie na jontomé&ni¢ich a afinitni
chromatografie, nebo pomoci jejich kombinace.

2. Klonovani DNA kédujici V oblast monoklonaini protilatky proti TF

(i) Pfiprava mRNA

Aby bylo moZno klonovat DNA kédujici V oblast H fetézce a V oblast L fetézce
my$i monoklonalni protilatky proti lidskému TF, je izolovana pomoci znamé metody,
jako je napf. metody pomoci guanidinu a ultracentrifugace, celkova RNA ze ziskaného
hybridomu (Chirgwin, J. M. a kol., Biochemistry, 18: 5294-5299, 1979) a potom je
mRNA purifikovana pomoci sloupce oligo (dT)-celulézy, ktery je soucasti soupravy pro
purifikaci mRNA (mRNA Purification Kit — Pharmacia Biotech) a podobné&. mRNA miize
byt také purifikovana bez toho, Ze by byla izolovana celkova RNA, a to pomoci
OuickPrep mRNA Purification Kit (Pharmacia Biotech).

(ii) PFiprava a amplifikace DNA

Z RNA ziskané jak bylo popsano vySe vkroku (i) je pomoci reverzni
transkriptazy syntetizovana V oblast L fetézce, popfipadé V oblast H fetézce. Syntéza
cDNA muze byt provedena pomoci Oligo-dT primeru nebo jiného vhodného primeru
(napfiklad primer pro syntézu cDNA, ktery je sou&ast soupravy), ktery hybridizuje s C
oblasti L fetézce nebo s C oblasti H fetezce.

Amplifikace cDNA mlZe byt provedena pomoci PCR, zaloZzené na metodé 5'-
RACE (Frohman, M. A. a kol.,, Proc. Natl. Acad, Sci. USA 85,8998-9002, 1988,
Belyavsky, A. a kol., Nucleic Acids Res. 17: 2919-2932, 1989), ktera pouZiva soupravu
5°- Ample FINDER RACE kit (CLONETECH) spole¢né s L fetézcem a H fetézcem. Ke
konciim dvojviaknové cDNA, syntetizované jak bylo popsano vyse, je pfipojen cDNA
adaptér a poté je provedena polymerazova fetézova reakce (PCR) pro DNA kédujici
V oblast H fetézce a V oblast L fetézce (DNA kédujici fragment V oblasti L fetézce je
zde zkracené oznacen ,DNA V oblasti L fetézce* nebo ,DNA kédujici V oblast L

Fetdzce": totéz plati pro V oblast H fetézce atd.).
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Pfi amplifikaci DNA V oblast H fetézce muze byt jako 5°-koncovy primer pouZit
Adapter primer 1, primer MHC-G1 (SEQ ID NO: 1) pro konstantni oblast H fetézce mysi
protilatky (ATR-2, ATR-3, ATR-4 a ATR-5) (oblast cy1) nebo primer MHC-G2a (SEQ ID
NO: 2) (ATR-7 a ATR-8) (oblast cy2a) (S. T. Jones a kol., Biotechnology, 9: 88, 1991).
Napiiklad jako 5°-koncovy primer mize byt pouzit Adapter primer 1, ktery je soucast
soupravy a jako 3’- koncovy primer |ze pouzit primer pro konstantni oblast L fetézce k
fetézce (oblast Ck) mysi protilatky (jako je primer MKC, ktery ma nukleotidovou
sekvenci jaka je uvedena v SEQ ID NO: 3.

(iii) Purifikace DNA a uréovani nukleotidové sekvence

U produktd PCR je provedena agarézova elektroforéza podle znamého postupu.
Po vyfiznuti pozadovaného DNA fragmentu byla DNA znovu extrahovana a
purifikovana, potom byla ligovana do vektorové DNA.

DNA mize byt purifikovana bud extrakci pomoci fenolu a chloroformu (J.
Sambrook a kol., Molecular Cloning®, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)
nebo pomoci komeréné& dostupné soupravy (napfiklad GENECLEAN II; BIO101).
Vektorova DNA, pouZita pro pfipojeni fragmentd DNA, mGze byt kterakoli ze znamych
vektorovych DNA (napiiklad pUC19 a Bluescript atd.).

Vy$e uvedena DNA a vektorovda DNA jsou ligovany pomoci znameé ligacni
soupravy (vyrab&na v Takara Shuzo) a je tak ziskan rekombinovany vektor. Poté co je
vysledny rekombinovany DNA vektor vnesen do kompetentnich bunék Escherichia coli
JM109 (Nippongene) atd., jsou selektovany kolonie rezistentni k ampiciklinu a pak je
vektorova DNA piipravena na zakladé zname metody (J. Sambrook a kol., Molecular
Cloning*, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Poté co je vySe uvedeny vektor
§tépen pomoci restrikéniho enzymu, nukleotidova sekvence DNA o kterou se jedna,
mize byt uréena pomoci znamé metody (napfiklad pomoci dideoxy-metody) (J.
Sambrook a kol., Molecular Cloning®, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Ve
shodé s pfedlozenym vynalezem miZe byt pouzit automaticky pfistroj pro uréovani
nukleotidové sekvence (DNA Sequencer 373A, Perkin-Elmer).

(iv) V oblast H fetézce a V oblast L fetézce tvofi misto, které vaze antigen a
vieobecna struktura je vzajemné podobnéa. Tedy kazdé 4 podplrné oblasti (FRs) jsou
spojeny tfemi hypervariabilnimi oblastmi, tj. oblastmi ur€ujicimi komplementaritu
(CDRs). Aminokyselinové sekvence FRs jsou dosti konzervativni, zatimco

aminokyselinové sekvence CDRs jsou velmi vysoce variabilni (Kabat, E. A. a kol.,




17 .

_Sequence of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human
Services, 1983).

Mnoho oblasti vy$e uvedenych &tyf FRs ma strukturu B-listu, coz ma za
nasledek, ze CDR vytvafi smyéku. CDR mize nékdy byt Casti struktury B-listu. Tii CDR
jsou tedy udrZovany ve vzéjemné tésné blizkosti v prostoru a FRs vytvafi spolu s tfemi
CDRs misto, které vaze antigen.

Na zékladé t&chto skuteénosti, upravenim aminokyselinové sekvence mysi
monoklonalni protilatky proti lidskému TF podle databaze aminokyselinovych sekvenci
protilatek vytvofenych Kabatem (,Sequence of Proteins of Immunological Interest’, US
Dept. Health and Human Services, 1983), muiZe byt testovéana jeji homologie a tedy je
mozno nalézt CDRs.

Sekvence CDRs pozménéné inzerci, substituci nebo deleci mohou byt do
piedlozeného vynalezu zahrnuty, pokud si podrzi aktivitu vazby na lidsky TF nebo
schopnost neutralizovat lidsky TF, kdyz je pomoci nich vytvofena zu$lechténa
protilatka. Napfiklad je moZno zminit takové, které maji homologii 90 az 100% s kazdou
CDRs pro SEQ ID NO: 133 az 138 nebo s kazdou CDRs v oblasti V se SEQ ID NO:
139 az 141, 143 aZ 144, 145 a2 147 a 149 aZ 150.

Jako vyhodné je moZno zminit ty sekvence, které maji homologii 95 az 100%.
Jako jest& vyhodnéj8i je moZno zminit ty sekvence, které maji homologii 98 aZ 100%.

3. Pfiprava expresniho vektoru chimerni protilatky

Jakmile byly DNA fragmenty kédujici mysi L fetézec (L fetézec nebo H fetézec
protilatky miiZze zde byt oznagen jako ,my3i L fetézec* pro my&i protilatku a Llidsky H
fetézec* pro H fetézec lidské protilatky) a my3i V oblast H fetézce jednou klonovany,
DNA kédujici my$i V oblast je ligovana do DNA kodujici konstantni oblast lidske
protilatky a exprimovéana, aby byla ziskana chimerni protilatka proti lidskému TF.

Zakladni metody pro pfipravu chimerni protilatky zahrnuji spojeni mys3i leader
sekvence a sekvence V oblasti v klonované cDNA k sekvenci, kodujici konstantni
oblast lidské protilatky, jiz v expresnim vektoru pro savéi buriky. Alternativni moZnosti
je vazba mysi leader sekvence a sekvence V oblasti v klonované cDNA k sekvenci,
koduijici C oblast lidské protilatky a potom jeji pfipojeni do expresniho vektoru pro savéi
bunky.

Fragmenty C oblasti lidské protilatky mohou byt fragment z C oblasti H fetézce a
C oblasti L fetézce kterékoli lidské protilatky. Napfiklad je mozZno zminit cy1, cy2, cy3
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nebo cy4, jako ty které pochazeji z C oblasti H fetézce a ch nebo ck jako ty, které
pochazeji z L oblasti H fetézce.

Pro pfipravu chimerni protilatky je piipraven expresni vektor obsahujici DNA
kédujici V oblast my$iho H fetézce a C oblast H fetézce, pod kontrolou oblasti
regulujici expresi, jako je systém zesilovaé transkripce/promotor, a jednoduchy
expresni vektor (viz napi. WO 94/11523), obsahujici DNA kédujici V oblast mys§iho L
fetézce a C oblast L fetdzce, pod kontrolou oblasti regulujici expresi, jako je system
zesilovaé transkripce/promotor. Poté je expresni vektor pouZit ke kotransformaci
hostitelské buiiky, jako je sav€i buika, a transformované buniky jsou kultivovany in vitro
nebo in vivo pro produkci chimerni protilatky (viz napfiklad WO 91/16928). jako
jednoduché vektory Ize pouZit expresni vektor NSKG1(V) pro protilatku typu 1gGik a
expresni vektor NSKG4P pro protilatku typu 1gG4k.

(i) Konstrukce H fetézce chimerni protilatky

Expresni vektor pro H fetézec chimerni protilatky je moZno ziskat vnesenim
cDNA kéduijici V oblast my8iho H fetézce do vhodného expresniho vektoru, ktery
obsahuje‘ DNA kédujici C oblast H fetézce lidske protilatky. Jako C oblast H fetézce je
mozno uvést napfiklad oblasti Cy1, Cy2, Cy3 nebo Cy4.

Jak je to provadéno zde, aby doSlo ke vneseni cDNA kédujici V oblast myS$iho H
fetézce do expresniho vektoru, mize byt do uvedené cDNA vnesena pomoci PCR
metody vhodna nukleotidova sekvence. Napiiklad takova vhodna nukleotidova
sekvence miZe byt vnesena do expresniho vektoru tak, Ze je provedena PCR za
pomoci PCR primer(i navrZenych tak, abychom méli rozpoznavaci sekvenci vhodného
restrikéniho enzymu na 5’-konci uvedené cDNA a pro zvyseni Gginnosti transkripce
bezprostfedné pfed iniciacnim mistem uvedené cDNA Kozakovu konsensualni
sekvenci (Kozak, M. a kol J. Mol. Biol. 196: 947-950, 1987) a PCR primeru
navrZzenych tak, abychom méli rozpoznavaci sekvenci vhodného restrikéniho enzymu
na 3°-konci uvedené cDNA.

Po opracovani takto konstruované cDNA, kéduijici v oblast my$iho H fetézce
vhodnym restrikénim enzymem, je tato viozena do vySe uvedeného a potom je
zkonstruovan expresni vektor pro chimerni H fetdzec, ktery obsahuje DNA kéduijici C
oblast (Cy1 nebo Cy4) H fetézce.

(ii) Konstrukce expresniho vektoru, ktery obsahuje cDNA kodujici K fetézec L

fetézce chimerni protilatky
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Expresni vektor pro L fetézec chimerni protilatky je mozno ziskat vnesenim
cDNA koédujici V oblast my$iho L fetézce do vhodného expresniho vektoru, ktery
obsahuje DNA kédujici C oblast L fetézce lidské protilatky. Jako C oblast L fetézce je
mozno uvést napfiklad oblasti Ck a CA.

Jak je to provadéno zde, aby byl zkonstruovan expresni vektor obsahujici cDNA
kédujici V oblast mySiho L fetézce, miZe byt do uvedené cDNA vnesena pomoci PCR
metody vhodna nukleotidova sekvence. Napfiklad takova vhodna nukleotidova
sekvence miZe byt vnesena do uvedené cDNA tak, Ze je provedena PCR za pomoci
PCR primerG navrZenych tak, abychom meli rozpoznavaci sekvenci vhodného
restrikéniho enzymu na 5°-konci uvedené cDNA a pro zvy$eni Gcinnosti transkripce
Kozakovu konsensualni sekvenci, a PCR primerl navrZenych tak, abychom méli
rozpoznavaci sekvenci vhodného restrik&niho enzymu na 3°-konci uvedené cDNA.

Po opracovani takto konstruované cDNA, kédujici v oblast mySiho L fetézce
vhodnym restrikénim enzymem, je tato vlozena do vy$e uvedeného a potom je
zkonstruovan expresni vektor pro chimerni L fetézec, ktery obsahuje DNA kédujici C
oblast (Ck) L fetézce.

4 Piprava zu$lechténych protilatek

(1) Vyhledavani homologie lidskych protilatek

Aby byla vytvofena zulechténa protilatka v niz jsou CDRs z mysi monokionalni
protilatky zabudovany do lidské protilatky, je vyhodna vysoka homologie mezi FRs mysi
monoklonalni protilatky a FRs lidské protilatky. Tedy V oblasti H fetézce a L fetézce
my&i monoklonaini protilatky profi lidskému TF jsou porovnany sV oblasti vsech
znamych protilatek, jejichZz struktura byla publikovana pomoci Databanky. Soucasné
jsou porovnavany s podskupinami lidskych protilatek (HSG: lidska podskupina) (Kabat,
E. A. a kol., ,Sequence of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and
Human Services, 1983) klasifikovanymi Kabat a kol., na zakladé délky FR a homologie
aminokyselin.

Na zakladé HSG klasifikace podle Kabat a kol., V oblasti lidského H fetézce
mohou byt seskupeny do skupin HSGI az IlI; napfiklad V oblast H fetézce mysi
monoklonalni protilatky ATR-5 proti lidskému TF ma homologii 67,8% s konsensualni
sekvenci HSGL. Na druhé strand V oblasti lidskych x forem L fetézcli mohou byt
seskupeny do skupin HSGI az IV; napfiklad Voblast k formy L fetézce mySi
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monoklonalni protilatky ATR-5 proti lidskému TF ma homologii 72,3% s konsensualni
sekvenci HSGI.

Pokud je mysi protilatka zuslechtovana béznou technologii, aminokyselinova
sekvence nékterych FRs V oblasti mysi protilatky, které podporuji CDR, mohou byt
pokud je to Zadouci, vneseny do FR v lidské V oblasti, takze struktura CDR
zuélechténé V oblasti miZe presngji napodobovat CDR strukturu pavodni mysi
protitatky. AvSak neexistuji pevna pravidla které aminokyseliny FR V oblasti mysSi
protilatky maji byt vneseny do FR v lidské protilatce. Proto je tedy vyzadovano velké
mnozZstvi prace pro uréeni aminokyselin, které jsou podstatné pro zachovani struktury
CDR.

Také existuje riziko, Ze miZe vzniknout lidska protilatka proti aminokyselinové
sekvenci vnesené do lidské V oblasti z V oblasti mysi protilatky. Podle piedloZzeného
vynalezu, aby byly vzuSlechténé protilatce zménény vSechny aminokyselinove
sekvence krom& CDR na aminokyselinové sekvence odvozené z lidské protilatky, byly
v lidské protilatce vyhledany takové FRs, které maji vysokou homologii s FR mysich
protilatek, pfitomnych v databazi, s jednou FR jako jednotkou, pro Ctyfi FRs (FR1 az 4),
které jsou vyZadovany pro zachovani trojrozmérné struktury CDR. Nasleduje vysledek
vyhledavani homologie v databazi pro kazdou FR Voblasti H fetézce a V oblasti L

fetézce monoklonalni protilatky ATR-5.
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Tabulka 1

Cislo FR Pristupové gislo Homologie s kazdou SEQ ID NO:
FR V oblasti H retézce
mysi protilatky (%)
H fetézec FR1  L39130 53,0 110
H fetézec FR2  L39130 92,9 111
P01742 71,4 112
280844 78,6 113
H fetézec FR3  L39130 62,5 114
234963 71,9 115
P01825 53,1 116
M62723 68,8 117
280844 68,8 118
L04345 65,6 119
S§78322 75,0 120
226827 56,3 121
U95239 65,6 122
L03147 65,6 123
H fetézec FR4  L39130 90,9 124
Tabulka 2
Cislo FR Ptistupové islo Homologie s kazdou SEQ ID NO:
FR V oblasti L fetézce
mysi protilatky (%)
L fetézec FR1 237332 78,3 1250
L fetézec FR2  Z37332 80,0 126
$65921 80,0 127
X93625 80,0 128
L fetézec FR3  Z37332 71,9 129
$68699 75,0 130
P01607 71,9 131
L fetézec FR4  Z37332 90,0 132
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(2) Navrhovani DNA kéduijici V oblast zu$lechténé protilatky

Prvnim krokem pfi navrhovani DNA kédujici V oblast zu$lechténé protilatky je
vybrat kaZdou FR V oblasti lidské protilatky, které jsou pak zakladem navrhu. Pro
zamény FR je potfeba pro kazdou FR vybrat vysoce variabilni FR V oblasti lidské
protilatky.

Pro monoklonalni protilatku ATR-3, ktera je pfedmétem tohoto vynélezu; byly na
zékladé prlizkumu homologie mezi V oblastmi H fetézce v8ech mysich protilatek a
kazdou FR H fetézce, vybrany tfi FRs V oblasti pro FR2 a 10 pro FR3. Pro L fetézec
mohou byt na zékladé priizkumu homologie mezi V oblastmi L fetézce mysich protilatek
a kazdou FR H fetézce vybrany tfi FRs V oblasti lidské protilatky pro FR2 a 3 pro FR3.

Pro ob& zuslechténé V oblasti H fetézce a L fetézce je moZno vybrat V oblasti L
Fetdzce L39130 a 237332, které maji vysokou homologii sV oblastmi H fetézce,
respektive L fetézce mysi protilatky ATR-5. Aby bylo umoznéno snadné zaméhovani pfi
vytvareni zuslechténych protilatek, je mozné navrhnout vhodna rozpoznavaci mista pro
restrikéni enzymy na vhodnych mistech v kazdé CDR a FR. Pfi tomto postupu muZe byt
snadno zamé&néna pouze jedna z FRs.

Priklady takovych mist jsou napf. rozpoznavaci misto restrikcniho enzymu
EcoT22! v zudlechténém H fetézci CDR1, rozpoznavaci misto restrikéniho enzymu Ball
v CDR2, rozpoznavaci misto restrikéniho enzymu Ncol v CDR3 a rozpoznavaci misto
restrikéniho enzymu Xhol ve FR3, napfiklad rozpoznavaci misto restrikéniho enzymu
Aflll v zuslechténém L fetézci CDR1, rozpoznavaci misto restrikéniho enzymu Spel
v CDR2, rozpoznéavaci misto restrikéniho enzymu Pstl v CDR3 a rozpoznavaci misto
restrikéniho enzymu Acclil ve FR3.

Na zékladé takto navrzené verze miize byt provedena zamena pro kazdou FR,
aby byla ziskana zu$lecht&na protilatka, ktera ma pozadovanou aktivitu.

(3) Pfiprava fragmentu V oblasti zuslechténé protilatky

ZuSlechténa protilatka, ktera je pfedmétem tohoto vynalezu je ta, kdy FRs C
oblasti a V oblasti uvedené protilatky jsou odvozeny z lidské protilatky a CDRV oblasti
je odvozena z mysi protilatky. Fragmenty V oblasti zuslechténé protilatky, ktera je
pfedmétem tohoto vynalezu, mohou byt, pokud jsou dostupné DNA fragmenty lidské
protilatky, pfipraveny metodou nazyvanou ,prenos CDR* pomoci PCR metody. Jak je
uzivana zde, je ,pfenos CDR" metoda, v niz je vytvoien DNA fragment kédujici CDR
my3i protilatky, ktery je zaménén za CDR lidské protilatky jako matrici.
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Kdy? nejsou kdispozici DNA fragmenty lidské protilatky jako matrice,

nukleotidové sekvence zaznamenané v databazi mohou byt syntetizovany pomoci DNA
syntetizatoru a V oblast zudlechténé protilatky miZe byt vytvofena pomoci metody
PCR. Dale, pokud je v databazi zaznamenana pouze aminokyselinova sekvence, uplna
nukleotidova sekvence mizZe byt dedukovana na zakladé aminokyselinové sekvence a
na frekvenci kodond, pouzitych v protilatkach, jak je publikovano v Kabat E. A. a kol.
(US Dep. Health and Human Services, US Government Printing Offices, 1991).
Nukleotidova sekvence mizZe byt syntetizovana pomoci DNA syntetizatoru a fragmenty
V oblasti zu$lecht&né protilatky mohou byt vytvoreny pomoci metody PCR.

(i) Konstrukce DNA a expresniho vektoru, kédujiciho V oblast zuslechténého H

fetézce

Podle pfedioZzeného vynalezu miize byt DNA koédujici V oblast zu$lechténého H
fetézce konstruovana tak, Ze je ziskan gen, kodujici V oblast H fetézce lidské
protilatky, ktery bude pouZit jako matrice, poté je syntetizovana dpina nukleotidova
sekvence DNA koédujici kodujici V oblast zudlechténého H fetézce pomoci DNA
syntetizatoru a nasleduje pouziti PCR metody. Napfiklad protilatka L39130, ktera ma
vysokou homologii s V oblasti H fetézce mysi monokionalni protilatky ATR-5 proti
lidskému TF, mize byt vytvofena jako zudlechténa V oblast H fetézce verze ,a"
Napfiklad aby byla vytvofena zulechténa V oblast H fetézce verze ,a“ je oddélené
pouzito 5 primerd, které jsou uvedeny v SEQ ID NOs: 22 az 26 a dva vnéjsi primery,
které jsou uvedeny v SEQ ID NOs: 27 a 28.

Primery pro pfenos CDR hR5Hv1s (SEQ ID NO: 22), hRSHv2s (SEQ ID NO: 23)
a hR5Hv4s (SEQ ID NO: 24) maji smer DNA sekvence proti sméru pfepisu a primery
pro pfenos CDR hR5HV3A (SEQ ID NO: 25) a hR5HV5A (SEQ ID NO: 26) maji smer
DNA sekvence po sméru piepisu a kazdy z nich ma 18 aZ 35 bazi komplementarni
sekvence na obou koncich primeru. Primer hR5Hv1S je navrZen tak, aby mél Kozakovu
konsensualni sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196: 947-950, 1987) a
rozpoznavaci misto pro Sall a hR5HV5A je navrZen tak, aby mel rozpoznavaci misto
pro Nhel. Vn&jsi primery hR5HVPrS (SEQ ID NO: 27) a hR5HVPrA (SEQ ID NO: 28)
jsou také homologické s primery pro prenos CDR hR5Hv1s a hR5HV5A.

Za pouziti PCR metody je 5 primerl sestaveno tak, aby syntetizovaly cDNA o
plné délce a po pfidani vnéjsiho primeru je tato DNA amplifikovana. Sestaveni pomoci

PCR metody, které je zde pouZito znamena, ze hR5Hv1s, hR5HvZs, hR5Hv4s,
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hR5Hv3A a hR5HV5A jsou teplotné hybridizovany svymi komplementarnimi sekvencemi
a je syntetizovana DNA V oblasti H fetézce o piné délce.

C oblasti H fetézce lidské protilatky miize byt jakakoli C oblast lidského H
Fetézce a jako piiklad je mozno zminit lidské H fetézce Cy1, Cy2, Cy3 nebo Cy4.

DNA V oblasti H fetézce zuslechténé protilatky, konstruovana jak je popsano
vySe, mizZe byt pfipojena k DNA C oblasti H tetézce kterékoli lidské protilatky,
napfiklad C oblasti lidského H fetézce Cy1 nebo Cy4. Jak je popsano v konstrukci H
Fetézce chimerni protilatky, po opracovani vhodnym restrikénim enzymem je pfipojena
k DNA kodujici C oblast lidského H fetézce pod kontrolou expresné regulaéni oblasti,
jako je systém zesilova¢ transkripce/promotor, ¢imZ je vytvofen expresni vektor
obsahujici DNA zuslechténé V oblasti H fetézce a C oblast lidského H fetézce.

(i) Konstrukce DNA a expresniho vektoru, kodujiciho V oblast zuslechténého L

fetézce

Jako v piipadé DNA kodujici V oblast zuSlechténého H fetézce, mlzZe byt podle
ptedloZeného vynalezu DNA kédujici V oblast zu$lechténého L fetézce konstruovana
tak, Ze je ziskan gen L fetézce lidské protilatky, ktery bude pouZit jako matrice a poté
syntetizovana Upina nukleotidova sekvence DNA kédujici V oblast zuslechténého L
Fetézce pomoci DNA syntetizatoru a nasledovné PCR metodou. Napiiklad protilatka
737332, ktera ma vysokou homologii s V oblasti L fetézce my$i monoklonalni protilatky
ATR-5 proti lidskému TF, miZe byt vytvofena jako zuslechténa V oblast L fetézce
verze ,a“.

Napfiklad aby byla vytvofena zuslechténa V oblast L fetézce verze ,a“, primery
pro pfenos CDR h5Lv1S (SEQ ID NO: 85) a h5Lv4S (SEQ ID NO: 86) maji smér DNA
sekvence proti sméru pfepisu a primery pro pfenos CDR h5Lv2A (SEQ ID NO: 87),
h5Lv3A (SEQ ID NO: 88) a h5Lv5A (SEQ ID NO: 89) maji smér DNA sekvence po
sméru pfepisu a kazdy z nich ma 18 az 35 bazi komplementarni sekvence na obou
koncich primeru. Primer h5Lv1S je navrzen tak, aby mél Kozakovu konsensualni
sekvenci (Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196: 947-950, 1987) a rozpoznavaci misto pro
restrikéni enzym Bglll a h5Lv5A je také navrzen tak, aby mél rozpoznavaci misto pro
restrikéni enzym Spll. Vn&jsi primery h5LvS (SEQ ID NO: 90) a h5LvA (SEQ ID NO: 91)
jsou také homologické s primery pro prenos CDR h5Lv1s a hSLv5A.
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Jako u zuslechténé V oblasti H fetézce je za pouZiti PCR metody sestaveno 5
primer(l tak, aby syntetizovaly cDNA o piné délce a po pfidani vnéj§iho primeru mize
byt tato DNA amplifikovana.

C oblasti L fetézce lidské protilatky miiZe byt jakakoli C oblast lidského L fetézce
a jako pfiklad je moZno zminit lidsky L fetézec CAhaCk.

DNA V oblasti L Fetézce zu$lechténé protilatky, konstruovana jak je popsano
vy$e, mize byt pripojena k DNA C oblasti L fetézce kterékoli lidské protilatky, napfiklad
odvozené z oblasti Ck nebo CA lidského L fetézce. Po opracovani vhodnym
restrikénim enzymem je pfipojena k DNA kédujici C oblast lidského L fetézce pod
kontrolou expresné regulaéni oblasti, jako je systém zesilovac transkripce/promotor,
&imz je vytvofen expresni vektor obsahujici DNA zuslechténé V oblasti L fetézce a K
fetézec C oblasti lidského L fetézce.

| kdyZ je fragment V oblasti zuSlechténé protilatky vytvofen tak jak bylo vyse
popsano, neni vidy jasné, zda uvedeny fragment V oblasti bude mit protilatkovou
aktivitu (tj. schopnost vazat antigen, schopnost neutralizovat antigen atd.) Je tedy
nezbytné zkoumat pfitomnost aktivity tak, Ze je spojen se zuslechténym H fetézcem a
exprimovan v Zivo&ignych buiikach jako jsou buiky COS-7.

(iii) Zam&na FR V oblasti H fetézce a L fetézce zuslechténé protilatky

Autofi predloZzeného vynalezu provedli v Zivo&isnych buiikach, jako jsou buiky
COS-7, pfechodnou expresi zu$lechténé protilatky, ktera obsahovala zu$lechténou
V oblast H fetézce a L fetézce, aby prozkoumali vazebnou a neutralizacni schopnost
antigenu a zjistili, Ze antigen ma vazebnou a neutralizaéni schopnost, ale Ze aktivita
neni dostateéna ve srovnani s chimerni protilatkou.

Autofi pfedlozeného vynalezu mohou rozfesit tento problém postupnou zamenou
kazdé FR zusSlechtdné V oblasti H fetézce a L fetézce. Protilatky pouzité pfi
zaméiiovani FR mohou byt vybrany z existujicich databazi. FR z vybrané lidské
protilatky muZe byt syntetizovana na zakladé nukleotidové sekvence uvedené
v databazich, pomoci DNA syntetizatoru. Soucasné, jak je zminéno vy$e, mohou byt
pomoci pfidani navrzenych rozpoznavacich sekvenci restik&nich enzymt k CDR nebo
FR, snadno zaménény za FR V oblasti H fetézce a L fetézce zudlechténé protilatky,
vytvofené jak bylo popséno vyse. Zkoumanim aktivity takto vytvofené zus$lechténé
protilatky miZe byt ziskana zuslechténa protilatka, ktera ma vazebnou aktivitu pro

antigen a neutralizagni aktivitu.
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Napfiklad FR3 V oblasti H fetézce zuslechténé protilatky miize byt zamenéna za
FR3, odvozenou z lidské protilatky Z34963 (GenbBank, Borrentzen M. a kol., Proc.
Natl. Acad, Sci. USA 91: 12917-12921, 1994).

FR zaméfujici primer F3RFFS (SEQ ID NO: 35) a F3RFBS (SEQ ID NO: 36)
maji smér DNA sekvence proti sméru pfepisu a F3RFFA (SEQ ID NO: 37) a F3RFBA
(SEQ ID NO: 38) maji smér DNA sekvence po sméru piepisu. FR zaméfujici primery
F3RFFS, F3RFBS, F3RFFA a F3RFBA mohou byt syntetizovany pomoci DNA
syntetizatoru.

F3RFFS a F3RFBS, a F3RFFA a F3RFBA byly teplotné hybridizovany a vzniklé
produkty byly Stépeny Ball a Xhol, respektive Ncol a Xhol. Poté byly vneseny do
plazmidu hATR5Hva/CVIDEC (Ball/Xhol), piipraveného $t&penim pomoci Ball a Xhol a
potvrzenim jeho nukleotidové sekvence byl ziskan plazmid, ktery ma spravnou
sekvenci. Takto ziskany plazmid obsahujici H fetézec zuslechténé protilatky byl
oznad&en jako hATR5HVb/CVIDEC a zuslechtény H tetézec, obsaZeny v plazmidu byl
ozna&en jako verze ,b‘. Nukleotidova sekvence a odpovidajici aminokyselinova
sekvence jsou uvedeny v SEQ ID NO: 39 a aminokyselinova sekvence verze ,b* je
uvedena v SEQ ID NO: 40.

Podobnym zplsobem miZe také byt zaménena FR odvozena zV oblasti H
Fetézce a L Fetdzce jiné lidské protilatky vybrané z databaze, za FR V oblasti H fetézce
a L fetézce zus$lechténé lidské protilatky.

Aby byla vybrana vyhodnéj$i lidska protilatka pro zaménu FR zV oblasti H
Fetézce a L fetézce zuSlechténé lidské protilatky, je mozno provést nasledujici.
Kombinace verze ,b* H fetézce zuslechténé protilatky a L fetézce chimerni protilatky
ma neutralizaéni aktivitu rovnajici se neutralizatni aktivité chimerni protilatky nebo
mysi protilatky. Aviak kombinace verze _b* H fetézce zuslechténé protilatky a verze ,a"
L fetézce zuslecht&né protilatky ma neutralizacni aktivitu nizsi, nez je neutralizaéni
aktivita chimerni protilatky nebo mysi protilatky.

V takovych pfipadech aby se vybrala lidska protilatka, kterd by mohla byt
kandidatem pro zaménu FR, miZe byt proveden priizkum homologie, napfiklad pro
FR3 (pfistupové &islo Z34963: SEQ 1D NO: 115) verze ,b* H fetézce zuSlechténé
protilatky a mlize byt ziskéna lidska protilatka, ktera ma vysokou homologii s touto
sekvenci. Jako priklad V oblasti H fetézce FR3 takto vybrané lidské protilatky je mozno
uvést U95239 (SEQ ID NO: 122) a L03147 (SEQ ID NO: 123).




27 .

Aminokyselinové sekvence takto pfipravené V oblasti H fetézce zuslechténé
protilatky jsou uvedeny vtabulce 3 a 4, a aminokyselinova sekvence V oblasti L

Fetézce zuslechténé protilatky je uvedena v tabulce 5.
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Tabulka 5
Aminokyselinové sekvence V oblasti L Fet&zce
FR1 CDR1 FR2 CDR2
1 2 3 4 5
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Kazda verze V oblasti H fetézce a L fetézce takto konstruované zuslechténé
protilatky mGize byt pfipojena k DNA kterékoli C oblasti lidského H fetézce nebo C
oblasti L fetézce, napfiklad k oblasti Cy4 lidského H fetézce nebo oblasti Ck lidského L
fetézce. Po opracovani vhodnym restrikénim enzymem je pfipojena k DNA kédujici Cy4
oblast lidského H fetézce a Ck oblast lidského L fetézce pod kontrolu expresné
reguladni oblasti, jako je systém zesilova¢ transkripce/promotor, &imZ je vytvoren
expresni vektor kédujici ob& verze DNA zuslechténé V oblasti H fetézce a L fetézce a
DNA kéduijici oblast Cy4 lidského H fetézce a oblast Ck lidského L fetézce.

DNA kéduijici V oblast H fetézce zuSlechténé protilatky a C oblast lidskeho H
fetézce, konstruovana jak bylo uvedeno vySe a DNA kédujici zuSlechténou V oblast L
Fetézce a C oblast lidského L fetézce jsou vneseny do jednoho vektoru (viz napfiklad
WO0/11523) a poté je uvedeny vektor pouZit pro transformaci hostitelskych bunék. Pak
mohou byt transformované buiiky kultivovany in vivo nebo in vitro, aby produkovaly
pozZadovanou protilatku.

5. Produkce chimerni protilatky a zuSlechténé protilatky

Aby byla produkovana chimerni protilatka nebo zuslechténa protilatka, maze byt
DNA kédujici V oblast H fetézce a C oblast H fetézce a DNA koédujici V oblast L
Fetézce a C oblast L feté&zce pfipojeny do jednoho vektoru, ktery je transformovan do
vhodnych hostitelskych bunék, které pak protilatku produkuji. Tedy pro expresi
chimerni protilatky je DNA kéduijici my$i leader sekvenci v klonované cDNA a V oblast
mysiho H fetdzce a C oblast lidského H fetézce a DNA kédujici mysi leader sekvenci a
V oblast my$iho L fetézce a C oblast lidského H fetézce jsou vneseny do jednoho
vektoru (viz napfiklad WO/11523) pod kontrolu expresné regula¢ni oblasti, jako je napf.
systém zesilovac transkripce/promotor.

Pro expresi zuslechténé protilatky je DNA kodujici V oblast zu$lechténého H
fetézce a C oblast lidského H fet&zce a DNA koduijici V oblast zu$lechténého L fetézce
a C oblast lidského H fetézce vneseny do jednoho expresniho vektoru (viz napfiklad
W0/11523) pod kontrolu expresn& regulaéni oblasti, jako je napf. systém zesilovaC
transkripce/promotor. Tyto vektory jsou pouZity pro transformaci hostitelskych bunek.
Pak mohou byt transformované buiiky kultivovany in vivo nebo in vitro, a timto
zplisobem mize byt produkovana chimerni nebo zu$lechténa protilatka.

Také mohou byt vytvofeny dva expresni vektory, pficemZ kazdy obsahuje V

oblast H fetézce a V oblast L fetézce. Tedy pro chimerni protilatku jsou vytvofeny dva
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expresni vektory, kdy jeden obsahuje DNA kodujici V oblast mySiho H Fetézce a C
oblast lidského H fetézce pod kontrolou systému zesilovac transkripce/promotor a
druhy expresni vektor obsahuje DNA kédujici V oblast mysiho L fetézce a C oblast
lidského L fetézce pod kontrolou systému zesilovac transkripce/promotor, a pro
zuslecht&nou protilatku jsou vytvofeny dva expresni vektory, kdy jeden obsahuje DNA
kédujici V oblast zuslechténého H fetézce a C oblast lidského H fetézce pod kontrolou
systému zesilovag transkripce/promotor a druhy expresni vektor obsahuje DNA kodujici
V oblast zuslechté&ného L fetézce a C oblast lidského L fetézce pod kontrolou systému
zesilovaé transkripce/promotor.

Jinou moznosti pro chimerni protilatku je vytvoiit expresni vektor ktery obsahuje
DNA kéduijici V oblast mysiho H fetézce a C oblast lidského H fetézce a DNA kédujici
V oblast my$iho L fetézce a C oblast lidského L fetézce pod kontrolu expresné
reguladni oblasti, jako je napf. systém zesilovaé transkripce/promotor, a pro
zuslechténou protilatku je vytvofit expresni vektor ktery obsahuje DNA kédujici V oblast
zudlechténého H fetézce a C oblast lidského H fetézce a DNA kédujici V oblast
zuslechténého L fetézce a C oblast lidského L fetézce pod kontrolu expresné regulacni
oblasti, jako je napf. systém zesilovac transkripce/promotor.

Tyto expresni vektory jsou potom pouzity pro kotransformaci hostitelskych
bunék, jako jsou sav¢i bufiky a transformované buiiky jsou kultivovany in vivo nebo in
vitro pro produkci chimerni nebo zuslecht&né protilatky (viz napiiklad WO 91/16928).

Jak je zde vy3e uvedeno, transformant transformovany genem, kédujicim
pozadovanou chimerni protilatku nebo zuslechténou protilatku je kultivovan a
produkovana chimerni protilatka nebo zudlecht&na protilatka miiZe byt oddélena zevnitr
bunék nebo z vnéjsiho prostiedi okolo bunék a purifikovana do homogenniho stavu.

Izolace anebo purifikace chimerni protilatky nebo zuslecht&né protilatky, nebo
pozadovaného proteinu, ktery je pfedmétem tohoto vynalezu, mbZe byt provedena
pomoci sloupce Sepharosy s Proteinem A. Jinymi metodami jsou mimo jiné separaéni
anebo purifika&ni metody pouZivané pro b&zné proteiny. Napfiklad chimerni protilatka
nebo zuslechté&na protilatka miize byt izolovana anebo purifikovana vhodnym spojenim
raznych chromatografickych metod, ultracentrifugace, vysolovani, dialyzy a podobné.

Pro produkci chimerni protilatky nebo zuslechténé protilatky proti lidskému TF,
ktera je pfedmétem tohoto vynalezu, mize byt pouzivan kterykoli expresni systém.
Kdyz jsou napiiklad pouZivany eukaryotické buriky, mohou to byt burky ZivocCisné
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'(napﬁklad udrzované linie sav&ich buné&k), buiiky hub nebo burky kvasinek, kdyZ jsou
pouzivany prokaryotické buiiky, mohou to byt bufiky bakteriaini (jako jsou buriky
Escherichia coli). S vyhodou je chimerni protilatka nebo zuslecht&éna protilatka, ktera je
pfedmétem tohoto vynalezu, exprimovana v savéich bufikach, jako jsou buiky COS
nebi buriky CHO.

V téchto pfipadech mohou byt pro expresi v savéich buikach pouZity vhodné
b&zné promotory. Napfiklad je s vyhodou pouZivan bezprostfedné Casny promotor
lidského cytomegaloviru (HCMV). Piiklady expresnich vektor(i, které obsahuji HCMV
promotor zahrnuji HCMV-VH-HCy1, HCMV-VL-HCk a podobné, a dale ty, které jsou
odvozeny od pSV2neo (WO 92-19759).

Jiné promotory pro expresi genl v sav€ich bufikach, které mohou byt pouzity
v pfedlozeném vynalezu zahrnuji virové promotory, jako jsou promotory retroviru,
polyomaviru, adenoviru a opi¢iho viru 40 (SV40) a promotory odvozené ze savcich
bunék, jako je lidsky faktor 1o pro prodluZovani polypeptidového fetézce (HEF1a).
Exprese mize byt napfiklad snadno dosaZzeno pomoci metody Mulligan a kol., (Nature
(1979) 277: 108), kde je pouzit promotor SV40, nebo pomoci metody Mizushima a kol.,
(Nucleic Acids Res. (1990) 18: 5322), kde je pouzit promotor HEF1a..

Jako podatky replikace mohou byt pouZity ty, které jsou odvozeny z SV40,
polyomaviru, adenoviru, hovéziho papilomaviru (BPV) a podobné. Navic pro zmnozeni
poétu genovych kopii v systému hostitelské buiiky mohou expresni vektory obsahovat
selektovatelné markery jako jsou gen pro fosforybosyitransferazu APH (3°) Il nebo |
(neo), gen pro thymidinkindzu (TK) gen pro xanthinguaninfosforybosyltransferazu
(Ecogpt) Escherichia coli, gen pro dihydrofolatreduktazu (dhfr) a podobnée.

6. Hodnoceni vazebné aktivity k antigenu a neutralizaéni aktivity chimerni protilatky

a zuslechténé protilatky

(1) Méfeni koncentrace protilatky pomoci testu ELISA

Koncentrace ziskané purifikované protilatky mize byt méfena pomoci testu
ELISA.

ELISA destiéky pro méfeni koncentrace protilatky mohou byt pfipraveny
nasledujicim zpUsobem: v kaZdé jamce 96-jamkové desticky (napfiklad Maxisorp,
NUNC) je imobilizovano 100 pl kozi protilatky proti lidskému IgGy (BioSource),

pfipravené v koncentraci 1 pg/ml.
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Po blokovani pomoci 200 ul fedéného pufru (zde oznacovan jako DB; 50 mM
Tris-HCI, 1 mM MgCl,, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20, 0,02% NaNj;, 1% hovézi
sérumalbumin (BSA), pH 7,2), jsou ke kazdé jamce pfidany supernatanty z kultur bunék
COS-7 nebo bunék CHO, vnichz byla exprimovana chimerni protildtka nebo
zuSlechténa protilatka, nebo je purifikovana chimerni protilatka nebo zus$lechténa
protilatka sériové fedéna a poté pfidana do kazdé jamky. Potom je pfidano 100 pl kozi
protilatky proti lidskému IgG, konjugované s alkalickou fosfatazou, dale je pfidano 100
pl roztoku substratu o koncentraci 1 mg/ml (Sigma104, p-nitrofenylfosfat, SIGMA) a
nakonec je meéfena absorbance 405/655 nm pomoci odecitaciho zafizeni pro
mikrodesticky Microplate Reader (Bio Rad). Jako standard pro méfeni koncentrace byl
pouzit lidsky IgG4k (The Binding Site).

(2) Mé&feni vazebné aktivity k antigenu

Desti¢ky bunééného ELISA testu pro méfeni vazebné aktivity k antigenu jsou
pfipraveny nasledujicim zplsobem: buriky lidského karcinomu mocéového méchyie J82
(ATCC HTB-1) jsou naockovany do 60 jamek 96-jamkové destiCky pro péstovani
bunéénych kultur v koncentraci 1 x 10° bun&k. Toto je kultivovano (médium RPMI1640
obsahujici 10 % fetalniho hovéziho séra (GIBCO)) jeden den v CO; inkubatoru, aby
bylo bufikam umoznéno se uchytit. Po odstranéni kultivaéniho média je kazda jamka
dvakrat promyta 300 ul PBS. Poté je pfidano ke kazdé jamce 100 ul PBS, obsahujiciho
4% paraformaldehyd (tento pufr je zde oznadovan PFA/PBS) a umisténo na led po
dobu 10 minut, aby doslo k imobilizaci bunék.

PFA/PBS je odstranén a kazda jamka je dvakrat promyta 300 ul PBS a poté
blokovana 250 ul DB. 100 ul supernatantd z kultur, obsahujicich chimerni protilatku
nebo zuSlechténou protilatku nebo purifikovanou chimerni protilatku nebo sériové
fedéné zu§lechténé protilatky, je pfidano do kazdé jamky a inkubovano pfi teploté
mistnosti po dobu 2 hodin. Po promyti oplachovacim pufrem (zde je oznadovan jako RB
PBS, obsahujici 0,05 % Tweenu 20) je pfidano 100 ul kozi protilatky proti lidskému
lgGy, konjugovana s alkalickou fosfatdzou (BioSource), ktera je 1000x ziedéna v DB.
Po inkubaci pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a promyti RB je pfidan roztok
substratu a poté je méfena absorbance pfi 405/655 nm pomoci pfistroje na odeditani
mikrodesti¢ek (BioRad).

(3) Mé&feni neutralizaéni aktivity

(X ]
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NeutralizaCni aktivita mysi protilatky, chimerni protilatky a zuslechténé protilatky
miZe byt méfena s pouZitim indexu inhibi¢ni aktivity produkce faktoru Xa
thromboplastinem odvozenym z lidské placenty, Thromborel S (Boehringer AG). Tedy
60 pl pufru (TBS obsahujici 5 mM CaCl, a 0,1% BSA) je pfidano k 10 ul 1,25 mg/ml
Thromborelu Sa 10 pl vhodné fedéné protilatky, smés je potom inkubovana v 96-
jamkové desti€ce pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny.

Dale tam bylo pfidano 10 pl jak lidského faktoru X (Celsus Laboratories) o
koncentraci 3.245 pg/ml, tak lidského faktoru Vila (Enzyme Research) o koncentraci
82,5 ng/ml a inkubace pokradovala pfi teploté mistnosti dalSi 1 hodinu. Reakce byla
zastavena pfidanim 10 pl 0,5 M EDTA, je pfidano 50 pl roztoku chromogenniho
substratu a je uréena absorbance pfi 405/655 nm. Po jednohodinové reakci pfi teploté
mistnosti je absorbance pfi 405/655 nm méfena znovu. Neutralizaéni aktivita mize byt
uréena spoditanim zbytkové aktivity (%) z kazdé zmény v absorbanci, pfiemz zména
absorbance pfi nepiidani Zadné protilatky je povazovana za 100 % aktivitu.

Roztok chromogenniho substratu je pfipraven rozpusténim chromogenniho
substratu Testzyme S-2222 (Chromogenix) podle pfiloZzenych instrukci, dvojnasobnym
ziedénim purifikovanou vodou a poté smichanim s roztokem polybrenu (0,6 mg/ml
hexamethylenbromidu, SIGMA) v poméru 1 : 1.

(7) Analyza kinetiky interakce zuslechténé protilatky a rozpustného TF

Kinetické parametry, tj. disociaéni konstanty (KD), konstanty disociaéni rychlosti
(kdiss) a konstanty rychlosti vazby (kass) protilatky proti TF, ktera je pfedmétem tohoto
vynalezu, mohou byt uréeny pomoci BIACORE.

Rekombinantni protein G je imobilizovan na senzorickém ¢ipu k némuz je
protilatka navazana a purifikovany rekombinantni TF (rozpustny TF 1 az 219 v némz
byl oznagen FLAG peptid) (zde oznacovano jako rozpustny TF) je pouzit jako antigen,
zatimco rozpustné TF pfipravené v riznych koncentracich, jsou pouzity jako analyticka
¢inidla. Ze ziskaného senzorgramu jsou vypodéteny kinetické parametry (konstanty
disociaéni rychlosti kdiss a konstanty rychlosti vazby kass) a z nich mGze byt spocitana
disociaéni konstanta. O kinetické analyze viz napriklad ,Kinetic analysis of monoclonal
antibody-antigen interactions with a new biosensor based analytical systéem* (Karlsson,
R. akol., (1991) J. Immunol. Methods 145: 229-240).

Pifednost je davana takové protilatce proti TF, ktera je pfedmétem tohoto

vynalezu, ktera ma mensi hodnoty disociacnich konstant (KD), protoze bude mit vy$8i
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neutralizaéni aktivitu. Je vyhodné u protilatky proti TF, ktera je pfedmétem tohoto
vynalezu, kdyZ hodnoty KD nejsou vétsi nez 2,30 x 10 [1/M], vyhodng&j$i je, kdyz
nejsou vétsi nez 2,30 x 10° [1/M] a nejvyhodnéj$i je, kdyZ nejsou vétsi nez 1,17 x 10°
[1/M].

Mimoto jsou hodnoty KD uréeny ze dvou parametrl, konstanty disociacni
rychlosti (kdiss) a konstanty rychlosti vazby (kass) (KD = kdiss/kass). Je tedy ziejme,
7e kdyZ kdiss je mala a kass velka, je ziskana mala hodnota KD.

Specificky v pfipad& protilatky proti TF, kterd je pfedmétem tohoto vynalezu,
kdiss nemusi byt vétsi nez 9,52 x 10 [1/s]. Vyhodné&jsi je, kdyZ kdiss neni vétSi nez
9,52 x 10™[1/s] a nejvyhodné&jsi je, kdyZ kdiss neni vétsi nez 6,5 x 10 [1/s].

Na druhé strané hodnoty kass mohou byt vétsi nez 4,15 x 10* [1/Mes]. Je
vyhodné, kdyZ nejsou hodnoty kass mensi nez 4,15 x 10° [1/Mes] a nejvyhodné&jsi je,
kdyZ nejsou hodnoty kass men3i nez 4,65 x 10° [1/Mes].

Mimoto vyhodna protilatka proti TF nema hodnotu kdiss vétsi nez 9,52 x 103
[1/s] a hodnotu kass men3i nez 4,15 x 10° [1/Mes].

Presngji feéeno, u protilatek proti TF, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu,
jsou hodnoty KD v rozsahu od 1,09 x 107" az 2,30 x 10°® [1/M], vyhodné&ji v rozsahu od
1,09 x 107 a2 2,30 x 10°® [1/M] a nejvyhodn&ji v rozsahu od 1,09 x 10~° aZ 2,30 x 10
[1/M].

Mimoto jsou hodnoty kdiss vrozsahu od 5,06 x 107 az 9,52 x 107 [1/s],
vyhodn&iji v rozsahu od 5,06 x 107 a2 9,52 x 10 [1/s] a nejvyhodnéji v rozsahu od 5,06
x 107 a2 6,49 x 10™ [1/s].

Hodnoty kass jsou vrozsahu od 4,15 x 10* a2 5,44 x 10° [1/Mss], vyhodnéji
v rozsahu od 4,15 x 10° az 5,44 x 10°[1/M-s] a nejvyhodné&ji v rozsahu od 4,65 x 10° aZ
5,44 x 10°[1/Mes].

TtebaZe tyto hodnoty KD, hodnoty kdiss a hodnoty kass mohou byt ziskany
vedle BIACORE, pomoci analyzy podle Scatcharda a podobné&, pouziti BIACORE je
davana prednost.

8. Mé&feni reaktivity zuslechténé protilatky s lidskym TF

Metodu hybridizace typu dot-blot je moZno pouZit pro zkoumani reaktivity
nedenaturovaného TF, TF denaturovaného za neredukujicich podminek a TF

denaturovaného za redukujicich podminek.
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Pro zkoumani je mozno pouZit TF, ktery byl purifikovan z lidské tkané nebo byl
exprimovan v savéich bunkach, jako jsou buitky CHO a purifikovan. Jako denaturaéni
¢inidlo mohou byt pouzity namisto mocoviny guanidinhydrochlorid nebo SDS atd. Jako
redukéni Cinidlo mize byt namisto DTT pouzito redukéni €inidlo redukujici SH skupiny,
jako je napfiklad 2-merkaptoethanol. Pro detekci zuslechténé protilatky mize byt
pouzita protilatka proti lidskému IgG, ktera je znaéena rliznymi slou¢eninami. Jako jsou
pouzivany zde, znacici €inidla mohou byt radioizotopy, biotin, fluorogenni slouéeniny
jako je FITC, enzymy jako jsou peroxidaza a alkalicka fosfataza, a podobné. Protilatka
proti TF, ktera je pfedmétem tohoto vynalezu, reaguje s jakymkoli nedenaturovanym
TF, TF denaturovanym za neredukujicich podminek a TF denaturovanym za
redukujicich podminek.

9. Farmaceutické prostfedky a lIéCebna ¢&inidla pro DIC, obsahuijici jako aktivni sloZzku
zuslechténou protilatku

Aby byl potvrzen léfebny uCinek zuSlechténé protilatky ne lidsky TF,
zuslechténa protilatka proti lidskému TF je podavana Zivodichu, ktery ma silné pfiznaky
DIC a potom jsou ukazatele DIC méfeny, aby se l1é6ebné ucinky potvrdily.

Zde pouzivanou protilatkou je zuslechténa protilatka proti lidskému TF.
Protilatka neutralizuje aktivitu lidského TF tim Ze se na lidsky TF vaZze a pfednostné
zde mizZe byt uvedena zu$lechténa protilatka ATR5. Metoda pfipravy zu$lecht&né
protilatky ATRS je popséana v Piikladech.

Protilatka zde pouzZivana muize byt purifikovana do vysoké d&istoty spojenim
béZnych purifikaénich postupl jako je vysolovani, metoda gelové filtrace jako je HPLC,
afinitni chromatografie pouzivajici sloupec s Proteinem A, a podobné. U takto
purifikované protilatky je mozno s vysokou pfesnosti pomoci b&Znych imunologickych
postuptl, jako je radioimunologicky test (RIA), enzymoimunologicky test (EIA, ELISA)
nebo metodou imunofluorescenéné znacenych protilatek (imumofluorescenéni analyza)
a podobné potvrdit, Ze rozpoznava lidsky TF .

Farmaceutické prostfedky nebo |Ié¢ebna Einidla pro DIC, ktera jsou pfedmétem
tohoto vynalezu, obsahujici jako aktivni slozku zuslechténou protilatku proti TF mohou
byt podavany bud systémové nebo lokalng, ne vSak oralné. Napfiklad metodu
podavani je moZno vybrat mezi témito: intravendzni injekce jako je kapaci inflze,
intramuskularni injekce, intraperitonedlni injekce a podkozni injekce a vybér miiZze byt

proveden na zakladé véku a stavu pacienta. U&inna davka je vybrana v rozsahu 0,01
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‘aZ 1000 mg na kg télesné hmotnosti na jedno podani. Jinou moznosti je vybrat davku
10 mg/pacienta, s vyhodou 1 az 1000 mg/pacienta.

Farmaceutické prostiedky a lé€ebna &inidla pro DIC, ktera jsou pfedmétem
tohoto vynalezu, obsahujici jako aktivni slozku zuslechténou protilatku proti TF mohou
v zavislosti na zplsobu podavani obsahovat farmaceuticky pfijatelné nosi¢e nebo
pfisady. Priklady takovych nosi¢li nebo pfisad jsou voda, farmaceuticky pfijatelna
organicka rozpoustédla, kolagen, polyvinylalkohol, polyvinylpyrolidon, karboxyvinylové
polymery, sodna sil karboxymethylcelulézy, sodna sal kyseliny polyakrylové, alginat
sodny, ve vodé rozpustny dextran, sodna sll karboxymethylovaného $krobu, pektin,
methylcelul6za, xanthanova guma, arabskd guma, kasein, Zelatina, agar, diglycerin,
glycerin, propylenglykol, polyethylenglykol, vazelina, parafin, stearylalkohol, kyselina
stearovd, lidsky sérumalbumin (HSA), manitol, sorbitol, laktéza, farmaceuticky
pfijatelné povrchové aktivni latky a podobné. Pfisady je mozno vybirat podle potieby
mimo jiné z vy$e uvedenych latek nebo jejich kombinaci, v zavislosti na davkové formé
pfedloZzeného vynalezu.

Uginky vynalezu

Podle predlozeného vynalezu je poskytnuta chimerni protilatka a zuslechténa

protilatka proti lidskému TF a postup pfipravy zuslechté&né protilatky. Tyto protilatky

jsou pro svoji nizkou antigenicitu uzite€né jako lé€ebna &inidla.

Piehled obrazkti na vykresech

Obrazek 1 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
a/chimerni L fetézec a protilatky chimerni H fetézec/zuslechtény L fetézec verze a.

Obrazek 2 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze
a/chimerni L fetézec a protilatky chimerni H fetézec/zuslechtény L fetézec verze a.

Obrazek 3 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby kantigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec a protilatky zuSlechtény H fetézec verze

a/chimerni L fetézec verze a.
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Obrazek 4 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u mysi
monoklonalni protilatky ATR-5 proti TF, protilatky chimerni H fetézec/chimerni L
fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze a/zuslechtény L retézec verze a.

Obrazek 5 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze
b/chimerni L fetézec a protilatky zuslechtény H fetézec verze b/zuslechtény L fetézec
verze a.

Obrazek 6 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zusSlechtény H fetézec verze
c/chimerni L Fetézec a protilatky zuSlechtény H rfetézec verze d/chimerni L fetézec.

Obrazek 7 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zu$lechtény H fetézec verze
b/chimerni L fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze c/chimerni L fetézec a
protilatky zuslechtény H fetézec verze d/chimerni L fetézec.

Obrazek 8 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec a protilatky zuSlechtény H fetézec verze b/
zuslechtény L fetézec verze a.

Obrazek 9 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky chimerni H fetézec/zuslechtény L
fetézec verze b a protilatky chimerni H fetézec/zuslechtény L fetézec verze c.

Obrazek 10 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky chimerni H fet&zec/
zuslechtény L Fetézec verze b a protilatky chimerni H fetézec/zuSlechtény L fetézec
verze c.

Obrazek 11 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze b
/zuSlechtény L fet&zec verze b a protilatky zuslechtény H fetézec verze b /zuslechtény
L fetézec verze c.

Obrazek 12 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze

b/zuslechtény L fetézec verze b a protilatky zusSlechtény H fetézec verze b/zuslechtény

L fetézec verze c.
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Obrazek 13 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fet&zec/chimerni L fetézec, protilatky zusSlechtény H fetézec verze b
Izu$lechtény L fetézec verze b a protilatky zuslechtény H fetézec verze d/zuslechtény L
fetézec verze b.

Obrazek 14 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L Fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze
b/zuslechtény L fetézec verze b a protilatky zuslechtény H fetézec verze d/zuslechtény
L fetézec verze b.

Obrazek 15 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fFetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
e/chimerni L fetézec a protilatky zuslechtény H fetézec verze e/zuSiechtény L fetezec
verze b.

Obrazek 16 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec a protilatky zuSlechtény H fetézec
verze e/chimerni L fetézec.

Obrazek 17 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetdzec/chimerni L fetézec a protilatky zuSlechtény H fetézec verze
g/zuslechtény L fetézec verze b.

Obrazek 18 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec a protilatky zuSlechtény H fetézec
verze g/ zuslechtény L fetézec verze b.

Obrazek 19 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zu$lechtény H fetézec verze
b3/zudlechtény L fetézec verze b a protilatky zuSlechtény H fetézec verze
d3/zuslechtény L fetézec verze b.

Obrazek 20 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
b3/zuslechtény L fetézec verze b a protilatky zuSlechtény H fetézec verze
d3/zuslechtény L fetézec verze b.

Obrazek 21 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze

ilchimerni L fetézec a protilatky zuslechtény H retézec verze jichimerni L fetézec.
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Obrazek 22 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby kantigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze
i/zuslechtény L fetézec verze b a protilatky zuslechtény H fetézec verze jizuSlechtény L
fetézec verze b.

Obrazek 23 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
i/chimerni L fetézec a protilatky zuslechtény H fetézec verze j/chimerni L fetézec.

Obrazek 24 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L Fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
b/zuSlechtény L fetézec verze b, protilatky zuSlechtény H fetézec verze i/zuSlechtény L
fetézec verze b a protilatky zuSlechtény H fetézec verze j/zuSlechtény L ietézec verze
b.

Obrazek 25 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky chimerni H fetézec/ zusSlechtény L
fetézec verze b1 a protilatky chimerni H fetézec/zuslechtény L fetézec verze b2.

Obrazek 26 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky chimerni H fetézec/
zuslechtény L fetézec verze b1 a protilatky chimerni H fetézec/zuSlechtény L fetézec
verze b2.

Obrazek 27 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec a protilatky zuSlechtény H ietézec verze
b/zuSlechtény L fetézec verze b2.

Obrazek 28 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u
protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
i/zuslechtény L fetézec verze b, protilatky zuslechtény H fetézec verze b/zuslechtény L
fetézec verze b a protilatky zuSlechtény H fetézec verze b/zuslechtény L fetézec verze
b2.

Obrazek 29 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze
i/zuSlechtény L fetézec verze b1 a protilatky zuslechtény H fetézec verze i/zuslechtény
L fetézec verze b2.

Obrazek 30 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF u

protilatky chimerni H Fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
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‘ilzuSlechtény L fetézec verze b, protilatky zuslechtény H fetézec verze ilzuslechtény L
fetézec verze b1 a protilatky zuslechtény H fetézec verze i/zuslechtény L fetézec verze
b2.

Obrazek 31 je graf, ktery porovnava aktivitu vazby k antigenu u protilatky
chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze
b/zuslechtény L fetézec verze b, protilatky zuslechtény H fetézec verze i/zuslechtény L
fetézec verze b a protilatky zuslechtény H fetézec verze i/zuSlechtény L Fetézec verze
b2.

Obrazek 32 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF
(schopnost inhibovat tvorbu faktoru Xa zplUsobenou TF) u protilatky chimerni H
fetézec/chimerni L fetézec, protilatky zuSlechtény H fetézec verze b/zuSlechtény L
fetézec verze b, protilatky zuslechtény H fetézec verze i/zuslechtény L fetézec verze b
a protilatky zuSlechtény H fetézec verze i/zuslechtény L fetézec verze b2.

Obrazek 33 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF
(schopnost inhibovat vazbu faktoru X) u protilatky chimerni H fetézec/chimerni L
fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze b/zuslechtény L fetézec verze b,
protilatky zuslechtény H fetézec verze i/zuSlechtény L fetézec verze b a protilatky
zuslechtény H fetézec verze i/zuslechtény L fetézec verze b2.

Obrazek 34 je graf, ktery porovnava schopnost neutralizovat lidsky TF
(schopnost inhibovat koagulaci plazmy zplUsobenou TF) u protilatky chimerni H
retézec/chimerni L fetézec, protilatky zuslechtény H fetézec verze b/zuslechtény L
fetézec verze b a protilatky zuSlechtény H fetézec verze ifzuSiechtény L fetézec verze
b2.

Obrazek 35 je graf, ktery porovnava reaktivitu s lidskym TF, opracovanym za
riznych podminek, u protilatky chimerni H fetézec/chimerni L fetézec, protilatky
zuslechtény H fetézec verze b/zuslechtény L fetézec verze b, protilatky zuslechtény H
fetézec verze i/zuslechtény L fetézec verze b a protilatky zuSlechtény H fetézec verze

i/zuslechtény L fetézec verze b2.

Priklady provedeni vynalezu

Nyni budou vysvétleny dal$i podrobnosti pfedlozeného vynalezu uvedenim

nasledujicich pfikladu.
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Priklad 1: Klonovani DNA kédujici V oblast mySi monoklonaini protilatky proti lidskému
TF

(1) Piiprava mRNA

mRNA byla pfipravena z hybridomt ATR-2, ATR-3, ATR-4, ATR-5 (IgG1x), ATR-
7 a ATR-8 (lgG2ak) pomoci purifikaéni soupravy QuickPrep mRNA Purification Kit
(Pharmacia Biotech). Kazdy druh hybridomovych bunék byl kompletné homogenizovan
v extrakénim pufru podle navodu, pfipojeného k soupravé a potom byla mRNA
purifikovana pomoci sloupce s oligo (dT)-celulézou, po kterém nasledovalo srazeni
ethanolem. SraZzenina mRNA byla rozpusténa v eluénim pufru.

(2) Priprava a amplifikace cDNA genu kédujiciho V oblast mysi protilatky

(i) Klonovani cDNA V oblasti H fetézce

Klonovani genu kédujiciho V oblast H fetézce mysi monoklonalni protilatky proti
lidskému TF bylo provedeno pomoci metody 5°-RACE (Frohman, M. A. a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 8998-9002, 1988; Belyavski, A. a kol., Nucleic Acids Res. 17:
2919-2932, 1989). Pro metodu 5°-RACE byla pouZita souprava Marathon cDNA
Amplification Kit (CLONTECH) a postup byl proveden podle navodu, k soupravé
pfilozeného.

Za pouziti asi 1 ng mRNA, pfipravené jak bylo popsano vyse, jako matrice, byly
pfidany cDNA syntetizujici primery, pfilozené k soupravé, poté byla provedena reakce
s reverzni transkriptazou pfi teploté 42 °C po dobu 60 minut, aby se uskuteénila
reverzni transkripce na cDNA. Tato pak reagovala s DNA polymerazou |, DNA ligazou
a Rnazou H pfi teploté 16 °C po dobu 1,5 hodiny a s T4 DNA polymerazou pfi teploté
16 °C po dobu 45 minut, aby doslo k syntéze dvojfetézcové cDNA. Dvojietézcova
c¢DNA byla extrahovana fenolem a chloroformem a vysraZzena ethanolem.

V reakci s T4 DNA ligazou, provedenou pii 16 °C pies noc, byl na oba konce
dvojietézcové cDNA piipojen adapter. Reakéni smés byla 50x ziedéna 10 mM Tricin-
KOH (pH 8,5), obsahujicim 0,1 mM EDTA. Za pouziti tohoto jako matrice byl pomoci
PCR amplifikovan gen, kédujici V oblast H fetézce. Adapterovy primer 1, pfiloZzeny
k soupravé byl pouZit jako 5°-koncovy primer a jako 3’-koncovy primer byly pouzity
primer MHC-G1 (SEQ ID NO: 1) (ATR-2, ATR-3, ATR-4 a ATR-5) nebo primer MHC-
G2a (SEQ ID NO: 2) (ATR-7 a ATR-8) (S. T. Jones, a kol., Biotechnology, 9: 88-89,
1991).
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PCR reakéni roztoky pro V oblast H fetézce protilatek ATR-2, 3, 4 a 5
obsahovaly ve 100 pl: 120 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM KCI, 6 mM (NH,),SO,, 0,1%
Triton X-100, 0,001% BSA, 0,2 mM deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 1 mM MgCl;, 2,5 jednotky KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki), 30 — 50 pmol
adapterového primeru 1, rovnéz tak primeru MHC-G1 a 1 — 5 pl reakéni smési cDNA,
k niz byl adapter ligovan.

VSechny PCR reakce byly provedeny pomoci DNA termalniho cykleru 480
(Perkin-Elmer) a u PCR bylo provedeno tficet cykld pfi teplotach 94 °C po dobu 30
vtefin, 55 °C po dobu 30 vtefin a 74 °C po dobu 1 minuty.

(i) Klonovani cDNA V oblasti L fetézce

Klonovani genu kédujiciho V oblast L fetézce mySi monoklonalni protilatky proti
lidskému TF bylo provedeno pomoci metody 5°-RACE (Frohman, M. A. a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 8998-9002, 1988; Belyavski, A. a kol., Nucleic Acids Res. 17:
2919-2932, 1989). Pro metodu 5°-RACE byla pouZita souprava Marathon cDNA
Amplification Kit (CLONTECH) a postup byl proveden podle navodu, k soupravé
pfilozeného.

Za poutiti asi 1 pg mRNA, pfipravené jak bylo popsano vy$e, jako matrice, byly
pfidany cDNA syntetizujici primery, pfiloZzené k soupravé, poté byla provedena reakce
s reverzni transkriptazou pfi teploté¢ 42 °C po dobu 60 minut, aby se uskuteénila
reverzni transkripce na cDNA. Tato pak reagovala s DNA polymerazou I, DNA ligazou
a Rnazou H pfi teploté 16 °C po dobu 1,5 hodiny a s T4 DNA polymerazou pii teploté
16 °C po dobu 45 minut, aby doslo k syntéze dvojfetézcové cDNA. Dvojietézcova
cDNA byla extrahovana fenolem a chloroformem a vysrazena ethanolem.

V reakci s T4 DNA ligazou, provedenou pii 16 °C pies noc, byl na oba konce
dvojietézcové cDNA pfipojen adapter. Reakéni smés byla 50x ziedéna 10 mM Tricin-
KOH (pH 8,5), obsahujicim 0,1 mM EDTA. Za pouZiti tohoto jako matrice byl pomoci
PCR amplifikovan gen, kédujici V oblast L fetézce. Adapterovy primer 1 byl pouZit jako
5’-koncovy primer a jako 3’-koncovy primer byl pouzit primer MKC (SEQ ID NO: 3) (S.
T. Jones, a kol., Biotechnology, 9: 88-89, 1991).

PCR reakéni roztoky obsahovaly ve 100 pl: 120 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM
KCl, 6 mM (NH,).SO, 0,1% Triton X-100, 0,001% BSA, 02 mM
deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 mM MgCIi2, 2,5 jednotky
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KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki), 30 — 50 pmol adapterového primeru 1, rovnéz tak

primeru MKC a 1 pul reakéni smési cDNA, k niz byl adapter ligovan.

VSechny PCR reakce byly provedeny pomoci DNA termalniho cykleru 480
(Perkin-Eimer) a u PCR bylo provedeno tficet cykl( pii teplotach 94 °C po dobu 30
vtefin, 55 °C po dobu 30 vtefin a 74 °C po dobu 1 minuty.

(3) Purifikace a fragmentace PCR produkt(

VySe uvedena PCR reakéni smés byla extrahovana fenolem s chioroformem a
fragmenty amplifikované DNA byly ziskany etanolovou precipitaci. Fragmenty DNA byly
Stépeny restrikénim enzymem Xmal (New England Biolabs) pfi teploté 37 °C po dobu 1
hodiny. St&pici smés pro Xmal byla rozdélena pomoci elektroforézy na agarézovém
gelu 2% az 3% NuSieve GTG (FMC BioProducts) a byly vyfiznuty agarézové prouzky,
obsahujici fragmenty DNA diouhé asi 500 bazovych parG pro V oblast H fetézce a
rovnéz tak asi 500 bazovych pard pro L oblast H fetézce. Agar6zové prouzky byly
extrahovany fenolem s chloroformem a fragmenty DNA byly vysrazeny ethanolem a
poté rozpustény v 10 ul 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), ktery obsahuje 1 mu EDTA (zde je
oznadovan TE).

Fragmenty DNA $tépené Xmal, pfipravené jak bylo popsano vySe, obsahuijici
geny kédujici V oblast mySiho H fetézce a V oblast mysiho L fetézce a plazmidovy
vektor pUC19, piipraveny stépenim Xmal byly ligovany pomoci soupravy DNA ligation
kit ver.2 (Takara Shuzo) tak, Ze reagovaly pfi 16 °C po dobu 1 hodiny, podle navodu
pfilozeného k soupravé.

Ligaéni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C.

Poté bylo ktéto smési pfidano 300 upl bujénu Hi-Competence Broth
(Nippongene) a inkubovano pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Pak byla Escherichia coli
vyseta na agar v LB médiu (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook, a kol.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), obsahujicim 100 pg/ml ampicilinu (zde
oznacovano jako agar v médiu LBA) a inkubovana pres noc pfi 37 °C, aby byly ziskany
transformanty E. coli.

Transformanty byly inkubovany pies noc ve 3 nebo 4 ml média LB, obsahujiciho
50 pg/ml ampicilinu (zde oznacdovano jako LBA médium) pfi 37 °C a z bunééné frakce
byla pfipravena plazmidovda DNA pomoci soupravy QIlAprep Spin Plasmid Kit
(QIAGEN) a poté byla uréena nukleotidova sekvence.
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(4) Ur&eni nukleotidové sekvence genu kodujiciho V oblast mysi protilatky

Nukleotidova sekvence cDNA kédujici oblasti ve vySe uvedeném plazmidu byla
uréena pomoci soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit
(Perkin-Elmer) pomoci sekvenatoru DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer). Jako
sekvenaéni primery byly pouZity M13 Primer 4 (Takara Shuzo) (SEQ ID NO: 4) a M13
Primer RV (Takara Shuzo) (SEQ ID NO: 5) a sekvence byla urena potvrzenim
nukleotidové sekvence v obou smérech.

Takto ziskané plazmidy, obsahujici gen, kédujici V oblast mySiho H fetézce,
odvozeny z hybridom ATR-2, ATR-3, ATR-4, ATR-5, ATR-7 a ATR-8 byly oznaCeny
jako ATR-xHv/pUC19 (x = 2, 3, 4, 5, 7 nebo 8) a takto ziskané plazmidy, obsahujici
gen, kéduijici V oblast mysiho L fetézce, odvozeny z hybridomid ATR-2, ATR-3, ATR-4,
ATR-5, ATR-7 a ATR-8 byly oznadeny jako ATR-xLv/pUC19 (x = 2, 3, 4, 5, 7 nebo 8).
Nukleotidové sekvence genl kédujicich V oblast H fetézce kazdé mySi protilatky,
obsaZené v plazmidu ATR-xHv/pUC19 (x = 2, 3, 4, 5, 7 nebo 8) (v€etné odpovidajicich
aminokyselinovych sekvenci) jsou uvedeny v SEQ ID NO: 6 aZ 11, nukleotidove
sekvence genl kédujicich V oblast L fetézce kazdé mysi protilatky, obsazené v
plazmidu ATR-xLv/pUC19 (x = 2, 3, 4, 5 7 nebo 8) (v€etné odpovidajicich

aminokyselinovych sekvenci) jsou uvedeny v SEQ ID NO: 12 az 17.

Priklad 2: Konstrukce chimerni protilatky

Byla pfipravena chimerni protilatka ATR-5, v niZ byla V oblast mysi ATR-5
protilatky pfipojena k C oblasti lidské protilatky. Expresni vektor této chimerni protilatky
byl zkonstruovan tak, Ze byl piipojen gen kédujici V oblast ATR-5 protilatky do
expresniho vektoru, kédujiciho C oblast lidské protilatky.

(1) Konstrukce V oblasti H fetézce chimerni protilatky

V oblast H fetézce protilatky ATR-5 byla modifikovana pomoci PCR metody, aby
ji bylo moZno zabudovat do expresniho vektoru, kédujiciho C oblast H fetézce lidske
protilatky. 5°-koncovy primer ch5HS (SEQ ID NO: 18) byl navrZen tak, aby hybridizoval
s 5°-koncem DNA, kéduijici V oblast a mél Kozakovu konsenzualni sekvenci (Kozak, M.
a kol., J. Mol. Biol. 196: 947-970, 1987) a rozpoznavaci sekvenci pro restrikéni enzym
Sall. 3"-koncovy primer chSHA (SEQ ID NO: 19) byl navrZen tak, aby hybridizoval s 3"

koncem DNA, kodujici J oblast a mél rozpoznavaci sekvenci pro restrikéni enzym Nhel.
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PCR reakéni roztoky obsahovaly ve 100 pl: 120 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM
KCl, 6 mM (NH, S0, 0,1% Triton X-100, 0,001% BSA, 02 mM
deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 mM MgCl,, 2,5 jednotky
KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki), 50 pmol primeru ch5HS a primeru ch5HA a 1 ul
plazmidu ATR5Hv/pUC19 jako matricovou DNA. VSechny PCR reakce byly provedeny
pomoci DNA termalniho cykleru 480 (Perkin-Eimer) a u PCR bylo provedeno tficet
cykll pfi teplotach 94 °C po dobu 30 vtefin, 55 °C po dobu 30 vtefin a 74 °C po dobu 1
minuty.

PCR reakéni smés byla extrahovana fenolem s chioroformem a fragmenty
amplifikované DNA byly ziskany etanolovou precipitaci. Fragmenty DNA byly stépeny
restrikénim enzymem Nhel (Takara Shuzo) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny a poté
restrikénim enzymem Sall (Takara Shuzo) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici
smés byla rozdélena pomoci elektroforézy na agarézovém gelu 2% az 3% NuSieve
GTG (FMC BioProducts) a byly vyfiznuty agarézové prouzky, obsahujici fragmenty
DNA dlouhé asi 450 bazovych parl. Agarézové prouzky byly extrahovany fenolem
s chloroformem, fragmenty DNA byly vysraZeny ethanolem a poté rozpustény v 20 pl
TE.

Jako klonovaci vektor byl pouzit vektor s pozménénym promotorem (oznadovany
zde jako CVIDEC), do néhoz byly vneseny rozpoznavaci sekvence pro restrikéni
enzymy Nhel, Sall a Spll, Bglll. Fragment genu, pfipraveny tak jak bylo popsano vyse,
kéduijici V oblast mySiho H fetézce a vektor CVIDEC, pfipraveny $tépenim Nhel a Sall,
byly ligovany pomoci DNA ligacni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo) tak, Ze reagovaly pfi
16 °C po dobu 1 hodiny, podle navodu pfilozeného k soupravé.

Ligaéni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo ktéto smési pfidano 300 ul bujéonu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny. Pak byla Escherichia coli vyseta na agar v LB
médiu a inkubovana prfes noc pii 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli.
Transformant byl inkubovan pies noc ve 3 ml média LBA pfi 37 °C a z bunééné frakce
byla pfipravena plazmidovd DNA pomoci soupravy QIAprep Spin Plasmid Kit
(QIAGEN). Nukleotidova sekvence cDNA koédujici oblasti ve vySe uvedeném
plazmidu byla uréena pomoci soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready
Reaction Kit (Perkin-Elmer) pomoci sekvenatoru DNA Sequencer 373A (Perkin-Eimer).
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Jako sekvenaéni primery byly pouZity M13 Primer 4 (Takara Shuzo) a M13 Primer RV

(Takara Shuzo) a sekvence byla uréena potvrzenim nukleotidové sekvence v obou
smérech. Plazmid ktery obsahuje gen, kdédujici V oblast H fetézce ATR-5 protilatky,
rozpoznavaci sekvenci pro Sall a Kozakovu konsensualni sekvenci na 5°- konci a
rozpoznavaci sekvenci pro Nhel na 3’-konci byl oznagen jako chATRSHV/CVIDEC.

(2) Konstrukce V oblasti L fetézce chimerni protilatky

V oblast L fetézce protilatky ATR-5 byla modifikovana pomoci PCR metody, aby
ji bylo mozno zabudovat do expresniho vektoru, kédujiciho C oblast L fetézce lidské
protilatky. 5°-koncovy primer ch5LS (SEQ ID NO: 20) byl navrZen tak, aby hybridizoval
s 5°-koncem DNA, kéduijici V oblast a mél Kozakovu konsenzualni sekvenci (Kozak, M.
a kol., J. Mol. Biol. 196: 947-970, 1987) a rozpoznavaci sekvenci pro restrikéni enzym
Bglll. 3"-koncovy primer ch5LA (SEQ ID NO: 21) byl navrzen tak, aby hybridizoval s 3'-
koncem DNA, kddujici J oblast a mél rozpoznavaci sekvenci pro restrikéni enzym Spll.

PCR reakéni roztoky obsahovaly ve 100 pl: 120 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM
KCl, 6 mM (NH,).SO, 0,1% Triton X-100, 0,001% BSA, 02 mM
deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 mM MgCl;, 2,5 jednotky
KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki), 50 pmol primeru ch5LS a primeru chSLA a 1 pl
plazmidu ATR5Lv/pUC19 jako matricovou DNA. V8echny PCR reakce byly provedeny
pomoci DNA termaliniho cykleru 480 (Perkin-Elmer) a u PCR bylo provedeno fficet
cykll pfi teplotach 94 °C po dobu 30 vtefin, 55 °C po dobu 30 vtefin a 74 °C po dobu 1
minuty.

PCR reakéni smés byla extrahovana fenolem s chloroformem a fragmenty
amplifikované DNA byly ziskany etanolovou precipitaci. Fragmenty DNA byly Stépeny
restrikénim enzymem Spll (Takara Shuzo) pfi tep.loté 37 °C po dobu 1 hodiny a poté
restrikénim enzymem Bglll (Takara Shuzo) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici
smés byla rozdélena pomoci elektroforézy na agarézovém gelu 3% NuSieve GTG
(FMC BioProducts) a byly vyfiznuty agarézové prouzky, obsahujici fragmenty DNA
dlouhé asi 400 bazovych par(. Agarézové prouzky byly extrahovany fenolem
s chloroformem, fragmenty DNA byly vysraZeny ethanolem a poté rozpustény v 20 pl
TE.

Fragment genu, pfipraveny tak jak bylo popsano vy3e, kédujici V oblast mys$iho
L fetézce a vektor CVIDEC, pfipraveny §tépenim Spll a Bglll, byly ligovany pomoci
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DNA ligaéni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo) tak, Zze reagovaly pfi 16 °C po dobu 1
hodiny, podle navodu pfiloZzeného k soupravé.

Ligaéni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo ktéto smési pfidano 300 pl bujénu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny. Pak byla Escherichia coli vyseta na agar v LB
médiu a inkubovana pies noc pii 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli.
Transformant byl inkubovan pfes noc ve 3 mi média LBA pii 37 °C a z bun&é&né frakce
byla pfipravena plazmidova DNA pomoci soupravy QIlAprep Spin Plasmid Kit
(QIAGEN). Nukleotidova sekvence cDNA kédujici oblasti ve vySe uvedeném
plazmidu byla uréena pomoci soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready
Reaction Kit (Perkin-Elmer) pomoci sekvenatoru DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer).
Jako sekvenaéni primery byly pouzity M13 Primer 4 (Takara Shuzo) a M13 Primer RV
(Takara Shuzo) a sekvence byla uréena potvrzenim nukleotidové sekvence v obou
smérech. Plazmid ktery obsahuje gen, kédujici V oblast L fetézce ATR-5 protilatky a
ktery ma rozpoznavaci sekvenci pro Bglll a Kozakovu konsensualni sekvenci na 5'-
konci a rozpoznavaci sekvenci pro Spll na 3°-konci byl oznaden jako
chATR5Lv/CVIDEC.

(3) Konstrukce expresniho vektoru pro chimerni protilatku

Expresni vektor pro chimerni protilatku byl konstruovan za pouziti expresniho
vektoru pro protilatku zavedeného v IDEC Pharmaceutical. Jako vektory byly pouzity
expresni vektor HSKG1(V) pro protilatku typu IgG1 a expresni vektor NSKG4P pro
protilatku typu IgG4. Chimerni vektor pro protilatku ATR-5 byl vytvofen spojenim genu
kédujiciho V oblast H fetézce ATR-5 s Sall-Nhel mistem umisténym bezprostiedné
pfed C oblasti H fetézce lidské protilatky v expresnim vektoru N5SKG1(V) nebo
N5KG4P a spojenim genu kédujiciho V oblast L fetézce ATR-5 s Bglll-Spll mistem
umisténym bezprostiedné pfed C oblasti L fetézce lidské protilatky v expresnim
vektoru NSKG1(V) nebo NSKG4P.

(i) Vneseni V oblasti H fetézce

Plazmid chATR5HV/CVIDEC byl Stépen restrikénim enzymem Nhel (Takara
Shuzo) pii teploté 37 °C po dobu 3 hodin a poté restrikénim enzymem Sall (Takara
Shuzo) pfi teploté 37 °C po dobu 3 hodin. Stépici smés byla rozdélena pomoci
elektroforézy na agarézovém gelu 1,5% NuSieve GTG (FMC BioProducts) a byly
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\}yﬁ'znuty agarézove prouzky, obsahujici fragmenty DNA dlouhé asi 450 bazovych pard.
Agarézové prouZky byly extrahovany fenolem s chloroformem, fragmenty DNA byly
vysrazeny ethanolem a poté rozpustény v 20 ul TE. |

Expresni vektory NSKG1(V) a NSKG4P byly stépeny restrikénim enzymem Nhel
(Takara Shuzo) pii teploté 37 °C po dobu 3 hodin a poté restrikénim enzymem Sall
(Takara Shuzo) pfi teploté 37 °C po dobu 3 hodin. Stépici smés byla rozdélena pomoci
elektroforézy na agar6zovém gelu 1,5% NuSieve GTG (FMC BioProducts) a byly
vyfiznuty agarézové prouzky, obsahujici fragmenty DNA dlouhé asi 9000 bazovych
parQ. Agar6zové prouzky byly extrahovany fenolem s chloroformem, fragmenty DNA
byly vysrazeny ethanolem a poté rozpustény v 20 ul TE.

DNA fragment Sall-Nhel, pfipraveny tak jak bylo popsano vyse, obsahujici gen
kédujici V oblast H fetézce a N5KG1(V) nebo NSKG4P Stépené Sall a Nhel, byly
ligovany pomoci DNA ligaéni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo) tak, Ze reagovaly pfi 16
°C po dobu 1 hodiny, podle navodu pfilozeného k soupravé.

Ligaéni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo k této smési pfidano 300 pul bujonu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny. Pak byla Escherichia coli vyseta na 100 pg/ml
agar v LBA médiu a inkubovana pies noc pii 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli.
Transformant byl inkubovan pfes noc ve 3 ml média LBA pfi 37 °C a z bunééné frakce
byla pfipravena plazmidova DNA pomoci soupravy QIAprep Spin Plasmid Kit
(QIAGEN). Tyto plazmidy, které obsahuji geny, kédujici H Ffetézec chimerni protilatky
ATR-5 byly oznaéeny jako chATR5HV/NSKG1(V), respektive chATR5HV/NSKG4P.

(ii) Vneseni V oblasti L fetézce

Plazmid chATRS5Lv/CVIDEC byl 3Stépen restrikénimi enzymy Bglll (Takara
Shuzo) a Spll (Takara Shuzo) pfi teploté 37 °C po dobu 1,5 hodiny. St&pici smés byla
rozdélena pomoci elektroforézy na agarézovém gelu 1,5% NuSieve GTG (FMC
BioProducts) a byly vyfiznuty agarézové prouzky, obsahujici fragmenty DNA dlouhé asi
400 bazovych parli. Agarézové prouzky byly extrahovany fenolem s chloroformem,
fragmenty DNA byly vysrazeny ethanolem a poté rozpustény v 20 pul TE.

Plazmidy chATR5HV/N5KG1(V) a chATR5HV/NSKG4P byly stépeny restrikénimi
enzymy Bglll (Takara Shuzo) a Spll (Takara Shuzo) pfi teploté 37 °C po dobu 1,5
hodiny. Stépici smés byla rozd&lena pomoci elektroforézy na agarézovém gelu 1,5%
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NuSieve GTG (FMC BioProducts) a byly vyfiznuty agarézové prouzky, obsahujici
fragmenty DNA dlouhé asi 9400 bazovych pard. Agar6zové prouzky byly extrahovany
fenolem s chloroformem, fragmenty DNA byly vysraZzeny ethanolem a poté rozpustény
v 20 ul TE.

DNA fragment Spli-Bglll, pfipraveny tak jak bylo popsano vyse, obsahujici gen
kédujici V oblast L fetézce a chATR5HV/NSKG1(V) nebo chATR5HV/NSKGA4P §tépeny
Spll a Bglll, byly ligovany pomoci DNA ligaéni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo) tak, Zze
reagovaly pfi 16 °C po dobu 1 hodiny, podle navodu pfilozeného k soupravé.

Ligaéni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo ktéto smési pfidano 300 pl bujénu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny. Pak byla Escherichia coli vyseta na 100 pg/ml
agar v LBA médiu a inkubovana pies noc pii 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli.
Transformant byl inkubovan pfes noc pfi 37 °C v 1 litru média 2xYT, obsahujicim 50
ng/ml ampicilinu a z buné&éné frakce byla pfipravena plazmidova DNA pomoci soupravy
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). Tyto plazmidy, které obsahuji geny, kodujici chimerni
protilatku ATR-5 byly oznaéeny jako chATR5/NSKG1(V), respektive chATR5/NSKG4P.

(4) Transfekce do bunék COS-7

Aby bylo moZno zhodnotit vazebnou aktivitu k antigenu a neutralizaéni aktivitu
chimerni protilatky, byly vySe uvedené expresni plazmidy transfekovany do buné&k
COS-7 a protilatky byly pfechodné exprimovany.

Plazmid chATR5/N5KG1(V) nebo chATR5/N5KG4P byl transdukovan do bunék
COS-7 elektroporaci pomoci pfistroje Gene Pulser (Bio Rad). Padesat pg plazmidu
bylo pfidano do 0,78 ml bunék COS-7, suspendovanych v PBS (-) podle Dulbecca
(oznadovano zde jako PBS) na bun&énou koncentraci 1 x 107 bun&k/ml, a smés byla
podrobena pulsiim 1500 V a pfi kapacité 25 pF.

Po 10 minutdch zotaveni pfii teplot€ mistnosti, byly elektroporované buriky
suspendovany v médiu DMEM, obsahujicim 5% fetalni hovézi sérum s ultranizkym
obsahem I1gG (GIBCO) a kultivovany v 10 cm kultivaénich miskach v 5% CO,
inkubatoru. Po 24 hodinové kultivaci byl odsat supernatant a pak bylo pfidano médium
HBCHO bez séra (Irvine Scientific). Po dal$i 72 hodinové kultivaci byl supernatant
odebran a centrifugovan, aby byly odstranény zbytky bunék.

(5) Purifikace protilatek
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Ze supernatant(i bunéénych kultur COS-7 byly purifikovany chimerni protilatky
pomoci rProtein A Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotech) nasledujicim zptisobem.

Jeden mililitr rProtein A Sepharose Fast Flow byl napinén do sloupce a ten byl
ekvilibrovan 10 objemy TBS. Supernatanf z buné&céné kultury COS-7 byl nanesen na
ekvilibrovany sloupec, ktery byl potom promyt 10 objemy TBS.

Absorbovana protilatkova frakce potom byla vymyta 13,5 ml 2,5 mM HCI (pH 3,0)
a eluat byl bezprostfedné poté neutralizovan pfidanim 1,5 mi 1 M Tris-HCI (pH 8,0).

Rozpoustédio potom bylo u purifikované frakce protilatek zaménéno za 50 mM
Tris-HCI (pH 7,6), obsahujici 150 mM NaCl (zde oznacovany jako TBS) tak, Ze byla
provedena dvakrat ultrafiltrace pomoci pfipravki Centriprep 100 (Amicon) a na zavér
byla frakce protilatek koncentrovana do 1,5 ml.

(6) Ustaveni stabilné produkujici linie bunék CHO

Aby byla ustavena bunélna linie, ktera bude stabilné produkovat chimerni
protilatka, byl vySe uvedeny expresni plazmid vnesen do bunék CHO (DG44),
pfizptisobenych rastu v médiu bez séra CHO-S-SFMII (GIBCO).

Plazmid chATRS5/NSKG1(V) nebo chATR5/NS5KG4P byl stépen restrikénim
enzymem Sspl (Takara Shuzo), aby byla DNA linearizovana a po extrakci fenolem a
chloroformem byla DNA ziskana etanolovym sraZenim. Linearizovany plazmid byl
vnesen do bunék DG44 pomoci elektroporace pfistrojem Gene Pulser (Bio Rad). Deset
pg plazmidu bylo pfidano do 0,78 ml bunék DG44, suspendovanych v PBS na
bunéénou koncentraci 1 x 10” bunék/ml, a smés byla podrobena pulsiim 1500 V a pfi
kapacité 25 pF.

Po 10 minutach zotaveni pfi teploté mistnosti, byly elektroporované burky
suspendovany v médiu CHO-S-SFMIlI (GIBCO), obsahujicim hypoxanthin/thymidin
(GIBCO) a kultivovany ve dvou 96-jamkovych kultivaénich desti¢kach (Falcon) v 5%
CO, inkubatoru. Jeden den po zapoceti kultivace bylo médium zaménéno za selekéni
médium CHO-S-SFMII (GIBCO) s obsahem hypoxanthinu/thymidinu (GIBCO) a 500
pg/ml GENETICIN (G418 sulfat GIBCO), aby byly selektovany buriky, do nichz byl
vnesen gen pro protilatku. Dva tydny po vyméné selekéniho média byly buriky
prohlizeny pod mikroskopem. Kdyz byl pozorovan dobry bunéény rist, bylo méfeno
mnozstvi produkované protilatky pomoci ELISA testu, jehoz provedeni pro méfeni
koncentrace protilatky je popsano nize, a byly vybrany buiiky vykazujici vysokou

produkci protilatky.
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Pfiklad 3: Konstrukce zu$lechténé protilatky

(1) Konstrukce H fetézce zuslechténé protilatky

(i) Konstrukce verze ,a“ zu$lechténého H fetézce

H fetézec zuSlechténé protilatky ATR-5 byl vytvofen prenosem CDR pomoci
PCR metody. Aby byla vytvoifena verze ,a“ H fetézce zuslechténé protilatky, ktera ma
FRs odvozené z lidské protilatky L39130 (DDBJ, Gao L. a kol., nepublikovano, 1995),
bylo pouzito 7 primer(i. Primery pro pfenos CDR hR5Hv1S (SEQ ID NO: 22), hR5Hv2S
(SEQ ID NO: 23) a hR5Hv4S (SEQ ID NO: 24) maji DNA sekvenci proti sméru pfepisu
DNA a primery pro pfenos CDR hR5HvV3A (SEQ ID NO: 25) a hR5Hv4A (SEQ ID NO:
26) maji DNA sekvenci ve sméru piepisu DNA, pfi¢emZ kazdy primer ma 18 az 35
bazovych part komplementarni sekvence na obou svych koncich.

Primer hR5Hv1S byl navrZzen tak, aby mél Kozakovu konsensualni sekvenci
(Kozak, M. a kol., J. Mol. Biol. 196: 947-950, 1987) a rozpoznavaci misto pro Sall a
hR5HV5A je navrzen tak, aby mél rozpoznavaci misto pro Nhel. Vnéj§i primery
hR5HVPrS (SEQ ID NO: 27) ma homologii s primerem pro pfenos CDR hR5Hv1S a
hR5HVPrA (SEQ ID NO: 28) ma homologii s primerem pro prenos CDR hR5HvV5A.

Primery pro pfenos CDR hR5Hv1S, hR5Hv2S, hR5HV3A, hR5Hv4S a hRSHV5A,
a vnéjSi primery hR5HVPrS a hRSHvVPrA byly syntetizovany a purifikovany
ve Pharmacia Biotech.

PCR reakce byla provedena pomoci KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki) za
pouziti pfilozeného pufru za téchto podminek: 120 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM KCI, 6
mM (NH,).SO,, 0,1% Triton X-100, 0,001% BSA, 0,2 mM deoxyribonukleotidtrifosfaty
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 mM MgCl,, 2,5 jednotky KOD DNA polymerazy (Toyd
Boseki) a 5 pmol kazdého z primerd pro pfenos CDR hR5Hv1S, hR5Hv2S, hR5HV3A,
hR5Hv4S a hR5HV5A v objemu 98 pl, a to 5 cykl( pfi teplotach 94 °C po dobu 30
vtefin, 50 °C po dobu 1 minuty a 72 °C po dobu 1 minuty. Po dal8im pfidani 100 pM
vnéjSich primerd hR5HvVPrS a hRSHvPrA byla provedena PCR reakce 25 cykli
vobjemu 100 ul pii stejnych teplotnich cyklech. ch5HS a primeru ch5HA a 1 pl
plazmidu ATR5Hv/pUC19 jako matricovou DNA. Fragmenty DNA amplifikované PCR
reakci byly rozdéleny pomoci elektroforézy na agarézovém gelu 2% NuSieve GTG
(FMC BioProducts).
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Agarézové prouzky, obsahujici fragmenty DNA dlouhé asi 430 bazovych pard
byly vyfiznuty, byly k nim pfidany tfi objemy (ml/g) pufru TE a poté extrahovany
fenolem, fenolem s chloroformem a chloroformem, aby byly DNA fragmenty
purifikovany. Po precipitaci purifikované DNA etanolem byla tfetina objemu rozpus$téna
v 17 pl vody. Ziskana PCR reakéni smés byla §tépena Nhel a Sall, a potom ligovana
do plazmidového vektoru CVIDEC, piipraveného Stépenim Nhel a Sall pomoci DNA
ligani soupravy ver. 2 (Takara Shuzo) podle navodu pfilozeného k soupravé.

Ligaéni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo k této smési pfidano 300 pl bujonu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfii 37 °C po dobu 1 hodiny, pak byla E. coli vyseta na agar v LBA médiu a
inkubovana pfes noc pfi 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli. Transformant byl
inkubovéan pies noc ve 3 ml média LBA pii 37 °C a z buné¢né frakce byla pfipravena
plazmidova DNA pomoci soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Nukleotidova sekvence cDNA kédujici oblast v plazmidu byla uréena pomoci
soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Perkin-Eimer)
pomoci sekvenatoru DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer). Jako sekvenaéni primery
byly pouzity M13 Primer 4 (Takara Shuzo) a M13 Primer RV (Takara Shuzo) a
sekvence byla uréena potvrzenim nukleotidové sekvence v obou smérech.

ProtoZe byly pozorovany mutace anebo delece pfed a za rozpoznavacim mistem
pro EcoT221, byl kazdy z fragmentQ, ktery mél spravnou sekvenci, ligovan a potom
znovu subklonovan v CVIDEC pro uréeni nukleotidové sekvence. Plazmid ktery mél
spravnou sekvenci byl oznaden jako hATR5Hva/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji
odpovidajici aminokyselinova sekvence verze ,a“ zuslechténého H retézce, ktera je
obsaZzena v plazmidu hATRS5Hva/CVIDEC, jsou uvedeny v SEQ ID NO: 29.
Aminokyselinova sekvence verze ,a“ je také ukazana v SEQ ID NO: 30.

(ii) Konstrukce verzi ,b“ a ,c* zuslechténého H fetézce

Verze ,b“ a ,c* byly pfipraveny zaménou FR3 verze ,a“ za FR3, odvozenou z jiné
lidské protilatky, pomoci metody zamény FR. Aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi
,b* za jinou odvozenou z lidské protilatky Z34963 (DDBJ, Borretzen M. a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 91: 12917-12921, 1994), byly pouzity 4 primery, kédujici FR3.
Primery pro zaménu FR F3RFFS (SEQ ID NO: 31) a F3RFBS (SEQ ID NO: 32) maji
DNA sekvenci proti sméru piepisu DNA a primery F3RFFA (SEQ ID NO: 33) a F3RFBA
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'(SEQ ID NO: 34) maji DNA sekvenci ve sméru prepisu DNA. Primery F3RFFS a
F3RFFA maji vzajemné komplementarni sekvence a maji na obou koncich
rozpoznavaci sekvence pro Xhol a Ncol.

Aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi ,c* za jinou odvozenou z lidské protilatky
P01825 (SWISS-PROT, Poljak RJ. a kol., Biochemistry, 16: 3412-3420, 1977), byly
pouzity 4 primery, kodujici FR3. Primery pro zdaménu FR F3NMFS (SEQ ID NO: 35) a
F3NMBS (SEQ ID NO: 36) maji DNA sekvenci proti sméru piepisu DNA a primery
F3NMFA (SEQ ID NO: 37) a F3NMBA (SEQ ID NO: 38) maji DNA sekvenci ve sméru
piepisu DNA.

Primery F3NMFS a F3NMFA maji vzajemné komplementarni sekvence a maji na
obou koncich rozpoznavaci sekvence pro Ball a Xhol.

Primery F3RFFS, F3RFBS, F3RFFA, F3RFBA, F3NMFS, F3NMBS, F3NMFA a
F3NMBA byla syntetizovany ve Pharmacia Biotech. Primery F3NMFA a F3NMBA,
respektive F3RFBS a F3RFBA byly teplotné hybridizovany a $tépeny Ball a Xhol,
respektive Ncol a Xhol. Byly vneseny do plazmidu hATR5Hva/CVIDEC (Ball/Ncol),
pfipraveného Stépenim Ball a Ncol a byla uréena jeho nukleotidova sekvence. Plazmid
ktery mél spravnou sekvenci byl oznaten hATR5Hvb/CVIDEC. Nukleotidova sekvence
a ji odpovidajici aminokyselinova sekvence verze ,b“ zuslechténého H retézce, ktera je
obsaZzena v plazmidu hATR5HvVb/CVIDEC, jsou uvedeny v SEQ ID NO: 39.
Aminokyselinova sekvence verze ,b“ je také ukazana v SEQ ID NO: 40.

Primery FANMFS a F3NMFA, respektive F3NMBS a F3NMBA byly teplotné
hybridizovany a Stépeny Ball a Xhol, respektive Ncol a Xhol. Byly vneseny do plazmidu
hATRS5Hva/CVIDEC (Ball/Ncol), pfipraveného Stépenim Ball a Ncol a byla uréena jeho
nukleotidovd sekvence. Plazmid ktery mél spravnou sekvenci byl oznacen
hATR5HVC/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze ,C“ zuSlechténého H fetézce, ktera je obsaZena v plazmidu
hATR5HVC/CVIDEC, jsou uvedeny v SEQ ID NO: 41. Aminokyselinova sekvence verze
.C* je také ukadzana v SEQ ID NO: 42.

(iii) Konstrukce verzi ,d“ a ,e“ zuSlechténého H fetézce

Verze ,d“ a ,e“ byly pfipraveny zaménou FR3 verze ,a“ za FR3, odvozenou z jiné
lidské protilatky, pomoci metody zamény FR. Aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi
,d“ za jinou odvozenou z lidské protilatky M62723 (DDBJ, Pascual V. a kol., J. Clin.
Invest., 86: 1320-1328, 1990), byly pouzity 4 primery, kédujici FR3. Primer pro zaménu
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F"R F3EPS (SEQ ID NO: 43) ma DNA sekvenci proti sméru piepisu DNA a primer
F3EPA (SEQ ID NO: 44) ma DNA sekvenci ve sméru pfepisu DNA a 3’-konce primert
maji vzajemné komplementarni sekvence 18 bazovych parii dlouhé.

Vné&jsi primery F3PrS (SEQ ID NO: 45) a F3PrA (SEQ ID NO: 46) maji homologii
s primery pro zaménu FR F3EPS a F3EPA a mohou také byt pouzity pro zaménu jinych
FR. Aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi ,e“ za jinou odvozenou z lidské protilatky
780844 (DDBJ, Thomsett AR. a kol., nepublikovano), byly vytvofeny 2 primery, kédujici
FR3. Primery pro zaménu FR F3VHS (SEQ ID NO: 47) ma DNA sekvenci proti sméru
prepisu DNA a primer F3VHA (SEQ ID NO: 48) ma DNA sekvenci ve sméru piepisu
DNA a 3’-konce primerli maji vzajemné komplementarni sekvence 18 bazovych pard
dlouhé. F3EPS, F3EPA, F3PrS, F3PrA, F3VHS a F3VHA byly syntetizovany
ve Pharmacia Biotech.

PCR reakce byla provedena pomoci KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki) za
pouziti pfilozeného pufru za podminek, kdy obsahovala 5 pul 1 uM primert pro zaménu
FR F3EPS a F3EPA nebo F3VHS a F3VHA, 0,2 mM deoxyribonukleotidtrifosfaty, 1 mM
MgCl; a 2,5 jednotky KOD DNA polymerazy v objemu 100 pl reakéni smési, a to 5 cykld
pfi teplotach 94 °C po dobu 30 vtefin, 50 °C po dobu 1 minuty a 74 °C po dobu 1
minuty. Po dal$im piidani 100 pM vnéjSich primert F3PrS a F3PrA, byla provedena
PCR reakce 25 cykll pfi stejnych teplotnich cykiech.

Fragmenty DNA amplifikované PCR reakci byly rozdéleny pomoci elektroforézy
na agarézovém gelu 2% NuSieve GTG (FMC BioProducts). Agarézové prouzky,
obsahuijici fragmenty DNA dlouhé asi 424 bazovych parl byly vyfiznuty, byly k nim
pridany tiii objemy (ml/g) pufru TE a poté extrahovany fenolem, fenolem s chloroformem
a chioroformem, aby byly DNA fragmenty purifikovany. Po precipitaci purifikované DNA
etanolem byla tietina objemu rozpusténa v 14 ul vody. Ziskana PCR reakéni smés byla
Stépena Ball a Ncol, a potom ligovana do plazmidového vektoru hATR5Hva/CVIDEC
(Ball/Ncol), pfipraveného $tépenim Ball a Ncol, a byla uréena nukleotidova sekvence.
Plazmidy které mély spravnou sekvenci byly oznadeny jako hATR5Hvd/CVIDEC a
hATR5Hve/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze ,d“ zuSlechténého H fetézce, ktera je obsaZena v plazmidu
hATR5Hvd/CVIDEC, jsou uvedeny v SEQ ID NO: 49, a aminokyselinova sekvence
verze ,d“ je také ukazana v SEQ ID NO: 50. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici

aminokyselinova sekvence verze ,e“ zuSlechténého H fetézce, ktera je obsazena
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\;plazmidu hATR5Hve/CVIDEC, jsou uvedeny v SEQ ID NO: 51, a aminokyselinova
sekvence verze ,e“ je také ukazana v SEQ ID NO: 52.

(iv) Konstrukce verzi f* a ,g“ zuslechténého H fetézce

Verze f* a ,g" byly pfipraveny zaménou FR3 verze ,a* za FR3, odvozenou z jiné
lidské protilatky, pomoci metody zamény FR. Aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi f*
za jinou odvozenou z lidské protilatky L04345 (DDBJ, Hillson JL. a kol., J. Exp. Med.,
178: 331-336, 1993) a aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi ,g“ za jinou odvozenou
z lidské protilatky S78322 (DDBJ, Bejcek BE. a kol., Cancer Res., 55: 2346-2351,
1995) byly syntetizovany 2 primery, kazdy kédujici FR3. Primer pro zaménu FR F3SSS
(SEQ ID NO: 53) verze ,f* ma DNA sekvenci proti sméru pirepisu DNA a primer F3SSA
(SEQ ID NO: 54) ma DNA sekvenci ve sméru pfepisu DNA a 3’-konce primerl maji
vzajemné komplementarni sekvence 18 bazovych pari dlouhé.

Primer F3CDS (SEQ ID NO: 55) verze ,g* ma DNA sekvenci proti sméru piepisu
DNA a primer F3CDA (SEQ ID NO: 56) ma DNA sekvenci ve sméru piepisu DNA a 3'-
konce primerli maji vzajemné komplementarni sekvence 18 bazovych part dlouhé.
F3SSS, F3SSA, F3CDS a F3CDA byly syntetizovany a purifikovany ve Pharmacia
Biotech. PCR reakce byla provedena pomoci KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki) za
pouziti pfilozeného pufru za podminek, kdy obsahovala 5 pl 1 pM primer( pro zaménu
FR F3SSS a F3SSA nebo F3CDS a F3CDA, 0,2 mM deoxyribonukleotidtrifosfaty, 1 mM
MgCl, a 2,5 jednotky KOD DNA polymerazy v objemu 100 pl reakéni smési, a to 5 cykld
pfi teplotach 94 °C po dobu 30 vtefin, 50 °C po dobu 1 minuty a 74 °C po dobu 1
minuty. Po dal$im pfidani 100 pM vnéjSich primerld F3PrS a F3PrA, byla provedena
PCR reakce 25 cykll pfi stejnych teplotnich cyklech.

Fragmenty DNA amplifikované PCR reakci byly rozdéleny pomoci elektroforézy
na agarézovém gelu 2% NuSieve GTG (FMC BioProducts). Agarézové prouzky,
obsahujici fragmenty DNA dlouhé asi 424 bazovych parG byly vyfiznuty, byly k nim
pfidany tii objemy (ml/g) pufru TE a poté extrahovany fenolem, fenolem s chloroformem
a chloroformem, aby byly DNA fragmenty purifikovany. Po precipitaci purifikované DNA
etanolem byla tfetina objemu rozpusténa v 14 pl vody. Ziskana PCR reak&ni smés byla
§tépena Ball a Ncol, a potom ligovana do plazmidového vektoru hATRS5Hva/CVIDEC
(Ball/Ncol), pfipraveného $tépenim Ball a Ncol, a byla uréena nukieotidova sekvence.

Plazmidy které mély spravnou sekvenci byly oznaceny jako hATR5Hvf/CVIDEC
a hATRS5Hvg/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
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éekvence verze f* zuSlechténého H retézce, ktera je obsaZena v plazmidu
hATR5HVf/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,f* jsou uvedeny v SEQ ID NO:
57 a SEQ ID NO: 58. Nukleotidovd sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze ,g° zuSlechténého H fetézce, kterd je obsaZena v plazmidu
hATR5Hvg/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,g“, jsou uvedeny v SEQ ID
NO: 59 a SEQ ID NO: 60.

(v) Konstrukce verze ,h“ zuslechténého H retézce

Verze ,h“ byla pfipravena zdménou FR3 verze ,a“ za FR3, odvozenou z jiné
lidské protilatky, pomoci metody zamény FR. Aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi
,h* za jinou odvozenou z lidské protilatky 226827 (DDBJ, van Der Stoep a kol., J. Exp.
Med., 177: 99-107, 1993) byly syntetizovany 2 primery, kazdy kédujici FR3. Primer pro
zaménu FR F3ADS (SEQ ID NO: 61) verze ,h* ma DNA sekvenci proti sméru piepisu
DNA a primer F3ADA (SEQ ID NO: 62) ma DNA sekvenci ve sméru prepisu DNA a 3'-
konce primer( maji vzajemné komplementarni sekvence 18 bazovych parl dlouhé.

Primery F3ADS a F3ADA byly syntetizovany a purifikovany ve Pharmacia
Biotech. PCR reakce byla provedena pomoci KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki) za
pouZiti pfilozeného pufru za podminek, kdy obsahovala 5 ul 1 uM primeri pro zaménu
FR F3ADS a F3ADA, 0,2 mM deoxyribonukleotidtrifosfaty, 1 mM MgCl, a 2,5 jednotky
KOD DNA polymerazy v objemu 100 ul reakéni smési, a to 5 cykli pfi teplotach 94 °C
po dobu 30 vtefin, 50 °C po dobu 1 minuty a 74 °C po dobu 1 minuty. Po dal$im pfidani
100 pM vnéjsich primerd F3PrS a F3PrA, byla provedena PCR reakce 25 cykl( pfi
stejnych teplotnich cyklech. Fragmenty DNA amplifikované PCR reakci byly rozdéleny
pomoci elektroforézy na agarézovem gelu 2% NuSieve GTG (FMC BioProducts).

Agar6zové prouzky, obsahujici fragmenty DNA dlouhé asi 424 bazovych part
byly vyfiznuty, byly k nim pfidany tfi objemy (mi/g) pufru TE a poté extrahovany
fenolem, fenolem s chioroformem a chioroformem, aby byly DNA fragmenty
purifikovany. Po precipitaci purifikované DNA etanolem byla tietina objemu rozpusténa
v 14 pul vody. Ziskana PCR reak&ni smés byla Stépena Ball a Ncol, a potom ligovana do
plazmidu hATR5Hva/CVIDEC (Ball/Ncol), pfipraveného $tépenim Ball a Ncol, a byla
uréena nukleotidova sekvence. Plazmidy které mély spravnou sekvenci byly oznaéeny
jako hATR5HVh/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze ,h“ zuSlechténého H retézce, kterd je obsaZena v plazmidu
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hATRSth/CVlDEC a aminokyselinova sekvence verze ,h* jsou uvedeny v SEQ ID NO:
63. Aminokyselinova sekvence verze ,h" je uvedena v SEQ ID NO: 64.

(vi) Konstrukce verzi i a ,j* zuSlechténého H fetézce

Verze ,i“ a ,j* byly pfipraveny zaménou FR3 verze ,a“ za FR3, odvozenou z jiné
lidské protilatky, pomoci metody zamény FR. Aby byla zamé&néna verze FR3 ve verzi i
za jinou odvozenou zlidské protilatky U95239 (DDBJ, Manheimer-Lory AAJ.
nepublikovano) a aby byla zaménéna verze FR3 ve verzi ,j* za jinou odvoz8955:
10026-10030, 1992) byly syntetizovany 2 primery, kazdy kédujici FR3. Primer pro
zameénu FR F3MMS (SEQ ID NO: 65) verze ,i* ma DNA sekvenci proti sméru prepisu
DNA a primer F3MMA (SEQ ID NO: 66) ma DNA sekvenci ve sméru piepisu DNA a 3'-
konce primer( maji vzajemné komplementarni sekvence 18 bazovych pari dlouhé.

Primer F3BMS (SEQ ID NO: 67) verze ,j* ma DNA sekvenci proti sméru pfepisu
DNA a primer F3BMA (SEQ ID NO: 68) ma DNA sekvenci ve sméru pfepisu DNA a 3'-
konce primer(i maji vzajemné komplementarni sekvence 18 bazovych pari dlouhé.
F3MMS, F3MMA, F3BMS a F3BMA byly syntetizovany a purifikovany ve Pharmacia
Biotech. PCR reakce byla provedena pomoci Ampli Taq Gold (Perkin Elmer) za pouZiti
pfiloZeného pufru za podminek, kdy obsahovala 5 ul 1 pM primerG pro zaménu FR
F3MMS a F3MMA nebo F3BMS a F3BMA, 0,2 mM deoxyribonukleotidtrifosfaty, 1 mM
MgCl. a 2,5 jednotky Ampli Taq Gold v objemu 100 pl reakéni smési, a to 5 cykli pfi
teplotach 94 °C po dobu 30 vtefin, 50 °C po dobu 1 minuty a 74 °C po dobu 1 minuty.
Po dalSim pfidani 100 pM vné&jSich primerd F3PrS a F3PrA, byla provedena PCR
reakce 25 cykll pfi stejnych teplotnich cyklech.

Fragmenty DNA amplifikované PCR reakci byly rozdéleny pomoci elektroforézy
na agarézovém gelu 2% NuSieve GTG (FMC BioProducts). Agarézové prouzky,
obsahujici fragmenty DNA dlouhé asi 424 bazovych par byly vyfiznuty, byly k nim
pridany tfi objemy (mi/g) pufru TE a poté extrahovany fenolem, fenolem s chloroformem
a chloroformem, aby byly DNA fragmenty purifikovany. Po precipitaci purifikované DNA
etanolem byla tfetina objemu rozpu$téna v 14 ul vody. Ziskana PCR reakéni smés byla
§tépena Ball a Ncol, a potom ligovana do plazmidového vektoru hATR5Hva/CVIDEC
(Ball/Ncol), pfipraveného $tépenim Ball a Ncol, a byla uréena nukleotidova sekvence.

Plazmidy které mé&ly spravnou sekvenci byly oznaéeny jako hATR5Hvi/CVIDEC
a hATRSHVj/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze i zuSlechténého H fetézce, kterd je obsaZena v plazmidu
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HATR5Hvi/CVlDEC a aminokyselinova sekvence verze ,i* jsou uvedeny v SEQ ID NO:
69 a SEQ ID NO: 70. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze ,° zuSlechténého H retézce, ktera je obsaZena v plazmidu
hATRSHVj/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,j*, jsou uvedeny v SEQ ID NO:
71 a SEQ ID NO: 72.

(vii) Konstrukce verzi ,b1“ a ,d1“ zu$lechténého H fetézce

Verze ,b1“ a ,d1* byly pfipraveny zaménou FR3 verzich ,b* a ,d“ za FR2,
odvozenou z jiné lidské protilatky, pomoci metody zamény FR. Aby byla zaménéna
verze FR2 za jinou odvozenou z lidské protilatky P01742 (SWISS-PROT, Cunningham
BA. Biochemistry, 9: 3161-3171, 1970), byly syntetizovany 2 primery kédujici FR2.
Primer pro zaménu FR F2MPS (SEQ ID NO: 73) ma DNA sekvenci proti sméru piepisu
DNA a primer F2MPA (SEQ ID NO: 74) ma DNA sekvenci ve sméru prepisu DNA. Také
maji maji vzajemné komplementarni sekvence a rozpoznavaci mista pro EcoT221 a
Ball na obou svych koncich.

Primery F2MPS a F2MPA byly syntetizovany a purifikovany ve Pharmacia
Biotech. Primery F2MPS a F2MPA byly teplotné hybridizovany a $tépeny EcoT221 a
Ball. Byly vneseny do plazmidi hATR5Hvb/CVIDEC (EcoT221/Ball) a
hATR5Hvd/CVIDEC (EcoT221/Ball) pfipravenych St&penim EcoT221 a Ball, a byla
uréena nukleotidova sekvence. Plazmidy které mély spravnou sekvenci byly oznageny
jako hATR5Hvb1/CVIDEC a hATR5Hvd1/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji
odpovidajici aminokyselinova sekvence verze ,b1“ zuslechténého H retézce, ktera je
obsaZena v plazmidu hATR5Hvb1/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,b1“
jsou uvedeny v SEQ ID NO: 75 a SEQ ID NO: 76. Nukleotidova sekvence a ji
odpovidajici aminokyselinovéa sekvence verze ,d1“ zuslechténého H fetézce, ktera je
obsazena v plazmidu hATR5Hvd1/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,d1“
jsou uvedeny v SEQ ID NO: 77 a SEQ ID NO: 78.

(viii) Konstrukce verzi ,b3" a ,d3“ zuSlechténého H fetézce

Verze ,b3" a ,d3“ byly pfipraveny zdménou FR3 verzich ,b“ a ,d“ za FR2,
odvozenou z jiné lidské protilatky, pomoci metody zamény FR. Aby byla zaménéna
verze FR2 za jinou odvozenou z lidské protilatky 280844 (DDDJ, Thomsett AR. a kol.,
nepublikovano), byly syntetizovany 2 primery kédujici FR2. Primer pro zaménu FR
F2VHS (SEQ ID NO: 79) ma DNA sekvenci proti sméru prepisu DNA a primer F2VHA
(SEQ ID NO: 80) ma DNA sekvenci ve sméru prepisu DNA. Také maji maji vzajemné
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komplementa’rm’ sekvence a rozpoznavaci mista pro EcoT221 a Ball na obou svych
koncich. Syntéza a purifikace primery F2VHS a F2VHA byly zadany Pharmacia
Biotech.

Primery F2VHS a F2VHA byly teplotné hybridizovany a §tépeny EcoT221 a Ball.
Byly vneseny do plazmidi hATR5Hvb/CVIDEC (EcoT221/Ball) a hATR5Hvd/CVIDEC
(EcoT221/Ball) pfipravenych $tépenim EcoT221 a Ball, a byla uréena nukleotidova
sekvence. Plazmidy které mély spravnou sekvenci byly oznageny jako
hATRSHvb3/CVIDEC a hATR5HvA3/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji odpovidaijici
aminokyselinova sekvence verze ,b3“ zuSlechténého H fetézce, ktera je obsaZena
v plazmidu hATR5Hvb3/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,b3“ jsou uvedeny
v SEQ ID NO: 81 a SEQ ID NO: 82. Nukleotidovd sekvence a ji odpovidajici
aminokyselinova sekvence verze ,d3“ zus$lechténého H fetézce, ktera je obsaZena
v plazmidu hATR5Hvd3/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,d3 jsou uvedeny
v SEQ ID NO: 83 a SEQ ID NO: 84.

(2) Konstrukce V oblasti L fetézce zuslechténé protilatky

(i) verze ,a“

V oblast L fetézce zuSlechténé protilatky ATR-5 byl vytvoien pifenosem CDR
pomoci PCR metody. Aby byla vytvofen L fetézec zus$lechténé protilatky (verze ,a“),
ktera ma podpurné oblasti odvozené z lidské protilatky Z37332 (DDBJ, Welschof M. a
kol., J. Immunol. Methods, 179: 203-214, 1995), bylo pouzZito 7 primerd.

Primery pro pfenos CDR h5Lv1S (SEQ ID NO: 85) a h5Lv4S (SEQ ID NO: 86)
maji DNA sekvenci proti sméru pfepisu DNA a primery pro pfenos CDR h5Lv2A (SEQ
ID NO: 87), h5Lv3A (SEQ ID NO: 88) a h5Lv5A (SEQ ID NO: 89) maji DNA sekvenci ve
sméru prepisu DNA, pii¢emz kazdy primer ma 20 bazovych parli komplementarni
sekvence na obou svych koncich. VnéjSi primery hSLvS (SEQ ID NO: 90) a h5LvA
(SEQ ID NO: 91) maji homologii s primery pro pifenos CDR h5Lv1S a h5Lv5A.

Syntetéza a purifikace primerl pro pfenos CDR h5Lv1S, h5Lv4S, h5Lv2A,
h5LVv3A, hS5Lv5A, h5LvS a h5LVA byly zadany ve Pharmacia Biotech.

PCR reakéni roztoky obsahovaly ve 100 ul 120 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM
KCIl, 6 mM (NH4).S0, 0,1% Triton X-100, 0,001% BSA, 02 mM
deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 mM MgCl,, 2,5 jednotky
KOD DNA polymerazy (Toyo Boseki) a 50 pmol primeri pro pfenos CDR h5Lv1S,
h5Lv4S, hS5Lv2A, h5Lv3A a h5Lv5A.
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PCR byla provedena v DNA termalnim cykleru 480 (Perkin-Elmer) a to 5 cyklt
pii teplotach 94 °C po dobu 30 vtefin, 50 °C po dobu 1 minuty a 72 °C po dobu 1
minuty, aby se 5 primerl pro pfenos CDR sestavilo. Po dal$im pfidani 100 pM vnéjsich
primeri h5LvS a h5LvA byla provedena PCR reakce 30 cykl( pii teplotach 94 °C po
dobu 30 vtefin, 52 °C po dobu 1 minuty a 72 °C po dobu 1 minuty pro amplifikaci
sestavenych DNA fragmentu.

PCR reakéni smés byla rozdélena pomoci elektroforézy na agarézovém gelu 3%
NuSieve GTG (FMC BioProducts) a agarézové prouzky, obsahujici fragmenty DNA
dlouhé asi 400 bazovych pari byly vyfiznuty. Agar6zové prouzky byly extrahovany
fenolem s chloroformem a DNA fragmenty byly ziskany etanolovou precipitaci. Ziskané
DNA fragmenty byly $tépeny restrik&nimi enzymy Spll (Takara Shuzo) a Bglli (Takara
Shuzo) pii 30 °C po dobu 4 hodin. Stdpici sm&s byla extrahovéany fenolem
s chloroformem a po etanolové precipitaci byla DNA fragmenty rozpus$tény v 10 pl TE.
DNA fragment Spll-Bglll, pfipraveny jak bylo popsano vySe a kédujici V oblast
zuslechténého L fetézce a vektor CVIDEC, pfipraveny §t&penim Spll a Bglil byly potom
ligovany pomoci DNA ligagni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo) podle navodu
pfiloZzeného k soupravé.

Ligani smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo ktéto smési pfidano 300 pl bujonu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny, pak byla E. coli vyseta na agar v LBA médiu a
inkubovana pfes noc pii 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli. Transformant byl
inkubovan pfes noc ve 3 ml média LBA a zbunéénych frakci byla pfipravena
plazmidova DNA pomoci soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Nukleotidova sekvence cDNA kodujici oblasti v plazmidu byla uréena pomoci
soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer)
pomoci sekvenatoru DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer). Jako sekvenaéni primery
byly pouzity M13 Primer 4 (Takara Shuzo) a M13 Primer RV (Takara Shuzo) a
sekvence byla uréena potvrzenim nukleotidové sekvence v obou smérech.

Plazmid ktery obsahuje gen kédujici V oblast L fetézce zu$lechténé protilatky a
ktery ma rozpoznavaci sekvenci pro Bglll a Kozakovu sekvenci na 5°-konci, a
rozpoznavaci sekvenci pro Spll na 3’-konci byl oznaéen jako hATR5Lva/CVIDEC.
Nukleotidova sekvence (v€etné ji odpovidajici aminokyselinové sekvence) verze ,a“
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iuélechténého L fetézce je uvedeny v SEQ ID NO: 92. Aminokyselinova sekvence
verze ,a“ je také ukazana v SEQ ID NO: 93.

(ii) Verze ,b“ a ,c*

Verze b a ,c* byly pfipraveny zaménou (metoda zamény FR) FR3 verze ,a“.
Pro verzi ,b® byla pouzita FR3 odvozena z lidské protilatky S68699 (DDBJ, Hougs L. a
kol., Exp. Clin. Immunogen et., 10: 141-151, 1993) a pro verzi ,c* byla pouZita FR3
odvozena z lidské protilatky P01607 (SWISS-PROT, Epp O. a kol., Biochemistry, 14:
4943-4952, 1975).

Primery F3SS (SEQ ID NO: 94) a F3SA (SEQ ID NO: 95) kédujici FR3 verze ,b*,
nebo primery F3RS (SEQ ID NO: 96) a F3RA (SEQ ID NO: 97) kédujici FR3 verze ,c*
maji vzajemné komplementarni sekvence a maji na obou koncich rozpoznavaci
sekvence pro restrikéni enzymy Kpnl a Pstl.

Syntéza a purifikace primert F3SS, F3SA, F3RS a F3RA byla zadana
ve Pharmacia Biotech. 100 pM primerd F3SS a F3SA, respektive F3RS a F3RA bylo
teplotné hybridizovano pfi 96 °C po dobu 2 minut a pfi 50 °C po dobu 2 minut a byly tak
vytvoieny dvojietézcové DNA fragmenty.

Tyto dvojietézcové DNA fragmenty byly Stépeny restrikénim enzymem Kpnl
(Takara Shuzo) pfi 37 °C po dobu 1 hodiny a potom restrikénim enzymem Pst (Takara
Shuzo) pfi 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici smés byla extrahovana fenolem a
chloroformem a po jeji precipitaci etanolem byla rozpusténa v 10 pl TE.

Plazmid hATR5Lva/CVIDEC byl St&pen restrikénim enzymem Kpnl (Takara
Shuzo) pfi 37 °C po dobu 1 hodiny a potom restrikénim enzymem Pst (Takara Shuzo)
pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici smés byla rozdélena pomoci agarove elektroforézy
na 1,5% NuSieve GTC (FMC BioProducts) a byly vyfiznuty agar6zové prouzky,
obsahujici DNA fragmenty diouhé okolo 3000 bazovych parll. Agarézové prouzky byly
extrahovany fenolem a chloroformem a po precipitaci DNA fragmenti etanolem, byly
tyto rozpustény v TE.

DNA fragment Kpnl-Pstl, pfipraveny jak bylo popsano vyse, kodujici FR3 verzi
.0“ nebo ,c* a vektor hATR5Lva/CVIDEC, z néhoZ byla FR3 odstranéna t&penim
s Kpnl a Pstl, byly potom ligovany pomoci DNA ligaéni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo)
podle navodu pfiloZzeného k soupravé.

Ligatni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
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Eylo ktéeto smési pfidano 300 pl bujonu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny, pak byla E. coli vyseta na agar v LBA médiu a
inkubovana pies noc pfi 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli. Transformant byl
inkubovan pfes noc ve 3 ml média LBA a zbun&énych frakci byla pfipravena
plazmidova DNA pomoci soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Nukleotidova sekvence cDNA kédujici oblasti v plazmidu byla uréena pomoci
soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer)
pomoci sekvenatoru DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer). Jako sekvenaéni primery
byly pouzity M13 Primer 4 (Takara Shuzo) a M13 Primer RV (Takara Shuzo) a
sekvence byla uréena potvrzenim nukleotidové sekvence v obou smérech.

Plazmidy které obsahuji gen kdduijici verzi ,b“ nebo ,c“ v niZ byla nahrazena FR3
verze ,a° L fetézce zuSlechténé protilatky, byly oznageny jako hATRS5Lvb/CVIDEC
nebo hATR5Lvc/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze ,b“ zuSlechténého L fetézce obsaZeného v plazmidu
hATRS5Lvb/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,b* jsou uvedeny v SEQ ID
NO: 98 a SEQ ID NO: 99. Nukleotidova sekvence a ji odpovidajici aminokyselinova
sekvence verze ,c“ zuSlechténého L fetézce obsaZeného v plazmidu
hATRS5Lvc/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,c* jsou uvedeny v SEQ ID NO:
100 a SEQ ID NO: 101.

(iii) Verze ,b1“ a ,b2"

Verze ,b1* a ,b2" byly pfipraveny zaménou FR2 verze ,b“. Pro verzi ,b1“ byla
pouZita FR2 odvozena z lidské protilatky $65921 (DDBJ, Tonge DW a kol., Year
Immunol.,, 7: 56-62, 1993) a pro verzi ,b2“ byla pouZita FR2 odvozena z lidské
protilatky X93625 (DDBJ, Cox JP a kol., Eur. J. Immunol., 24: 827-836, 1994).

Primery F2SS (SEQ ID NO: 102) a F2SA (SEQ ID NO: 103) kédujici FR2 verze
-01%, nebo primery F2XS (SEQ ID NO: 104) a F2XA (SEQ ID NO: 105) kédujici FR2
verze ,b2“ maji vzajemné komplementarni sekvence a maji na obou koncich
rozpoznavaci sekvence pro restrikéni enzymy Aflil a Spel. Primery F2SS, F2SA, F2XS
a F2XA byly syntetizovany ve Pharmacia Biotech. 100 pM primerti F2SS a F2SA,
respektive F2XS a F2XA bylo teplotné hybridizovano pfi 96 °C po dobu 2 minut a pfi 50
°C po dobu 2 minut a byly tak vytvofeny dvojietézcové DNA fragmenty.

Tyto dvojietézcove DNA fragmenty byly $té€peny restrikénimi enzymy Aflll
(Takara Shuzo) a Spel (Takara Shuzo) pfi 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici smés byla
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éxtrahovéna fenolem a chloroformem a poté co byly DNA fragmenty precipitovany
etanolem, byly rozpustény v TE.

Plazmid hATR5Lvb/CVIDEC byl $tépen restrikénimi enzymy Aflll (Takara Shuzo)
a Spel (Takara Shuzo) pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Stépici smés byla rozdélena
pomoci agarové elektroforézy na 1,5% NuSieve GTC (FMC BioProducts) a byly
vyfiznuty agar6zové prouZky, obsahujici DNA fragmenty dlouhé okolo 3000 bazovych
pard. Agar6zové prouzky byly extrahovany fenolem a chloroformem a po precipitaci
DNA fragmentu etanolem, byly tyto rozpustény v TE.

DNA fragment Aflll-Spel, pfipraveny jak bylo popsano vyse, kodujici FR2 verzi
.01 nebo ,b2“ a vektor hATR5Lvb/CVIDEC, z néhoZ byla FR2 odstranéna $t&penim
s Aflll a Spel, byly potom ligovany pomoci DNA ligaéni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo)
podle navodu pfilozeného k soupraveé.

Ligaéni smé&s byla pfidana k 100 ul kompetentnich bun&k E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo ktéto smési pfidano 300 pl bujéonu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny, pak byla E. coli vyseta na agar v LBA médiu a
inkubovana pfes noc pfi 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli. Transformant byl
inkubovan pfes noc ve 3 ml média LBA a zbunéénych frakci byla pfipravena
plazmidova DNA pomoci soupravy QlAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN).

Nukleotidova sekvence cDNA kédujici oblasti v plazmidu byla uréena pomoci
soupravy Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Perkin-Eimer)
pomoci sekvenatoru DNA Sequencer 373A (Perkin-Elmer). Jako sekvenaéni primery
byly pouzity M13 Primer 4 (Takara Shuzo) a M13 Primer RV (Takara Shuzo) a
sekvence byla uréena potvrzenim nukleotidové sekvence v obou smérech.

Plazmidy které obsahuji gen kédujici verzi ,b1“ nebo ,b2“ v niZ byla nahrazena
FR2 verze ,b“ L fetézce =zuSlechténé protilatky, byly oznageny jako
hATR5Lvb1/CVIDEC respektive hATR5Lv2/CVIDEC. Nukleotidova sekvence a ji
odpovidajici aminokyselinovd sekvence verze ,b1“ zu$lechténého L fetézce
obsazeného v plazmidu hATR5Lvb1/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,b1“
jsou uvedeny v SEQ ID NO: 106 a SEQ ID NO: 107. Nukleotidova sekvence a ji
odpovidajici aminokyselinova sekvence verze ,b2“ zuSlechténého L fetézce
obsaZeného v plazmidu hATR5Lvb2/CVIDEC a aminokyselinova sekvence verze ,b2“
jsou uvedeny v SEQ ID NO: 108 a SEQ ID NO: 109.
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(3) Konstrukce expresniho vektoru pro zuslechténou protilatku

(i) Spojeni zuslechténého H fetézce a chimerniho L fetézce

Plazmid hATR5Hva/CVIDEC, obsahujici V oblast H fetézce byl §tépen Nhel a
Sall, a ziskany cDNA fragment V oblasti zuslechténého H fetézce byl vnesen do
ChATRS5/NSKG4P (Sall/Nhel), pfipraveného $tépenim chATR5/N5KG4P, protilatku
exprimujiciho plazmidového vektoru chATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvo?eny
plazmid byl ozna¢en hHva-chLv/INSKG4P.

Plazmid hATR5Hvb/CVIDEC, obsahujici V oblast H fetézce byl §t€pen Nhel a
Sall, a ziskany cDNA fragment V oblasti zu$lechténého H fetézce byl vnesen do
ChATRS/NSKG4P (Sall/Nhel), pfipraveného $tdpenim chATR5/N5KG4P, protilatku
exprimujiciho plazmidového vektoru chATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvoreny
plazmid byl oznaé¢en hHvb-chLv/N5KG4P.

Plazmidy hATRS5Hvc/CVIDEC, hATR5HVA/CVIDEC a hATR5Hve/CVIDEC,
obsahujici V oblast H fetézce byly $t&peny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V
obiasti zuSlechténého H fetézce byly vneseny do chATR5/N5KG4P (Sall/Nhel),
pfipraveného Stépenim chATR5/N5KG4P, protilatku exprimujiciho plazmidového
vektoru chATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvofené plazmidy byly ozna&eny hHvc-
chLv/NSKG4P, hHvd-chLv/NSKG4P a hHve-chLv/INSKG4P.

Plazmidy hATRSHVf/CVIDEC a hATR5HVh/CVIDEC, obsahujici V oblast H
fetézce byly $t€peny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V oblasti zuglechténého H
fetézce byly vneseny do chATR5/NSKG4P (Sall/Nhel), pfipraveného $tépenim
ChATRS/NSKG4P, protilatku exprimujiciho plazmidového vektoru chATR-5, pomoci
Nhel a Sall. Takto vytvofené plazmidy byly oznageny hHvf-chLv/INSKG4P a hHvh-
chLv/NSKGA4P.

Plazmidy hATRSHVI/CVIDEC a hATR5HV)/CVIDEC, obsahujici V oblast H
fetézce byly $t€peny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V oblasti zuglechténého H
fetézce byly vneseny do chATR5/N5KG4P (Sall/Nhel), pfipraveného $tépenim
chATR5/NSKG4P, protilatku exprimujiciho plazmidového vektoru chATR-5, pomoci
Nhel a Sall. Takto vytvofené plazmidy byly ozna&eny hHvi-chLv/NSKG4P a hHvj-
chLV/NS5KG4P.

Plazmidy hATR5Hvb1/CVIDEC a hATR5Hvd1/CVIDEC, obsahujici V oblast H
retézce byly $tépeny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V oblasti zuslechténého H
fetézce byly vneseny do chATR5/N5KG4P (Sall/Nhel), pripraveného $§t&penim
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é:hATRS/NSKG4P, protilatku exprimujiciho plazmidového vektoru chATR-5, pomoci
Nhel a Sall. Takto vytvoiené plazmidy byly oznaceny hHvb1-chLv/NSKG4P a hHvd1-
chLv/NSKG4P.

(ii) Spojeni zuslechténého L fetézce a chimerniho H fetézce

Pomoci protilatku exprimujiciho vektoru NSKG4P byl zu$lechtény L fetézec
spojen s chimernim H fetézcem a exprimovan.

Plazmidy hATR5Lva/CVIDEC, hATR5Hvb/CVIDEC, hATR5Lvc/CVIDEC,
hATR5Hvb1/CVIDEC a hATR5HVvb2/CVIDEC byly $tépeny restrikénimi enzymy Bglll
(Takara Shuzo) a Spll (Takara Shuzo) pii teploté 37 °C po dobu 2-3 hodin. Stépici
smés byla rozdélena pomoci elektroforézy na agarézovém gelu 1,5% nebo 2%
NuSieve GTG (FMC BioProducts) a byly vyfiznuty agarézové prouzky, obsahujici
fragmenty DNA dlouhé asi 400 bazovych parl. Agarézové prouzky byly extrahovany
fenolem a fragmenty DNA byly vysrazeny ethanolem a poté rozpustény v TE.

DNA fragment Spll-Bglll, obsahujici gen kédujici V oblast zuslechténého L
retézce kazdé z téchto verzi a hATR5HV/NSKG4P $tépeny Spll a Bglll, byly ligovany
pomoci DNA ligaéni soupravy ver. 2 (Takara Shuzo) tak, Ze reagovaly pfi 16 °C po
dobu 1 hodiny, podle navodu pfilozeného k soupravé.

Ligatni smés byla pfidana k 100 pl kompetentnich bunék E. coli JM109
(Nippongene) a byla inkubovana po dobu 30 minut na ledu a 1 minutu pfi 42 °C. Poté
bylo ktéto smési pfidano 300 ul bujénu Hi-Competence Broth (Nippongene) a
inkubovano pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Pak byla Escherichia coli vyseta na 100 ug/ml
agar v LBA médiu a inkubovana pires noc pfi 37 °C, aby byl ziskan transformant E. coli.

Transformant byl inkubovan pfes noc v 250 nebo 500 ml média LBA a
z bunéénych frakci byla pfipravena plazmidova DNA pomoci soupravy QlAprep Spin
Plasmid Kit (QIAGEN). Plazmidy, do nichz byly vneseny geny, kédujici chimerni H
fetézec a zu$lechtény L fetézec, byly oznafeny jako chHv-hLva/NSKG4P, chHv-
hLvb/NS5KG4P, chHv-hLve/NSKG4P, chHv-hLvb1/NSKG4P a chHv-hLvb2/N5KG4P.

(iii) Spojeni zuslechténého L fetézce a chimerniho H fetézce

Plazmid hATR5Hva/CVIDEC, obsahujici V oblast H fetézce byl $tépen Nhel a
Sall, a ziskany cDNA fragment V oblasti zuslechténého H fetézce byl vnesen do
hLva/NSKG4P (Sall/Nhel), pfipraveného s$tépenim plazmidu chHV-hLva/N5KG4P,
obsahujiciho cDNA sekvenci verze ,a“ L fetézce zuslechténé protilatky ATR-5, pomoci
Nhel a Sall. Takto vytvoieny plazmid byl ozna¢en hHva-hLva/N5KG4P.
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Plazmidy hATR5Hvb/CVIDEC a hATR5Hvc/CVIDEC, obsahujici V oblast H
retézce byly Stépeny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V oblasti zuglechténého H
fetézce byly vneseny do hLva/N5KG4P (Sall/Nhel), pfipraveného $tépenim plazmidu
chHv-hLva/NSKG4P, obsahujiciho cDNA sekvenci verze ,a“ L fetézce zu$lechténé
protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvofené plazmidy byly oznaceny hHvb-
hLva/NSKG4P a hHvc-hLva/N5KG4P.

Plazmidy hATR5HVb/CVIDEC, hATR5HVd/CVIDEC a hATR5Hve/CVIDEC,
obsahujici V oblast H fetézce byly §tépeny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V
oblasti zuSlechténého H Ffetézce byly vneseny do hLva/N5KG4P (Sall/Nhel),
piipraveného $tépenim plazmidu chHv-hLvb/N5KG4P, obsahujiciho cDNA sekvenci
verze ,a" L fetézce zuslechténé protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvoiené
plazmidy byly oznateny hHvb-hLvb/NSKG4P, hHvd-hLvd/N5KG4P a hHve-
hLvb/N5KG4P.

Plazmidy hATRSHV/CVIDEC, hATR5Hvg/CVIDEC a hATR5HvVh/CVIDEC,
obsahujici V oblast H fetézce byly $tépeny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V
oblasti zuSlechténého H fetézce byly vneseny do hLvb/NSKG4P (Sall/Nhel),
pfipraveného Stépenim plazmidu chHv-hLvb/N5SKG4P, obsahujiciho cDNA sekvenci
verze ,b" L fetézce zuslechténé protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvofené
plazmidy byly oznadeny hHvf-hLvb/N5KG4P, hHvg-hLvd/N5KG4P a hHvh-
hLvb/NSKG4P.

Plazmidy hATRSHvVI/CVIDEC a hATR5HV|/CVIDEC, obsahujici V oblast H
retézce byly $t&peny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V oblasti zuslechténého H
fetézce byly vneseny do hLvb/NSKG4P (Sall/Nhel), pfipraveného §tépenim plazmidu
chHv-hLvb/N5KG4P, obsahujiciho cDNA sekvenci verze ,b* L fetézce zus$lechténé
protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvofené plazmidy byly oznageny hHvi-
hLvb/NSKG4P a hHvj-hLvb/N5KG4P.

Plazmidy hATRSHvb1/CVIDEC a hATR5Hvd1/CVIDEC, obsahuijici V oblast H
retézce byly $tépeny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V oblasti zuslechténého H
retézce byly vneseny do hLvb/NSKG4P (Sall/Nhel), pfipraveného $t&penim plazmidu
chHv-hLvb/N5KG4P, obsahujiciho cDNA sekvenci verze ,b“ L fetézce zu$lechténé
protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvofené plazmidy byly oznageny hHvb1-
hLvb/NSKG4P a hHvd1-hLvb/N5KG4P.
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Plazmidy hATR5Hvb3/CVIDEC a hATR5Hvd3/CVIDEC, obsahujici V oblast H
fetézce byly St&peny Nhel a Sall, a ziskané cDNA fragmenty V oblasti zu$lechténého H
fetézce byly vneseny do hLvb/N5KG4P (Sall/Nhel), pfipraveného $t&penim plazmidu
chHv-hLvb/N5KG4P, obsahujiciho cDNA sekvenci verze ,b“ L fetézce zu$lechténé
protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto vytvofené plazmidy byly oznageny hHvb3-
hLvb/NSKG4P a hHvd3-hLvb/N5KG4P.

Plazmid hATR5Hvb/CVIDEC, obsahujici V oblast H fetézce byl $t&pen Nhel a
Sall, a ziskany cDNA fragment V oblasti zudlechténého H Fetézce byl vnesen do
hLvb1/N5KG4P (Sall/Nhel) a hLvb2/NSKG4P (Sall/Nhel), pfipravenych $t&penim
plazmidi chHv-hLvb1/NSKG4P a chHv-hLvb2/N5KG4P, obsahujicich cDNA sekvenci
verzi ,b1* a ,b2“ L feté&zce zuSlechténé protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto
vytvoiené plazmidy byly oznaéeny hHvb-hLvb1/N5KG4P a hHvb-hLvb2/N5KGA4P.

Plazmid hATRSHVI/CVIDEC, obsahujici V oblast H fetézce byl $té&pen Nhel a
Sall, a ziskany cDNA fragment V oblasti zu$lechténého H fetézce byl vnesen do
hLvb1/N5KG4P (Sall/Nhel) a hLvb2/N5KG4P (Sall/Nhel), pfipravenych $t&penim
plazmidd chHv-hLvb1/NSKG4P a chHv-hLvb2/N5KG4P, obsahujicich cDNA sekvenci
verzi ,b1“ a ,b2“ L fetézce zu$lechténé protilatky ATR-5, pomoci Nhel a Sall. Takto
vytvoiené plazmidy byly oznaceny hHvi-hLvb1/NSKG4P a hHvi-hLvb2/N5KG4P.

(4) Transfekce do bunék COS-7

Aby bylo mozno zhodnotit vazebnou aktivitu k antigenu a neutralizaéni aktivitu
chimerni protilatky, byly vySe uvedené expresni plazmidy transfekovany do bunék
COS-7 a protilatky byly pfechodné exprimovany.

Zkonstruovany expresni plazmidovy vektor byl transdukovan do bun&k COS-7
elektroporaci pomoci pfistroje Gene Pulser (Bio Rad). Padesat pg nebo 20 ng
plazmidu bylo pfidano do 0,78 ml bunék COS-7, suspendovanych v PBS na buné&énou
koncentraci 1 x 10” bunék/ml, a smés byla podrobena pulsim 1500 V a pfi kapacité 25
uF.

Po 10 minutach zotaveni pfi teploté mistnosti, byly elektroporované buriky
suspendovany v meédiu DMEM, obsahujicim 5% fetalni hovézi sérum s ultranizkym
obsahem IgG (GIBCO) a kultivovany v 10 cm nebo 15 cm kultivaénich miskach v 5%
CO; inkubatoru. Po 24 hodinové kultivaci byl odsat supernatant a pak bylo pfidano
médium HBCHO bez séra (Irvine Scientific). Po dal$i 72 hodinové nebo 96 hodinové

kuitivaci byl supernatant odebran a centrifugovan, aby byly odstranény zbytky bunék.
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(5) Purifikace protilatek

Ze supernatantl bunéénych kultur COS-7 byly purifikovany chimerni protilatky
pomoci soupravy Affigel Protein A MAPSII (Bio Rad) nebo rProtein A Sepharose Fast
Flow (Pharmacia Biotech). Purifikace pomoci soupravy Affigel Protein A MAPSII byla
provedena podle navodu, pfilozeného k soupravé. Purifikace pomoci soupravy rProtein
A Sepharose Fast Flow byla provedena nasledujicim zptisobem:

Jeden mililitr rProtein A Sepharose Fast Flow byl napin&n do sloupce a ten byl
ekvilibrovan 10 objemy TBS. Supernatant z bun&&né kultury COS-7 byl nanesen na
ekvilibrovany sloupec, ktery byl potom promyt 10 objemy TBS. Absorbovana
protilatkova frakce potom byla vymyta 13,5 ml 2,5 mM HCI (pH 3,0) a eluat byl
bezprostfedné poté neutralizovan pfidanim 1,5 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0).

Rozpoustédlo potom bylo u purifikované frakce protilatek zaménéno za TBS tak,
Ze byla provedena dvakrat nebo tfikrat ultrafiltrace pomoci pfipravki Centriprep 30

nebo 100 (Amicon) a na zavér byla frakce protilatek koncentrovana do 1,5 ml.

Priklad 4: Kvantifikace protilatek a hodnoceni aktivity

(1) Méfeni koncentrace protilatek pomoci destiéek ELISA pro méfeni protilatek

Desticky ELISA pro méfeni koncentrace protilatek byly pfipraveny nasledujicim
zplsobem: vkazdé jamce 96-jamkové destitky ELISA (Maxisorb, NUNC) bylo
imobilizovano 100 pl kozi protilatky proti lidskému IgGy (BioSource), pfipravené
v koncentraci 1 pg/ml v imobilizaénim pufru (0,1 M NaHCO;, 0,02% NaNs, pH 9,6) (zde
oznacovan jako CB). Po blokovani pomoci 200 pl fedéného pufru (50 mM Tris-HCI, 1
mM MgCl,, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20, 0,02% NaNs;, 1% hovézi sérumalbumin
(BSA), pH 8,1) (zde oznagovan jako DB), jsou ke kazdé jamce pfidany supernatanty
z kultur bunék COS-7 nebo bunék CHO, v nichZ byla exprimovana chimerni protilatka
nebo zuslechténa protilatka, nebo je purifikovana chimerni protilatka nebo zuslechténa
protilatka sériové fedéna v DB a poté pfidana do kaZdé jamky.

Po inkubaci pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny nasledovalo promyti PBS
podle Dulbecca, obsahujicim 0,05% Tween 20 (zde oznagovan jako RB) bylo pfidano
100 pl v DB 1000x zfedéné kozi protilatky proti lidskému IgG, konjugované s alkalickou
fosfatazou (BioSource). Po inkubaci 1 hodinu pfi teploté mistnosti a promyti RB, bylo
pfidano 100 ul roztoku substratu Sigma104 (p-nitrofenylfosfat, SIGMA) nafedé&ného
v substratovém pufru (50 mM NaHCO;, 10 mM MgCl,, pH 9,8) na koncentraci 1 mg/ml
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a nakonec byla méfena absorbance 405/655 nm pomoci odecitaciho zafizeni pro
mikrodesticky Microplate Reader (Bio Rad). Jako standard pro méfeni koncentrace byl
pouzit lidsky IgG4k (The Binding Site).

(2) Méfeni vazebné aktivity k antigenu

Desticky bunééného ELISA testu pro méfeni vazebné aktivity k antigenu byly
pfipraveny nasledujicim zplisobem: Byly pouZzity buriky lidského karcinomu mod&ového
méchyfe J82 (ATCC HTB-1). Do 60 jamek 96-jamkové destitky pro péstovani
bun&&nych kultur bylo nao&kovano 1 x 10° bunék J82. Toto bylo kultivovano (médium
RPMI1640 obsahujici 10 % fetalniho hovéziho séra (GIBCO)) jeden den v CO,
inkubatoru, aby bylo buiikdm umozZnéno se uchytit. Po odstranéni kultivaéniho média
byla kazda jamka dvakrat promyta s 300 ul PBS. Poté je pfidano ke kazdé jamce 100 pl
PBS, obsahujiciho 4% paraformaldehyd (tento pufr je zde oznafovan PFA/PBS) a
umisténo na led po dobu 10 minut, aby doslo k imobilizaci bunék.

PFA/PBS byl odstranén a kazda jamka byla dvakrat promyta 300 pul PBS a poté
blokovana 250 ul DB. Supernatanty bunéénych kultur nebo purifikované protilatky byly
sériové fedéné v DB, kterého bylo pfidano 100 ul do kaZdé jamky. Po inkubaci 2 hodiny
pfii teploté mistnosti a promyti RB, bylo pfidano 100 pl kozi protilatky proti lidskému
IgGy, konjugovana s alkalickou fosfatazou (BioSource), ktera byla 1000x zfedéna v DB.
Po inkubaci pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a promyti RB byl pfidan roztok
substratu a poté byla méfena absorbance pfi 405/655 nm pomoci pfistroje na odeditani
mikrodesti¢ek (BioRad).

(3) Méieni neutralizaéni aktivity

Neutraliza¢ni aktivita mySi protilatky, chimerni protilatky a zuslechténé protilatky
byla méfena s pouzitim indexu inhibi€ni aktivity produkce faktoru Xa thromboplastinem
odvozenym z lidské placenty, Thromborel S (Boehringer AG). Tedy 60 ul pufru (TBS
obsahujici 5 mM CaCl, a 0,1% BSA) bylo pfidano k 10 ul 1,25 mg/ml Thromborelu S a
10 pl vhodné fedéné protilatky, smés potom byla inkubovana v 96-jamkové desti¢ce pfi
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Dale bylo pfidano 10 ul lidského faktoru X (Celsus
Laboratories) o koncentraci 3.245 ng/mi a lidského faktoru Vila (Enzyme Research) o
koncentraci 82,5 ng/ml a inkubace pokradovala pfi teploté mistnosti dal$i 1 hodinu.

Reakce byla zastavena pfidanim 10 ul 0,5 M EDTA, bylo k ni pfidano 50 ul
roztoku chromogenniho substratu a byla méfena absorbance pfii 405/655 nm pomoci
pfistroje na ode€itani mikrodestiCek Microplate Reader (Bio Rad). Po jednohodinové
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reakci pii teploté mistnosti byla absorbance pfi 405/655 nm méfena znovu.
Neutralizacni aktivita miZe byt uréena spoéitanim zbytkové aktivity (%) z kazdé zmény
v absorbanci, pfitemZ zmé&na absorbance za 1 hodinu pfi nepfidani Zadné protilatky je
povazovana za 100 % aktivitu.

Roztok chromogenniho substratu byl pfipraven rozpusténim chromogenniho
substratu Testzyme S-2222 (Chromogenix) podle pfiloZeného navodu, dvojnasobnym
zfedénim purifikovanou vodou a smichanim s roztokem polybrenu (0,6 mg/mi
hexamethylenbromidu, SIGMA) v poméru 1 : 1.

(4) Hodnoceni aktivity

(i) Kombinace verze ,a“ zuslechténého H fetézce a chimerniho L fetézce

Byla vytvoiena protilatka (a-ch), v niZ je kombinovana verze ,a“ zu$lechténého H
fetézce s chimernim L fetézcem a byla testovana jeji vazebna aktivita k antigenu
pomoci bunéfného ELISA testu. Bylo zjiSténo, Ze mnozstvi vazané k antigenu se pfi
vysokych koncentracich sniZuje (obrazek 1). Neutraliza¢ni aktivita proti antigenu,
méfena pomoci inhibice produkce FXa byla slaba ve srovnani s neutralizaéni aktivitou
pozitivni kontrolni chimerni protilatky (ch—ch) (obrazek 2). Proto bylo rozhodnuto o
provedeni dalSich verzi zu$lechténého H fetézce pomoci zamén FR. Zde pouZita
chimerni protilatka byla jedna z t&ch, které byly exprimovany v buitkdch COS-7 a byly
purifikovany a hodnoceny.

(i) Kombinace verze ,a“ zuslechténého L fetézce a chimerniho H fetézce

Byla vytvofena protilatka (ch-a), v niZ je kombinovana verze ,a“ zu$lecht&ného L
fetézce s chimernim H fetézcem a byla testovana jeji vazebna aktivita k antigenu
pomoci bunéZného ELISA testu. Bylo zji$téno, Ze méa vazebnou aktivitu stejnou nebo
vy88i neZ je vazebna aktivita chimerni protilatky (obrazek 1). Na druhé strané byla
neutralizacni aktivita proti antigenu slaba ve srovnani s neutralizaéni aktivitou pozitivni
kontrolni chimerni protilatky (obrazek 2). Proto bylo rozhodnuto o provedeni dal$ich
verzi zuslechténého L fetézce pomoci zamén FR. Zde pouZita chimerni protilatka byla
jedna ztéch, které byly exprimovany v buikach COS-7 a byly purifikovany a
hodnoceny.

(ili) Kombinace verze ,a“ zu$lechténého H fetézce a verze ,a“ zudlechténého L
fetézce

Byla vytvofena protilatka (a-a), v niZ je kombinovana verze ,a“ zuslecht&ného H

fetézce s verzi ,a“ zuSlechténého L fetézce a byla testovana jeji vazebna aktivita
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kantigenu pomoci bunééného ELISA testu. Bylo zjisténo, Ze mnoZstvi vazané
k antigenu se pfi vysokych koncentracich snizuje (obrazek 3). Neutralizaéni aktivita
proti antigenu, méfena pomoci inhibice produkce FXa byla slaba ve srovnani s
neutralizacni aktivitou pozitivni kontrolni chimerni protilatky (obrazek 4). Proto bylo
rozhodnuto o provedeni dalSich verzi zuSlechténého H fetézce a L fetézce pomoci
zamén FR. Zde pouzita chimerni protilatka byla jedna z téch, které byly exprimovany
v buiikkach COS-7 a byly purifikovany a hodnoceny.

(iv) Kombinace verzi ,b“, ,c“ a ,d“ zuslechténého H fetézce a chimerniho L
retézce

Byly vytvoieny protilatky (,b-ch®, ,c-ch® a ,d-ch), vnichZ je kombinovan
zuslechtény H fetézec, u kterého byly provedeny dalsi verze pomoci zamén FR, s
chimernim L fetézcem a byla testovana jejich vazebnd aktivita k antigenu pomoci
bunééného ELISA testu. Bylo zjisténo, Ze kombinace ,d-ch“ vykazovala vazebnou
aktivitu srovnatelnou s vazebnou aktivitou chimerni protilatky, a ,b-ch* a ,c-ch”
vykazovaly ponékud niz8i vazebnou aktivitu (obrazky 5 a 6). Na druhé strané
neutraliza¢ni aktivita proti antigenu byla ve srovnani s neutralizaéni aktivitou pozitivni
kontrolni chimerni protilatky téméf shodna u ,b-ch“ a ponékud slabsi u ,d-ch“. U
kombinace ,c-ch” byla vyrazné slabsi nez u chimerni protilatky (obrazek 7). Proto byly
verze ,b“ a ,d“ zuSlechténého H fetézce povazovany za zuSlechténé H retézce,
vykazujici vysokou aktivitu.

(v) Kombinace verze ,b“ zuslechténého H fetézce a verze ,a“ zuslechténého L
fetézce

Byla vytvoiena protilatka (,b-a), v niz je kombinovana verze ,b“ zuslechténého H
fetézce, u kterého byly provedeny dalSi verze pomoci zamén FR, se zus$lechténym L
fetézcem a byla testovana jeji vazebna aktivita k antigenu pomoci bunééného ELISA
testu. Bylo zjisténo, Ze mnozstvi vazané k antigenu se pfi vysokych koncentracich
snizuje (obrazek 5). Na druhé strané neutralizagni aktivita proti antigenu byla ve
srovnani s neutralizaéni aktivitou pozitivni kontrolni chimerni protilatky vyrazné slabsi
(obrazek 8). Proto byly kombinace ,b-a“ a ,a-a“ povaZovany za zuslechténé H fetézce,
vykazujici vysokou aktivitu. Zde pouzita chimerni protilatka byla jedna z téch, které byly
exprimovany v burikdch COS-7 a byly purifikovany a hodnoceny.

(vi) Kombinace verzi ,b“ a ,c“ zuSlechténého L fetézce a chimerniho H fetézce
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Byly vytvoieny protilatky (,ch-b* a ,ch-c“), v nichZ jsou kombinovany verze ,b“ a
,C* zu$lechténého L fetézce, s chimernim H fetézcem a u obou bylo zjisténo, Ze maji
vazebnou aktivitu k antigenu a neutralizaéni aktivitu proti antigenu shodnou s chimerni
protilatkou (obrazky 9 a 10). Proto byly verze ,b“ a ,c“ vybrany jako kandidat pro L
fetézec zuslechténé protilatky. Mysi protilatka s verzi ,b“, ktera ma po€et aminokyselin
o jednu mensi, je povaZovana pokud jde o antigenicitu, za dokonalejsi nez verze je ,c".
Zde pouzita chimerni protilatka byla jedna z téch, které byly exprimovany v buiikach
CHO DG44 a byly purifikovany a hodnoceny.

(viij Kombinace verze ,b“ zuSlechténého H fetézce a verzi ,b* a ,c*
zus$lechténého L fetézce

Byly vytvofeny protilatky (,b-b* a ,b-c*), vnichZ je kombinovana verze ,b*
zu$lechténého H fetézce s verzemi ,b“ a ,c* zuslechténého L fetézce a byla testovana
jejich vazebna vazebna aktivita k antigenu a neutralizacni aktivita proti antigenu. Obé
mély slabé niz&i aktivitu nez ma chimerni protilatka a to jak u vazebne aktivity
k antigenu tak u neutraliza€ni aktivity proti antigenu (obrazky 11 a 12).

(viii) Kombinace verzi ,b* a ,d“ zullechténého H fetézce a verze ,b"
zuslechténého L fetézce

Byly vytvoreny protilatky (,b-b“ a ,d-b“), v nichZ je kombinovan zu$lechtény H
fetézec, u kterého byly provedeny dalS$i verze pomoci zamén FR, s verzi ,b“
zu$lechténého L fetézce a byla testovana jejich vazebna aktivita k antigenu pomoci
bun&tného ELISA testu. Bylo zjisténo, Ze kombinace ,d-b“ vykazovala vazebnou
aktivitu srovnatelnou s vazebnou aktivitou chimerni protilatky, a ,b-b“ vykazovala
ponékud nizs§i vazebnou aktivitu pfi vysoké koncentraci (obrazek 13). Na druhé strané
neutralizadni aktivita proti antigenu byla ve srovnani s neutralizaéni aktivitou pozitivni
kontrolni chimerni protilatky slabé nizsi u ,b-b“ a vyrazné slabsi u ,d-b* (obrazek 14).
Bylo tedy ukazano, Zze verze ,b-b“ je verze vykazujici vysokou neutralizaéni aktivitu,
zatimco verze ,d-b“ je verze vykazujici vysokou vazebnou aktivitu.

(ix) Kombinace verze ,e“ zu$lechténého H fetézce a chimerniho L fetézce a
verze ,b“ zuslechténého L fetézce

Byly vytvoieny protilatky (,e-ch“ a ,e-b“), vnichZz je kombinovana verze ,e°
zuslechténého H fetézce s chimernim L fetézcem a zuslechténou verzi ,b“. Kombinace
,e-ch“ vykazovala vazebnou aktivitu srovnatelnou s vazebnou aktivitou chimerni

protilatky, ale u kombinace ,e-b* bylo mnoZstvi exprimované protilatky velmi malé a
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vétsina vazebne aktivity byla ztracena (obrazek 15). Neutralizaéni aktivita proti
antigenu byla u kombinace ,e-ch“ ve srovnani s neutralizacni aktivitou pozitivni
kontrolni chimerni protilatky vyrazné nizsi (obrazek 16). Bylo tedy uzavieno, Ze verze
,€“ H fetézce v kombinaci s verzi ,b“ L fetézce dobfe nefunguije.

(x) Kombinace verzi ,f, ,g“ a ,h“ zuSlechténého H fetézce a verze ,b*
zuSlechténého L fetézce

Byly vytvofeny protilatky (,f-b“, ,g-b* a ,h-b“), v nichZ jsou kombinovany verze f,
,g" a ,h“ zuSlechténého H fetézce s verzi ,b“ zuslechténého L fetézce. U protilatek ,f-b*
a ,h-b* bylo mnoZstvi exprimované protilatky velmi malé. U verzi ,f* a ,h“ byla
kombinace s chimernim L fetézcem vytvoiena, ale nebyla exprimovana. Kombinace ,g-
b“ dosahla nasyceni pfi nizké koncentraci a vykazovala vazebnou aktivitu slab$i nez
chimerni protilatka (obrazek 17). Neutraliza¢ni aktivita proti antigenu byla u kombinace
,g-b* ve srovnani s neutralizaéni aktivitou chimerni protilatky vyrazné slabsi (obrazek
18).

(xi) Kombinace verzi ,b1“ a ,d1“ zuSlechténého H fietézce a verze ,b"
zuslechténého L fetézce

Byly vytvofeny protilatky (,b1-b* a ,d1-b*), v nichZ jsou kombinovany verze ,b1“ a
,d1“ zuslechténého H fetézce s verzi ,b“ zuslechténého L fetézce. Témé&F Zadna
protilatka nebyla u Zadné z nich exprimovana. Kombinace s chimernim L fetézcem byly
pro né vytvofeny, ale nebyly exprimovany.

(xii) Kombinace verzi ,b3“ a ,d3“ zuSlechténého H fetézce a verze ,b*
zuSlechténého L fetézce

Byly vytvoieny protilatky (,b3-b* a ,d3-b“), v nichZ jsou kombinovany verze ,b3“ a
,d3" zuslechténého H fetézce s verzi ,b* zuSlechténého L fetézce. Bylo zjisténo, Ze
vazebna aktivita k antigenu u kombinace ,d3-b“ byla ve srovnani s vazebnou aktivitou
chimerni protilatky slabé nizsi, a u kombinace ,b3-b“ byla mnohem niZ$i (obrazek 19).
Neutralizagni aktivita proti antigenu byla u kombinace ,b3-b“ vy§§i nez u kombinace ,b-
b“, ale byla niZ8i ve srovnani s neutralizaéni aktivitou chimerni protilatky, a u kombinaci
,d3-b* a ,b-b“ byla neutralizaéni aktivita proti antigenu shodna (obrazek 20).

(xiii) Kombinace verzi i a ,j* zuSlechténého H fetézce a chimerniho L fetézce a
verze ,b“ zuslechténého L fetézce

Byly vytvoieny protilatky (,i-ch* a ,j-b“), v nichZ jsou kombinovany verze ,i* a ,j*

zuSlechténého H fetézce s chimernim L fetézcem a protilatky (,i-b“ a ,j-b“) v nichZ jsou
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kombinova’ny verze i a ,j* zuSlechténého H Fetézce s verzi ,b“ zuSlechténého L
fetézce a byla testovana jejich vazebna aktivita k antigenu a neutralizaéni aktivita proti
antigenu. Vazebna aktivita byla u kterékoli z nich téméf shodna s vazebnou aktivitou
chimerni protilatky (obrazky 21 a 22). Kombinace ,i-ch® vykazovala neutralizadni
aktivitu vy88i nez chimerni protilatka a kombinace ,j-ch® vykazovala neutralizaéni
aktivitu vyrazné niZ8i nez chimerni protilatka (obrazek 23). Kombinace ,i-b“ vykazovala
neutralizaéni aktivitu stejnou jako chimerni protilatka a kombinace ,j-b“ vykazovala
neutralizaéni aktivitu vyrazné niz8i nez chimerni protilatka (obrazek 24).

(xiv) Verze ,b1“ a ,b2“ zuslechténého L fetézce

KdyZ byly vytvofeny protilatky (,ch-b1“ a ,ch-b2“), v nichZ jsou kombinovany
verze ,b1“ a ,b2“ zudlecht&ného L Fetézce s chimernim H fetézcem, obé& vykazovaly
vazebnou aktivitu k antigenu shodnou s vazebnou aktivitou chimerni protilatky (obrazek
25). Co se tyka neutralizaéni aktivity proti antigenu, kombinace ,ch-b1“ vykazovala
vazebnou aktivitu shodnou s vazebnou aktivitou chimerni protilatky, zatimco kombinace
.ch-b2“ vykazovala pfi vy88i koncentraci vazebnou aktivitu slabé vy$§i nez chimerni
protilatka (obrazek 26). Verze ,b1“ a ,b2“ mohou byt kandidaty na L fetézec
zuSlechténé protilatky, ale ,b2° je lepSi v tom, Ze jeji aktivita je silngjsi.

(xv) Kombinace verze ,b“ zuslechténého H retézce a verze ,b“ zuslechténého L
fetézce

Byla vytvoiena protilatka (,b-b2“), v niZ je kombinovana verze ,b“ zuslechténého
H fetézce s verzi ,b2“ zuslechténého L fetézce a byla testovana jeji vazebna aktivita
k antigenu a neutraliza¢ni aktivita proti antigenu. Vazebna aktivita byla slabé niZs$i nez
vazebna aktivita chimerni protilatky (obrazek 27). Neutraliza¢ni aktivita, tfebaze byla
slab& vy88i neZ neutralizaéni aktivita kombinace ,b-b“, byla niz8i nez neutralizaéni
aktivita kombinace ,i-b“ (obrazek 28).

(xvi) Kombinace verze ,i“ zuSlechténého H fetézce a verzi ,b1“ nebo ,b2“
zu$lechténého L fetézce

Byly vytvoifeny protilatky (,i-b1* a ,i-b2“), v nichz je kombinovana verze ,i"
zuslechténého H fetézce s verzemi ,b1“ nebo ,b2* zuslechténého L fetézce a byla
testovana jejich vazebna aktivita k antigenu a neutralizacni aktivita proti antigenu.
Vazebna aktivita kombinace ,i-b2“ byla téméf shodna s vazebnou aktivitou chimerni
protilatky (obrazek 29). Neutraliza¢ni aktivita ,i-b1“ a ,i-b2“ byla vy$8i nez neutraliza¢ni
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éktivita chimerni protilatky a kombinace ,i-b“, a méla sestupnou tendenci v fadé ,i-b2“ >
i-b1“ (obrazek 30).

Piiklad 5: Pfiprava bunék CHO produkujicich zuslechténou protilatku a hodnoceni jeji
aktivity

(1) ZaloZeni bunééné linie, ktera stabilné produkuje protilatku

Aby byla zaloZzena bunécna linie, ktera stabilné produkuje zu$lechténou
protilatku (b-b, i-b a i-b2), byl vektor exprimujici protilatkovy gen vnesen do bunék CHO
(DG44), prizpGsobenych ristu v médiu bez séra.

DNA plazmid hHvb-hLvb/N5KG4P, hHvi-hLvb/N5SKG4P a hHvi-hLvb2/NSKG4P
byly stépeny restrikénim enzymem Sspl (Takara Shuzo) a linearizovany, poté byly
extrahovany fenolem s chloroformem a purifikovany etanolovou precipitaci.
Linearizovany expresni vektor byl vnesen do bunék DG44 elektroporaci pomoci
pristroje (Gene Pulser; Bio Rad). Buiiky byly suspendovany v PBS na bunéénou
koncentraci 1 x 107 bunék/ml a k asi 0,8 ml této suspenze bylo pfidano 19 az 50 ug
DNA, a smés byla podrobena pulsiim 1500 V a pfi kapacité 25 pF.

Po 10 minutach zotaveni pfi teploté mistnosti, byly elektroporované buiiky
suspendovany v médiu CHO-S-SFMIl (GIBCO), obsahujicim hypoxanthin/thymidin
(GIBCO) (zde oznacované jako HT), a tato suspenze byla naokovana na 96-jamkové
desti¢ky (Falcon) v mnozstvi 100 pl/jamku a kultivovany v 5% CO, inkubatoru. Osm az
devét hodin po zagatku kultivace bylo pfidano 100 pljjamku média CHO-S-SFMII,
obsahujici HT a 1 mg/ml geneticinu (GIBCO), ¢imz se zménila koncentrace geneticinu
v médiu na selektivni koncentraci 500ug/ml, a byly selektovany buriky, do nichZ byl
vnesen protilatkovy gen. Médium bylo vyménéno za erstvé jednou za 3 az 4 dny,
pifiemz byla vidy vyménéna polovina objemu. V dobé asi 2 tydny po vyméné za
selekéni médium, byl odebran vzorek supernatantu z jamek, kde byl 4 az 5 dni po
vyméné pozorovan uspokojivy rist bunék. Koncentrace exprimované protilatky
v supernatantu bunééné kultury byl méfena pomoci testu ELISA, popsaného vyse pro
méfeni koncentrace protilatek a byly vybrany buriky, které mély vysoky vytéZzek
produkce.

(2) Purifikace zuSlechténé protilatky ve velkém méritku

Bunéc¢né linie DG44, jejichZz selekce byla popsana vySe a které produkovaly
zuslechténé protilatky (,b-b“, ,i-b* a ,i-b2%), byly kultivovany nékolik dni ve
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dvou rolerovych lahvich (CORNING) o objemu 500 mi v médiu CHO-S-SFMI, poté bylo

kultivaéni médium odebrano, piidano cerstvé médium CHO-S-SFMIl a pokracovano
v kultivaci. Kultivaéni médium bylo centrifugovano, aby byly odstran&ny zbytky bunék a
filtrovano pomoci 0,22 um nebo 0,45 um filtru. Opakovanim tohoto postupu byly
ziskany celkem asi 2 litry supernatantu z kazdé kultury. Ze ziskanych supernatantd
kultur byly purifikovany protilatky pomoci systému ConSep LC100 (Millipore),
spojeného s afinitnim sloupcem Proteinu A (Poros).

(3) Méfeni koncentrace protilatek pomoci testu ELISA

Destiéky ELISA pro méieni koncentrace protilatek byly pfipraveny nasledujicim
zplisobem: vkazdé jamce 96-jamkové desticky ELISA (Maxisorb, NUNC) bylo
imobilizovano 100 ul kozi protilatky proti lidskému IgGy (BioSource), pfipravené
v koncentraci 1 pg/ml v CB. Po blokovani pomoci 200 pl DB, jsou ke kaZdé jamce
pfidany supernatanty z kultur bunék CHO, v nichZ byla exprimovana protilatka, nebo
byla purifikovana protilatka sériové fedéna v DB a poté piidana do kaZdé jamky.

Po inkubaci pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a promyti RB, bylo pfidano
100 pl v DB 1000x ziedé&né kozi protilatky proti lidskému IgG, konjugované s alkalickou
fosfatazou (BioSource). Po inkubaci 1 hodinu pfi teploté mistnosti a promyti RB, bylo
pfidano 100 ul roztoku substratu a nakonec byla mé&fena absorbance 405/655 nm
pomoci odeditaciho zafizeni pro mikrodesticky Microplate Reader (Bio Rad). Jako
standard pro méfeni koncentrace byl pouzit lidsky 1gG4k (The Binding Site).

(4) Méfeni vazebné aktivity k antigenu

Destitky buné&ného ELISA testu pro méfeni vazebné aktivity k antigenu byly
pfipraveny nasledujicim zplisobem: byly pouzity buiiky lidského karcinomu mocového
méchyie J82 (ATCC HTB-1), které byly naockovany do 96-jamkové kultivacni desticky
v koncentraci 1 x 10° bunék. Toto bylo kultivovano (médium RPMI1640 obsahujici 10 %
fetalniho hovéziho séra (GIBCO)) jeden den v CO; inkubatoru, aby bylo bufikam
umoznéno se uchytit. Po odstranéni kultivaéniho média byla kazda jamka dvakrat
promyta PBS. Poté je pfidano ke kazdé jamce 100 pul PFA/PBS a umisténo na led na
dobu 10 minut, aby doslo k imobilizaci bunék.

PFA/PBS byl odstranén a kazda jamka byla dvakrat promyta 300 ul PBS a poté
blokovana 250 pl DB. Na zakladé vy$e uvedenych vysledk( méfeni byly purifikované
protilatky sériové fedény DB s faktorem 2 pocinaje od koncentrace 10 pg/ml a 100 pl

tohoto fedéni bylo pfidano do kazdé jamky. Po inkubaci 2 hodiny pfi teploté mistnosti a
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pfomyti RB, bylo pfidano 100 pl kozi protilatky proti lidskému IgGy, konjugovana

s alkalickou fosfatazou (BioSource), ktera byla 1000x zifedéna v DB. Po inkubaci pfi
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny a promyti RB bylo pfidano 100 pl roztoku substratu
a poté byla méfena absorbance pii 405/655 nm pomoci pfistroje na odecCitani
mikrodestiCek (BioRad).

(5) Mé&feni neutralizaéni aktivity proti TF (faktor inhibujici aktivitu ptsobici proti

produkci FXa)

Inhibi&ni aktivita zuglechténé protilatky na produkci Faktoru Xa byla mé&fena jako
index inhibiéni aktivity proti aktivité podporujici produkci Faktoru Xa, kterou vykazuje
thromboplastin odvozeny z lidské placenty, Thromborel S (Boehringer AG). Tedy 60 pl
pufru (TBS obsahujici 5 mM CaCl, a 0,1% BSA) bylo pfidano k 10 ul 5 mg/ml
Thromborelu S a 10 pl protilatky, smés potom byla inkubovana v 96-jamkové desticce
pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Protilatka byla sériové fedéna pufrem (fedici
faktor 5) podinaje komcentraci 200 ug/ml.

Dale bylo pfidano 10 ul lidského faktoru X (Celsus Laboratories) o koncentraci
3.245 pg/ml a lidského faktoru Vila (Enzyme Research) o koncentraci 82,5 ng/mi a
inkubace pokradovala pfi teploté mistnosti dalSich 45 minut. Reakce byla zastavena
pfidanim 10 ul 0,5 M EDTA. Bylo k ni pfidano 50 pl roztoku chromogenniho substratu a
byla méfena absorbance pfi 405/655 nm pomoci pfistroje na odecitani mikrodestiCek
Microplate Reader (Bio Rad). Po reakci pii teploté mistnosti 30 minut byla absorbance
pfi 405/655 nm méfena znovu. Zbytkova aktivita (%) byla uréena z kazdé zmény
v absorbanci, pfiéemZ zména absorbance za 30 minut pfi nepfidani Zadné protilatky je
povazovana za 100 % aktivitu.

Roztok chromogenniho substratu byl pfipraven rozpu$ténim chromogenniho
substratu Testzyme S-2222 (Chromogenix) podle pfiloZeného navodu a smichanim
s roztokem polybrenu (0,6 mg/ml hexamethylenbromidu, SIGMA) v poméru 1 : 1.

(6) Méfeni neutralizaéni aktivity proti TF (inhibi¢ni aktivita proti vazbé FX)

Inhibiéni aktivita zuSlechténé protilatky proti vazbé FX byla mé&fena pomoci
thromboplastinu odvozeného z lidské placenty - Thromborel S (Boehringer AG),
pficéemz je pfedem vytvoien komplex TF a Faktoru Vlla a inhibi€ni aktivita proti vazbé
FX byla méfena pomoci aktivity komplexu TF-FVlla na produkci Faktoru Xa jako
ukazatele. Tedy 60 pl pufru (TBS obsahujici 5 mM CaCl, a 0,1% BSA) bylo pfidano k
10 ul 5 mg/mi Thromborelu Sa 10 ul lidského faktoru Vila (Enzyme Research) o
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koncentraci 82,5 ng/mi protilatky, a smés byla preinkubovana v 96-jamkové desticce pfi
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny.

Déle bylo pfidano 10 pl lidské protilatky, inkubovano pfi teploté mistnosti 5 minut
a pridano 10 pl lidského faktoru X (Celsus Laboratories) o koncentraci 3.245 ug/ml a
inkubace pokradovala pfi teploté mistnosti dalSich 45 minut. Protilatka byla sériové
fedéna s faktorem 2 v pufru, pfiéemz pocate¢ni koncentrace byla 200 pg/ml. Reakce
byla zastavena pfidanim 10 ul 0,5 M EDTA. Bylo k ni pfidano 50 pnl roztoku
chromogenniho substratu a byla méfena absorbance pfi 405/655 nm pomoci pfistroje
na odecitani mikrodesti¢ek Microplate Reader (Bio Rad). Po reakci pfi teploté mistnosti
30 minut byla absorbance pfi 405/655 nm méfena znovu. Zbytkova aktivita (%) byla
urena z kazdé zmény v absorbanci, pfiéemz zména absorbance za 30 minut pfi
nepfidani Zadné protilatky je povazovana za 100 % aktivitu.

Roztok chromogenniho substratu byl pfipraven rozpusténim chromogenniho
substratu Testzyme S-2222 (Chromogenix) podle pfilozeného navodu a smichanim
s roztokem polybrenu (0,6 mg/ml hexamethylenbromidu, SIGMA) v poméru 1 : 1.

(7) Méfeni neutralizacni aktivity proti inhibi&ni aktivité plazmové koagulace

Jako ukazatel neutralizaéni aktivity zu$lechténé protilatky proti TF (inhibi¢ni
aktivité plazmové koagulace) byl pouzit prothrombinovy ¢&as, uréeny pomoci
thromboplastinu odvozeného z lidské placenty - Thromborel S (Boehringer AG). Tedy
100 pl lidské plazmy (Cosmo Bio) bylo umisténo do zkumavky a pfidano 50 pl
protilatky, zfedéné na rGzné koncentrace a zahfato 3 minuty na 37 °C. Dale bylo
piidano 50 ul 1,25 mg/ml Thromborelu S, ktery byl pfedem zahfat na 37 °C, &imz byla
zapoc€ata koagulace plazmy. Doba koagulace byla méfena pomoci Amelung KC-10A,
spojeného s Amelung CR-A (oboji od M. C. Medical).

Protilatka byla sériové fedéna pufrem TBS (fedici faktor 2), obsahujicim 0,1%
BSA (zde oznatovany jako BSA-TBS) pocinaje koncentraci 80 pg/ml. Jako 100%
koagulaéni aktivita plazmy byla povazovana koagulaéni doba vzorku, kam nebyla
pfidana protilatka a zbytkova TF aktivita byla spoltena z kaZzdé koagulaéni doby
naméiené u vzork( s protilatkou na zakladé standardni kfivky, ziskané vynesenim
koncentraci Thromborelu S a koagulaéni doby.

Standardni kfivka byla vytvofena z rlznych koncentraci Thromborelu S a
naméfené doby koagulace. Padesat pl BSA-TBS bylo pfidano k 50 pul vhodné
nafedéného Thromborelu S, zahifato 3 minuty na 37 °C a potom bylo pfidano 100 pl
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!lidské plazmy pfedehfaté na 37 °C, &imz byla zapocata koagulace plazmy a méfeni
doby koagulace. Thromborel S byl sériové nafedén (fedici faktor 2) v Hanksové pufru
(GIBCO), obsahujicim 25 mM CaCl,, pfi¢emz pocate¢ni koncentrace byla 6,25 mgml.
Koncentrace Thromborelu S byly vyneseny na ose X a doby koagulace na ose Y ve
dvojim logaritmickém vyneseni a to bylo povazovano za standardni kfivku.

(8) Hodnoceni aktivity

V8echny zuslechténé protilatky, ,b-b*, ,i-b“ a ,i-b2“ mély aktivitu stejnou nebo
vétsi nez je aktivita chimerni protilatky (obrazek 31). U inhibi¢ni aktivity proti produkci
FXa, aktivity inhibujici vazbu FX a rovnéZ u aktivity inhibujici koagulaci plazmy mély
zuslechténé protilatky ,b-b“, ,i-b“ a ,i-b2" aktivitu stejnou nebo vétSi nez je aktivita
chimerni protilatky a aktivita méla sestupnou tendenci v ramci fady ,i-b2“ > ,i-b“ > b-b“
(obrazky 32, 33 a 34).

Pfiklad 6: Kineticka analyza interakci TF a protilatek proti TF pomoci BIACORE

Kineticka analyza reakci antigen-protilatka byla provedena pomoci BIACORE.
Rekombinantni protein G byl imobilizovan na senzorickém &ipu, na néz byla navazana
protilatka. Jako antigen byl pouzit purifikovany rekombinantni TF (rozpustny TF v némz
byl oznaéujici FLAG peptid v poloze 1 az 219) a rozpustny TF, pfipraveny v rliznych
koncentracich byl pouzit jako analytické Einidlo. Ze ziskaného sensorogramu byly
spoéteny kinetické parametry (konstanty rychlosti disociace kdiss a konstanty rychlosti
vazby kass). Pro kinetickou analyzu se odkazuje na ,Kinetic analysis of monoclonal
antibody-antigen intractions with a new biosensor based analytical systém* (Karlsson,
R. akol., (1991) J. Immunol. Methods 145: 229-240).

(1) Imobilizace Proteinu G na senzoricky &ip

Protein G (ZYMED) je imobilizovan na senzoricky ¢ip CM5 (BIACORE). Jako
pohyblivy pufr byl pouzit HBS-EP (0,01 M HEPES, pH 7,0, 1,15 M NaCl, 3 mM EDTA,
0,005% polysorbat 20 (objem/ objem)) (BIACORE) a rychlost pratoku byla 5 pl/minutu.
Karboxylové skupiny na karboxymetyldextranu na senzorickém ¢&ipu CM5 byly
aktivovany injekci smési 0,05 M N-hydroxysukcinimid (NHS)/ 0,2 M N-ethyl-N"-(3-
dimethylaminopropyl)-karbodiimidhydrochlorid (EDC). Poté bylo injektovano 10 pul 50
ug/ml Proteinu G a toto bylo tfikrat opakovano kvili imobilizaci. Protein G byl pfipraven
rozpusténim v 10 mM pufru Tris-HCI (pH 7,5) na koncentraci 10 mg/ml a ziedénim na

50 pg/mi v 10 mM pufru octanu sodného (pH 4,0). Dale bylo injektovano 100 pl 1,0 M
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Hydrochloridu ethanolaminu (pH 8,5), aby byl blokovan pfebytek aktivnich skupin. Dale
bylo injektovano 10 ul 0,1 M pufru glycin-kyselina chiorovodikova (pH 2,5) a 10 ul 10
mM kyseliny chlorovodikové, aby byly odmyty nekovalentné vazané slouéeniny. Kdyz
bylo toto provedeno pro kazdou pratokovou buiiku a bylo injektovano 10 ul 72 nM
verze ,ib2“ zuSlechténé protilatky proti TF, bylo potvrzeno, ze se navazalo pfiblizné
1000 RU.

(2) Interakce imobilizované protilatky proti TF a lidského TF

Lidsky TF FLAG peptid k C-konci

aminokyselinové sekvence 1 aZz 219, byl exprimovan v buitkkach CHO a purifikovan.

unéhoz byl pfipojen oznadujici
Tento preparat byl potom pouzit jako rozpustny TF.

Vy$e uvedena procedura byla provedena u kazdé z pritokovych bunék €. 1 az 3.

(3) Kineticka analyza interakce

Soubory udaji byly naéteny a bylo provedeno porovnani vzorkl reakci, pfi¢emz
jako zakladni stav byl pouZit senzorgram pufru HBS-EP. Déle byla provedena kineticka
analyza pomoci analytického aplikaéniho software ,BlOevaluation 2.1* (Pharmacia),
pfipraveného vylué¢né pro BIACORE, ktery podita kinetické parametry (konstanty
vazebné rychlosti kass a konstanty disociaéni rychlosti kdiss) pomoci porovnavani
kiivek. Aby byly uréeny konstanty vazebné rychlosti kass, byl pouzit model analyzy 4
(BlOevaluation 2.1 Softwarova pfirucka, A1 aZz A5). Na zakladé hodnot vypoétenych
pro kazdou pratokovou bufiku byly ziskany kinetické parametry pro kazdou protilatku.
Vysledek (primér hodnot vypoétenych pro kazdou pritokovou burku + standardni
odchylka) je uveden v Tabulce 6.

Tabulka 6

Kinetické parametry chimernich a zuslechténych

protilatek proti lidskému TF (n = 3)

chimerni b-b i-b i-b2
kdiss [ x 10™* /s ] 5,06 £0,12 9,52 + 0,22 6,49 £ 0,17 6,35+ 1,15
kass [x 10°I/Ms] | 4,65+0,32 4,15+0,27 4,67 £0,30 5,44 + 0,36
KD[x10°M] 1,09 £ 0,09 2,30+0,15 1,39+0,13 1,17 £ 0,11

Priklad 7: Méieni reaktivity zuslechténé protilatky proti TF s lidskym TF



83 ses oo .

Pomoci hybridizaéni metody typu dot-blot (,Protein Experimental Method for
Molecular Biological Research, Revised"®, Yodosha, vyd. Takenawa Tadaomi, str. 101)
byla zkoumana reaktivita s nedenaturovanym TF, s TF denaturovanym za
neredukujicich podminek a s TF denaturovanym za redukujicich podminek. Byl pouZit
TF, vnémz bylo pouZito oznadeni pomoci FLAG pro extracelularni oblast, byl
exprimovan v buiikkach CHO a byl purifikovan (shTF). shTF byl fedén v kaZzdém ze tfi
pufrd (pufr A: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; pufr B: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 8 M mo&ovina;
pufr C: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 8 M mocovina, 5 mM DTT). Nereduktivné byl TF
zpracovan pomoci pufru A, zatimco nereduktivni denaturace TF byla provedena
pomoci pufru B a reduktivné denaturovany TF byl ziskan pomoci pufru C. Na kazdy
vzorek bylo pusobeno 24 hodin pfi teploté mistnosti. Potom byl vzorek nanesen na
nitrocelul6zovou membranu (Bio Rad). Na membranu bylo naneseno 0,5 ul, 1 pul a 2 pl
vzorku (3 ug/ml) a membrana byla na vzduchu usu$ena. Byla blokovana v DB (50 mM
Tris-HCI, pH 8,1, 0,15 M NaCl, 1 mM MgCl,, 0,05% (objem/objem) Tween 20, 0,02%
(hmotnost/objem) NaN;, 1% (hmotnost/objem) BSA). Membrana byla ponechana
reagovat v DB obsahujicim zuslechténou protilatku proti TF nebo v samotném DB
(kontrola). Po promyti v PBS, obsahujicim 0,05% (objem/objem) Tween 20, membrana
reagovala s DB, obsahujicim protilatku proti lidskému IgG, oznadenou peroxidazou
(DAKO). Po promyti v PBS, obsahujicim 0,05% (objem/objem) Tween 20 byla
membrana zpracovana pomoci &inidla ECL Western Blotting reagent (Amersham) a
byla exponovana 30 vtefin na rentgenovy film.

Jak je ukadzano na obrazku 35, chimerni protilatka proti TF a zuSlechténa
protilatka proti TF (verze ,bb* ,ib“ a ,ib2*) reagovaly se vSemi formami TF -
nedenaturovanym TF, TF denaturovanym za neredukujicich podminek a TF

denaturovanym za redukujicich podminek.

Priklad 8: Potvrzeni antitrombotickych G€ink( na krysich modelech akutni DIC
Antitrombotické ucinky protilatky proti TF byly potvrzeny na krysim modelu
thromboplastinem indukované DIC. Roztok lidského thromboplastinu byl kontinuainé
injekéné podavan do Zzily krysich samct kmene SD, v davce 40 mg/kg po dobu 3 hodin,
aby se vytvofil model DIC. Protilatka proti TF (chimerni protilatka a zuslechténa
protilatka proti TF i-b2) byla podavana intravenézné v davce 0,2 mg/kg 5 minut pfed

zacatkem injekéniho podavani roztoku thromboplastinu. Patnact minut po ukonéeni
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kontinualniho podavani roztoku thromboplastinu, byla do citratu odebrana krev z bfi$ni
tepny a byly u ni zjiStovany podet krevnich destiek, &as Easteéné aktivovaného
thromboplastinu (aPTT), koncentrace fibrinogenu (Fib), koncentrace rozpustného
komplexu monomeru fibrinu (sFMC) a komplex trombin/antitrombin 111.

Vysledek uvedeny v tabulce 7 naznaduje, Ze kontinuaini injekéni podavani
roztoku thromboplastinu zplsobuje pokles poétu krevnich desticek, zvySeni aPTT,
snizenou koncentraci fibrinogenu, zvySené koncentrace sFMC a TAT a zfejmy
hyperkoagulaéni stav. Naopak jak chimerni protilatka tak zuslechténa protilatka proti

lidskému TF tyto zmény potlaéuji stejné silné.

Vysledek ukazuje, Ze zuSlechténa protiladtka proti TF je Géinna jako
antitrombotické cinidlo.
Tabulka 7
skupina bez kontrglni skupina skupina
U podavanaho skupina s podavanou s podavanou
mefena velicina tromboplastinu | S podavanym chimerni zuslechténou
roztokem protilatkou protilatkou
pocet krevnich
destidek 115,51+ 11,8 82,9+ 14,3 100,7 £ 12,9 96,1 13,3
(x10%/mm®)
aPTT (s) 20,1+ 1,1 36,2+ 13,9 22,3+0,7? 21,8+1,3%
koncentrace
fibrinogenu 9 2
(norm. skupina 100,0 £ 4,2 64,8 +20,0 101,0+6,6 98,9+5,7
je 100 %)
sFMC (ug/ml) 74,2 +55 3517 + 3645 129,9+46,8? | 66,5+23,0°
koncentrace a)
TAT (ng/ml) 34106 296+ 31,0 3,8+£0,7 4,2+0,9

(prdmér + standardni odchylka)

Hladiny vyznamnosti odchylkek vzhledem ke kontrolni skupiné s podavanym

roztokem jsou: a): p<0,01, b): p<0,05

Referenéni pfiklad 1: Pfiprava monoklonalni protilatky proti lidskému TF

(1) Purifikace lidského TF
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Purifikace TF z lidské placenty byla provedena podie metody Ito (lto, T. a kol., J.
Biol. Chem., 114: 691-696, 1993). Lidska placenta byla homogenizovana ve
fyziologickém roztoku pufrovaném Trisem (TBS, pH 7,5), obsahujicim 1,0 mM
hydrochlorid benzamidinu, 1 mM fenylmethylsulfonylfluorid, 1 mM
diisopropylfluorofosfat a 0,02% azid sodny a potom byl precipitat zbaven tuku pomoci
vychlazeného acetonu. Ziskany odtu¢nény prasek byl suspendovan ve vyse uvedeném
pufru, obsahujicim 2% Triton X-100, aby doslo k rozpusténi TF.

Supernatant byl zpracovan afinitni chromatografii za pouziti sloupce
Concanavalin A-Sepharose 4B (Pharmacia) a sloupce Sepharose 4B s navazanymi
protilatkami proti TF a byl ziskan purifikovany TF. Ten byl koncentrovan pomoci
ultrafiltraéni membrany (PM-10, Amicon) a byl uloZen jako purifikovany vzorek pfi 4 °C.

Obsah TF v purifikovaném vzorku byl kvantifikovan sendvi¢ovym testem ELISA,
ktery kombinuje komeréné& dostupné monoklonalni protilatky proti TF (American
Diagnostica) s rekombinantnim TS jako standardem.

Cistota v purifikovaném vzorku byla potvrzena testovanim vzorku pomoci SDS-
PAGE za pouziti 4 az 20% hustotniho gradientového polyakrylamidového gelu se
zavérecnym obarvenim stiibrem.

(2) Imunizace a pfiprava hybridomu

Po smi$eni purifikovaného lidského TF (pfiblizné 70 ug/ml) se stejnym objemem
Freudova kompletniho adjuvans (Difco) bylo do bficha subkutanné imunizovani 5 tydn
stafi mySi samci kmene Balb/c (Nippon Charles River) davkou 10 pg TF/mys.
Dvanacty, 18. a 25. den byly podavany subkutanné zesilovaci davky 5 pug/my$ TF
smiSeného s Freudovym nekompletnim adjuvans a jako zavére¢na imunizace byl 32.
den podan intraperitonealné roztok TF zfedéného v PBS v davce 5 pug/mys.

Tii dny po zavére¢né imunizaci byly ze &ty mysSi pfipraveny slezinné buiiky a
byly fazovany pomoci polyethylenglykolové metody s my$i myelomovou buné&énou linii
P3U1 pfi poméru bunék 1/5. Fazované buriky byly suspendovany v médiu RPMI-1640
(dale zde oznadovano jako médium RPMI) (Lifetech Oriental), které obsahovalo 10%
fetalni hovézi sérum a byly vysety do 400 jamek/my$ (pfiblizné 400 bunék/jamku) na
96-jamkovych destiCkach. Prvni, 2., 3. a 5. den po fuzi byla polovina média vyménéna
za médium RPMI (dale zde oznadované jako médium HAT), obsahujici HAT (Dainippon
Seiyaku) s pfisadou H1 (Boehringer Mannheim GmbH), aby byla provedena HAT

selekce hybridoma.
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Hybridomy selektované pomoci dale popsané prohledavaci metody byly
klonovany tak, Zze bylo dvakrat provedeno koncové fedéni.

Pfi koncovém fedéni bylo do 96-jamkovych desti¢ek vyseto priimérné 0,8 buiiky
na jamku. Z jamek, kde byl mikroskopickym pozorovanim potvrzen rist jedné kolonie,
byly vybrany klony na zakladé méfeni vazebné aktivity k TF a neutraliza¢ni aktivity
proti TF. Ziskané klony byly pifevedeny z média HAT do média RPMI. Pokud se
potvrdilo, Ze pfi pfizplisobeni novému médiu nedoslo ke sniZzeni produkce protilatky,
bylo znovu provedeno koncové fedéni, kterym bylo klonovani zakonéeno. Pifedchozim
postupem byly pfipraveny hybridomy, které produkovaly 6 protilatek (ATR-2, 3,4, 5,7 a
8), které silné inhibovaly vazbu komplexu TF/faktor Vlla a faktoru X.

3. Tvorba ascitl a purifikace protilatek

Tvorba ascitll z pripravenych hybridom( byla provedena pomoci standardniho
postupu. Tedy 10° hybridomovych buné&k, které byly kultivovany in vitro, bylo
intraperitonealné ockovano samciim mysi kmene Balb/c, kterym byl pfedem dvakrat
intraven6zné podan mineraini olej. Ascity byly odebirany od mysi, které mély 1 az 2
tydny po o€kovani zduielé bficho.

Purifikace protilatky z asciti byla provedena pomoci systému ConSepLC100
(Millipore), ktery byl vybaven sloupcem s Proteinem A (Nippon Gaishi).

4. Bunécény ELISA test

Buiiky lidského karcinomu modového méchyie J82 (Fair D. S. a kol., J. Biol.
Chem., 262: 11692-11698, 1987), o kterych je znamo Ze velmi silné exprimuji TF, byly
ziskany z ATCC a byly pasazovany a udrzovany v médiu RPMI za podminek 37 °C, 5%
CO2 a 100% vihkost.

Desti¢ky bunééného ELISA testu byly pfipraveny naockovanim bunék J82 do 96-
jamkové destitky v koncentraci 10° bunék/jamku, kultivaci 1 den za vy$e uvedenych
podminek, odstranéni média a dvojnasobné oplachnuti fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfatem (PBS), pfidani 4% roztoku paraformaldehydu (PFA) a ponechani
stat 10 minut na ledu, aby doslo kimobilizaci. Po odstranéni PFA byla desti¢ka
oplachnuta PBS, byl na ni pfidan Tris pufr (blokujici pufr), obsahujici 1% BSA a 0,02%
azid sodny a desti¢ka byla uloZena pfi 4 °C do pouziti.

Bunécény ELISA test byl proveden nasledujicim zplsobem. Z desti¢ky pfipravené
vy$e popsanym zplsobem byl odstranén blokujici pufr, byl pfidan roztok protilatky proti
TF nebo supernatantu z hybridomovych kultur a ponechano reagovat 1,5 hodiny pfi
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teploté mistnosti. Po promyti PBS, obsahujicim 0,05 % Tweenu 20, je pfidana kozi
protilatka proti mySimu IgG (H+L) (Zymed), konjugovana s alkalickou fosfatazou, a
ponechana 1 hodinu reagovat. Po promyti byla pfidana 1 mg/ml dvojsodna sl p-
nitrofenylfosfatu (Sigma) a o hodinu pozdé&ji byla méfena absorbance pfi 405/655 nm
pro uréeni mnozstvi protilatky proti TF, vazané k burikam J82.

(5) Systém pro testovani neutralizaéni aktivity proti TF, vyuZivajici jako ukazatel

aktivitu faktoru Xa

K 50 pl trisem pufrovaného fyziologického roztoku (TBS: pH 7,6), obsahujici 5
mM CaCl; a 0,1% hovéziho sérumalbuminu, bylo pfidano 10 ul roztoku tromboplastinu
odvozeného z lidské placenty (5 mg/ml) (Thromborel S) (Boehring) a 10 pul roztoku
faktoru Vlla (82,5 ng/ml) (American Diagnostics) a reakce probihala 1 hodinu pfi
teploté mistnosti, aby byl umoZnén vznik komplexu TF/faktor Vlla. Poté bylo pfidano 10
pl roztoku protilatky proti TF s pfedem uréenou koncentraci nebo supernatantu z
hybridomové kultury a 10 ul roztoku faktoru X (Celsus Laboratories) a reakce probihala
45 minut pfi teploté mistnosti a poté byla zastavena pfidanim 10 pl 0,5 M EDTA. Poté
bylo k reakci 50 ul roztoku 2 mM S-2222 (Daiichi Kagaku Yakuhin) a zméfené zmény
v absorbanci pfi 405/655 nm po 30 minutach byly brany jako mira aktivity TF,
podporujici produkci faktoru X. Touto metodou miize byt uréena aktivita protilatky, ktera
inhibuje vazbu komplexu TF/ faktor VII a faktoru X.

6. Systém pro testovani inhibiéni aktivity proti koagulaci plazmy

Padesat pl vhodné fedéného roztoku protilatky proti TF bylo smichano se 100 ul
komeréné dostupné normaini lidské plazmy (Kojin Bio) a reagovalo 3 minuty pii 37 °C.
Potom bylo pfidano 50 pl roztoku thromboplastinu odvozeného z lidské placenty (1,25
mg/ml) a byla méfena doba do koagulace plazmy pomoci pfistroje na méfeni
koagulace plazmy (CR-A: Amelung).

7. Uréeni izotypu protilatky

Pro supernatanty z hybridomovych kultur a u purifikovanych protilatek byla pro
potvrzeni izotypu protilatky pouZivana souprava s myS$imi monoklonalnimi protilatkami

(vyrobeno Amersham). Vysledek je uveden dale.
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Tabulka 8
Imunoglobulinovy izotyp monoklonalni protilatky proti TF
ATR-2 IgG1, k
ATR-3 IgG1, k
ATR-3 IgG1, k
ATR-4 1gG1, k
ATR-5 1gG1, k
ATR-7 IgG2a, k
ATR-8 1gG2a, k

Referenéni piiklad 2: Zplsob pfipravy rozpustného lidského TF

Rozpustny lidsky TF (shTF) byl pfipraven nasledujicim zptsobem. Gen kédujici
leader oblast lidského TF, v niz byly aminokyseliny v pozici 220 a dale zaménény
znadicim peptidem FLAG M2, byl vioZen do expresniho vektoru savéich bunék
(obsahujici gen rezistence proti neomycinu a gen pro DHFR) a vnesen do bunék CHO.
Pokud se tyka cDNA sekvence lidského TF, bylo odkazano na ¢lanek James H.
Morrissey a kol., (Cell (1987) 50: 129-135). Genova sekvence a aminokyselinova
sekvence tohoto rozpustného lidského TF je ukazana v SEQ ID NO: 151. Po selekci
latkou G418 byly vybrany exprimujici buriky, které byly podrobeny amplifikaci exprese
pomoci methotrexatu a byly zaloZeny buiiky exprimujici shTF.

Buriky byly kultivovany v médiu bez séra CHO-S-SFMII (GIBCO), aby byl ziskan
superntant kultur, obsahujici shTF. Ten byl 2x zfedén stejnym objemem pufru 40 mM
Tris-HCI (pH 8,5), a byl potom nanesen na sloupec Q-Sepharose Fast Flow (100 ml,
Pharmacia Biotech), ekvilibrovany pufrem 20 mM Tris-HCI (pH 8,5). Po promyti tymz
pufrem, obsahujicim 0,1 M NaCl, byla koncentrace NaCl zmé&néna na 0,3 M a shTF byl
ze sloupce eluovan. K ziskané frakci shTF byl pfidan siran amonny do konecné
koncentrace 2,5 M a byla centrifugovana (10 000 ot/min, 20 min), aby se vysrazely
kontaminujici proteiny. Supernatant byl pfidan k Butyl TOYOPEARL (30 mi, TOSOH) a
potom byl promyvan 50 mM Tris-HCI pufrem (pH 6,8), obsahujicim 2,5 M siran amonny.
V 50 mM Tris-HCI pufru (pH 6,8) byla koncentrace siranu amonného linearné
shizovana z 2,5 na 0 M, aby doslo k vymyti shTF ze sloupce. Frakce obsahujici nejvice
shTF byly koncentrovany pomoci Centri-Prep 10 (Amicon). Koncentrat byl nanesen na
sloupec TSKgel G3000SWG (21,5 x 600 mm, TOSOH), ekvilibrovany pufrem 20 mM
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Tris-HCI (pH 7,0), obsahujicim 150 mM NaCl a byly odebrany frakce obsahujici nejvice
shTF. Ty byly sterilizovany filtraci pfes membranovy filtr 0,22 um a produkt byl
pouzivan jako rozpustny lidsky TF (shTF). Koncentrace vzorku byla spoditana za
pfedpokladu, Zze molarni extinkéni koeficient vzorku € = 40 130 a molekulova hmotnost

=43 210.

Seznam sekvenci

Obsah seznamu sekvenci <223> je nasledujici:
SEQ ID NO: 1: Primer MHC-G1
SEQ ID NO: 2: Primer MHC-G2a
SEQ ID NO: 3: Primer MKC
SEQ ID NO: 4: M13 Primer M4
SEQ ID NO: 5: M13 Primer RV
SEQ ID NO: 6: Nukleotidova sekvence kédujici V oblast H fetézce mysi monoklonalni
protilatky ATR-2 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 7: Nukleotidova sekvence kédujici V oblast H fetézce mysi monoklonalni
protilatky ATR-3 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 8: Nukleotidova sekvence kédujici V oblast H fetézce mysi monoklonalni
protilatky ATR-4 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 9: Nukleotidova sekvence kédujici V oblast H fetézce my3i monoklonaini
protilatky ATR-5 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 10: Nukleotidova sekvence kdduijici V oblast H fetézce mys$i monoklonalni
protilatky ATR-7 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 11: Nukleotidova sekvence kodujici V oblast H fetézce mysi monoklonalni
protilatky ATR-8 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 12: Nukleotidova sekvence kédujici V oblast L fetézce mysi monoklonalni
protilatky ATR-2 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 13: Nukleotidova sekvence kodujici V oblast L fetézce mysi monoklonaini
protilatky ATR-3 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 14: Nukleotidova sekvence kédujici V oblast L fetézce mySi monoklonaini
protilatky ATR-4 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 15: Nukleotidova sekvence kodujici V oblast L fetézce my3i monoklonalni

protilatky ATR-5 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence

[ X X X J
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SEQ ID NO: 16: Nukleotidova sekvence kodujici V oblast L fetézce my$i monoklonaini
protilatky ATR-7 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 17: Nukleotidova sekvence kddujici V oblast L fetézce mys$i monoklonalni
protilatky ATR-8 proti TF a jeji aminokyselinova sekvence
SEQ ID NO: 18: Primer ch5HS
SEQ ID NO: 19: Primer chSHA
SEQ ID NO: 20: Primer ch5LS
SEQ ID NO: 21: Primer ch5LA
SEQ ID NO: 22: Primer hR5Hv1S pro pfenos CDR
SEQ ID NO: 23: Primer hR5Hv28 pro pfenos CDR
SEQ ID NO: 24: Primer hR5Hv4S pro pfenos CDR
SEQ ID NO: 25: Primer hR5Hv3A pro pfenos CDR
SEQ ID NO: 26: Primer hR5Hv5A pro pfenos CDR
SEQ ID NO: 27: Primer hRSHVPrS
SEQ ID NO: 28: Primer hR5HVPrA
SEQ ID NO: 29: Aminokyselinova sekvence verze "a" V oblasti zuslechténého H
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje
SEQ ID NO: 30: Aminokyselinova sekvence verze "a" V oblasti zu$lechténého H
fetézce
SEQ ID NO: 31: Primer F3RFFS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 32: Primer F3RFBS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 33: Primer F3RFFA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 34: Primer F3RFBA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 35: Primer F3NMFS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 36: Primer F3NMBS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 37: Primer F3NMFA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 38: Primer F3NMBA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 39: Aminokyselinova sekvence verze "b" V oblasti zu$lechténého H
rfetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje
SEQ ID NO: 40: Aminokyselinova sekvence verze "b" V oblasti zuSlechténého H
fetézce
SEQ ID NO: 41: Aminokyselinova sekvence verze "c¢" V oblasti zuSlechténého H

fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji koduje

008
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SEQ ID NO: 42: Aminokyselinova sekvence verze "c" V oblasti zuslechténého H

retézce

SEQ ID NO: 43: Primer F3EPS pro zaménu FR

SEQ ID NO: 44: Primer F3EPA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 45: Primer F3PrS

SEQ ID NO: 46: Primer F3PrA

SEQ ID NO: 47: Primer F3VHS pro zaménu FR

SEQ ID NO: 48: Primer F3VHA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 49: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje

SEQ ID NO: 50: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce

SEQ ID NO: 51: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje

SEQ ID NO: 52: Aminokyselinova sekvence verze
retézce

SEQ ID NO: 53: Primer F3SSS pro zaménu FR

SEQ ID NO: 54: Primer F3SSA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 55: Primer F3CDS pro zaménu FR

SEQ ID NO: 56: Primer F3CDA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 57: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje

SEQ ID NO: 58: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce

SEQ ID NO: 59: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje

SEQ ID NO: 60: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce

SEQ ID NO: 61: Primer F3ADS pro zaménu FR

SEQ ID NO: 62: Primer F3ADA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 63: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje

"d" V oblasti

"d" V oblasti

"e" V oblasti

"e" V oblasti

"f* V oblasti

"f* V oblasti

"g" V oblasti

"g" V oblasti

"h" V oblasti

zuSlechténého

zuSlechténého

zu$lechténého

zu$lechténého

zuSlechténého

zuSlechténého

zuSlechténého

zuSlechténého

zuslechténého




92

SEQ ID NO: 64. Aminokyselinova sekvence verze "h" V oblasti zu§lechténého H

fetézce

SEQ ID NO: 65: Primer F3MMS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 66: Primer F3MMA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 67: Primer F3BMS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 68: Primer F3BMA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 69: Aminokyselinova sekvence verze "i" V oblasti zu$lechténého H fetézce

a nukleotidova sekvence, ktera ji koduje

SEQ ID NO: 70: Aminokyselinova sekvence verze "i" V oblasti zuslechténého H fetézce
V oblasti zuSlechté&ného H fetézce

SEQ ID NO: 71: Aminokyselinova sekvence verze "j"
- a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje

SEQ ID NO: 72: Aminokyselinova sekvence verze
SEQ ID NO: 73: Primer F2MPS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 74: Primer F2MPA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 75: Aminokyselinova sekvence verze

lljll

fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje
SEQ ID NO: 76: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce

SEQ ID NO: 77: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje
SEQ ID NO: 78: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce

SEQ ID NO: 79: Primer F2VHS pro zaménu FR

SEQ ID NO: 80: Primer F2VHA pro zaménu FR

SEQ ID NO: 81: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje
SEQ ID NO: 82: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce

SEQ ID NO: 83: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce a nukléotidové sekvence, ktera ji koduje
SEQ ID NO: 84: Aminokyselinova sekvence verze
fetézce

SEQ ID NO: 85: Vektor h5Lv1S pro zaménu FR

"b1" V oblasti

"b1" V oblasti

"d1" V oblasti

"d1" V oblasti

"b3" V oblasti

"b3" V oblasti

"d3" V oblasti

"d3" V oblasti

V oblasti zuSlechténého H fetézce

zuSlechténého H

zuslechténého

zuslechténého

zuslechténého

zuSlechténého

zuslechténého

zu$lechténého

zuslechténého
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SEQ ID NO: 86: Vektor h5Lv4S pro zaménu FR
SEQ ID NO: 87: Vektor h5Lv2A pro zaménu FR
SEQ ID NO: 88: Vektor h5Lv3A pro zaménu FR
SEQ ID NO: 89: Vektor h5Lv5A pro zaménu FR
SEQ ID NO: 90: Primer h5LvS
SEQ ID NO: 91: Primer hSLVA
SEQ ID NO: 92: Aminokyselinova sekvence verze "a" V oblasti zu$lechténého
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje
SEQ ID NO: 93. Aminokyselinova sekvence verze "a" V oblasti zu$lechténého
fetézce
SEQ ID NO: 94: Primer F3SS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 95: Primer F3SA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 96: Primer F3RS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 97: Primer F3RA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 98: Aminokyselinova sekvence verze "b" V oblasti zuslechténého
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje
SEQ ID NO: 99: Aminokyselinova sekvence verze "b" V oblasti zu$lechténého
fetézce
SEQ ID NO: 100: Aminokyselinova sekvence verze "c" V oblasti zuSlechténého
Ffetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje
SEQ ID NO: 101: Aminokyselinova sekvence verze "c" V oblasti zu$lecht&éného
fetdzce w
SEQ ID NO: 102: Primer F2SS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 103: Primer F2SA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 104: Primer F2XS pro zaménu FR
SEQ ID NO: 105: Primer F2XA pro zaménu FR
SEQ ID NO: 106: Aminokyselinova sekvence verze "b1" V oblasti zuslechténého
fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kéduje
SEQ ID NO: 107: Aminokyselinova sekvence verze "b1" V oblasti zuSlechténého
fetézce
SEQ ID NO: 108: Aminokyselinova sekvence verze "b2" V oblasti zuslechténého

fetézce a nukleotidova sekvence, ktera ji kdduje
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SEQ ID NO: 109: Aminokyselinova sekvence verze "b2" V oblasti zuslechténého L
fetézce
SEQ ID NO: 110: Aminokyselinova sekvence FR1 vech verzi V oblasti zuslechténého
H fetézce
SEQ ID NO: 111: Aminokyselinova sekvence FR2 verzi "a" az "j" V oblasti
zuslechténého H fetézce
SEQ ID NO: 112: Aminokyselinova sekvence FR2 verzi "b1" a "d1" V oblasti
zuslechténého H fetézce
SEQ ID NO: 113: Aminokyselinova sekvence FR2 verzi "b3" a "d3" V oblasti
zuslechténého H fetézce
SEQ ID NO: 114: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "a" V oblasti zuSlechténeho H
fetézce
SEQ ID NO: 115: Aminokyselinova sekvence FR3 verzi "b", ,b1“ a ,b3“ V oblasti
zu$lechténého H fetézce
SEQ ID NO: 116: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "c" V oblasti zuSlechténého H
fetézce
SEQ ID NO: 117: Aminokyselinova sekvence FR3 verzi "d", ,d1“ a ,d3“ V oblasti
zuslechténého H fetézce
SEQ ID NO: 118: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "e" V oblasti zuSlechténého H
SEQ ID NO: 119: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "f' V oblasti zuSlechténého H
SEQ ID NO: 120: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "g" V oblasti zu$lechténého H
SEQ ID NO: 121: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "h" V oblasti zu$lechténého H
SEQ ID NO: 122: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "i" V oblasti zuSlechténého H
SEQ ID NO: 123: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "j" V oblasti zuslechténého H
SEQ ID NO: 124: Aminokyselinova sekvence FR4 v8ech verzi V oblasti zuSlechténého
H fetézce
SEQ ID NO: 125: Aminokyselinova sekvence FR1 v8ech verzi V oblasti zuslechténého
L fetézce
SEQ ID NO: 126: Aminokyselinova sekvence FR2 verzi "a", ,b* a ,c* V oblasti
zuSlechténého L fetézce

SEQ ID NO: 127: Aminokyselinova sekvence FR2 verze "b1" V oblasti zuslechténého L

fetézce
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SEQ ID NO: 128: Aminokyselinova sekvence FR2 verze "b2" V oblasti zuSlechténého L
fetézce
SEQ ID NO: 129: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "a" V oblasti zuslechténého L
retézce
SEQ ID NO: 130: Aminokyselinova sekvence FR3 verzi "b", ,b1“ a ,b2“ V oblasti
zuSlechténého L fetézce
SEQ ID NO: 131: Aminokyselinova sekvence FR3 verze "c" V oblasti zuSlechténého L
fetézce
SEQ ID NO: 132: Aminokyselinova sekvence FR4 v3ech verzi V oblasti zuslechténého
L fetézce .
SEQ ID NO: 133: Aminokyselinovd sekvence CDR1 v3ech verzi V oblasti
zuslechténého H fetézce
SEQ ID NO: 134: Aminokyselinova sekvence CDR2 vSech verzi V oblasti
zuSlechténého H fetézce
SEQ ID NO: 135: Aminokyselinovd sekvence CDR3 vSech verzi V oblasti
zuSlechténého H retézce
SEQ ID NO: 136: Aminokyselinova sekvence CDR1 vSech verzi V oblasti
zuSlechténého L fetézce
SEQ ID NO: 137: Aminokyselinovd sekvence CDR2 vSech verzi V oblasti
zuSlechténého L fetézce
SEQ ID NO: 138: Aminokyselinovda sekvence CDR3 v8ech verzi V oblasti
zuSlechténého L fetézce
SEQ ID NO: 139: Aminokyselinova sekvence V oblasti H fetézce myS8i monoklonalni
protilatky ATR-2 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 140: Aminokyselinova sekvence V oblasti H fetézce mysi monoklonaini
protilatky ATR-3 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 141: Aminokyselinova sekvence V oblasti H fetézce mys$i monoklonaini
protilatky ATR-4 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 142: Aminokyselinova sekvence V oblasti H fetézce mysi monoklonalni
protilatky ATR-5 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 143: Aminokyselinova sekvence V oblasti H fetézce my$i monoklonalni
protilatky ATR-7 proti lidskému TF
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SEQ ID NO: 144: Aminokyselinova sekvence V oblasti H fetézce mySi monoklonalni

protilatky ATR-8 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 145: Aminokyselinova sekvence V oblasti
protilatky ATR-2 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 146: Aminokyselinova sekvence V oblasti
protilatky ATR-3 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 147: Aminokyselinova sekvence V oblasti
protilatky ATR-4 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 148: Aminokyselinova sekvence V oblasti
protilatky ATR-5 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 149: Aminokyselinova sekvence V oblasti
protilatky ATR-7 proti lidskému TF
SEQ ID NO: 150: Aminokyselinova sekvence V oblasti
protilatky ATR-8 proti lidskému TF

L Fetézce mysSi

L Fetézce mysSi

L fetézce mysi

L fetézce mysSi

L fetézce mysi

L fetézce mysSi

monoklonalni

monoklonalni

monoklonalni

monoklonalni

monoklonalni

monoklonalni

SEQ ID NO: 151: Aminokyselinova sekvence rozpustného lidského TF a nukleotidova

sekvence, ktera ji kéduje

SEQ ID NO: 152: Aminokyselinova sekvence rozpustného lidského TF
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PATENTOVE NAROKY PV#m0-1g04
P304
Chimerni tézky (H) fetézec, obsahujici variabilni (V) oblast H fetézce mysi
monoklonalni protilatky proti lidskému tkanovému faktoru (TF) a konstantni (C)
oblast H fet&zce lidské protilatky, pficemz uvedena V oblast H fetézce ma
kteroukoli z nasledujicich aminokyselinovych sekvenci:
(1) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 139 (ATR-2),
(2) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 140 (ATR-3),
(3) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 141 (ATR-4),
(4) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 142 (ATR-5),
(5) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 143 (ATR-7),
(6) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 144 (ATR-8).

Chimerni H fetézec podle naroku 1, kde uvedena V oblast H fetézce ma

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 142.

Chimerni H fetézec podle narok(i 1 nebo 2, kde uvedena C oblast H Fetézce je
oblast Cy1, Cy2, Cy3 nebo Cy4.

Chimerni H fet&zec podle kteréhokoli z narokli 1 az 3, kde uvedena V oblast H
fetézce ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 142 a uvedena C oblast H

fetézce je oblast Cy4.

Chimerni lehky (L) fetézec obsahujici V oblast L fetézce mySi monoklonaini
protilatky proti lidskému TF a C oblast L fetézce lidské protilatky, pfiemz
uvedena V oblast L fetézce ma kteroukoli z nasledujicich aminokyselinovych
sekvenci:

(1) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 145 (ATR-2),

(2) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 146 (ATR-3),

(3) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 147 (ATR-4),

(4) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 148 (ATR-5),

(5) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 149 (ATR-7),

(6) aminokyselinova sekvence SEQ ID NO: 150 (ATR-8).
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Chimerni L fetézec podle naroku 5, kde uvedena V oblast H fetézce ma

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 148.

Chimerni L fetézec podle narokl 5 nebo 6, kde uvedena C oblast L fetézce je

oblast CA nebo Ck.

Chimerni L fetézec podie kteréhokoli z naroki 5 az 7, kde uvedena V oblast L
fetézce ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 148 a uvedena C oblast L

fetézce je oblast Ck.

Chimerni protilatka proti lidskému TF obsahujici chimerni H fetézec podle

kteréhokoli z narok(i 1 aZ 4 a chimerni L Fet&zec podle kteréhokoli z narokl 5 aZ
8.

Chimerni protilatka proti lidskému TF obsahujici chimerni H fetézec podle
kteréhokoli z naroki 1 aZ 4 a chimerni L fetézec podle kteréhokoli z narokl 5 az

8.

V oblast zuslecht&ného H fetézce, obsahujiciho oblast uréujici komplementaritu
(CDR) z V oblasti H fetézce my8i monoklonalni protilatky proti lidskému TF a
podplrnou oblast (FR) V oblasti H fetézce lidské protilatky, pficemz uvedené
CDRs obsahuji nasledujici aminokyselinové sekvence:

H-CDR1: Asp Tyr Tyr Met His (SEQ ID NO: 133),

H-CDR2: Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro Lys Phe GIn Gly
(SEQ ID NO: 134) a

H-CDR3: Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr (SEQ ID NO: 135).

V oblast zuslechténého H ietézce, kde uvedené FRs obsahuji néasleduijici
aminokyselinové sekvence:

H-FR1: GIn Val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr Ser
Val Lys lle Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn lle Lys (SEQ ID NO: 110),

HFR-2: kterakoli z nasledujicich sekvenci (1) az (3):
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(1) Trp Val Lys GlIn Arg Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp lle Gly (SEQ ID NO: 111),
(2) Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met Gly (SEQ ID NO: 112),
(3) Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly GiIn Gly Leu Glu Trp lle Gly (S§EQ ID NO: 113),
H-FR3: kterakoli z nasledujicich sekvenci (1) az (10):
(1) Arg Ala Lys Leu Thr Ala Ala Thr Ser Ala Ser lle Ala Tyr Leu Glu Phe Ser Ser
Leu Thr Asn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 114),
(2) Arg Val Thr lle Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser
Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 115),
(3) Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Arg Leu Ser
Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 116),
(4) Arg Val Thr lle Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser
Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 117),
(5) Arg Val Ser lle Thr Ala Asp Glu Ser Thr Lys lle Ala Tyr Met Glu Leu Asn Ser
Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 118),
(6) Arg Val Thr lle Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg Ser
Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 119),
(7) Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser
Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Ser Cys Ala Arg (SEQ 1D NO: 120),
(8) Arg Val Thr Met Ser Ata Asp Lys Ser Ser Ser Ala Ala Tyr Leu GIn Trp Thr Ser
Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala lle Tyr Phe Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 121),
(9) Arg Val Thr lie Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Phe Met Glu Leu Ser Ser
Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 122) a
(10) Arg Val Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ala Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg
Ser Leu Arg Ser Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg (SEQ ID NO: 123)
a
FR4: Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser (SEQ ID NO: 124).
(3) Voblast zu$lechténého H fetézce podie narokli 11 nebo 12, kterda ma
aminokyselinovou sekvenci, ktera je uvedena v SEQ ID NO: 30 (verze a), SEQ
ID NO: 40 (verze b), SEQ ID NO: 42 (verze c¢), SEQ ID NO: 50 (verze d), SEQ
ID NO: 52 (verze e), SEQ ID NO: 58 (verze f), SEQ ID NO: 60 (verze g), SEQ

ID NO: 64 (verze h), SEQ ID NO: 70 (verze i), SEQ ID NO: 72 (verze j), SEQ ID
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NO: 76 (verze b1), SEQ ID NO: 78 (verze d1), SEQ ID NO: 82 (verze b3) nebo
SEQ ID NO: 84 (verze d3).

V oblast zuslechténého H fetézce podle kteréhokoli z narokt 11 az 12, ktera ma

aminokyselinovou sekvenci, ktera je uvedena v SEQ ID NO: 40 (verze b).

V oblast zu$lechténého H fetézce podle kteréhokoli z naroki 11 az 12, ktera ma

aminokyselinovou sekvenci, ktera je uvedena v SEQ ID NO: 70 (verze i).

V oblast zuslechténého L fetézce, obsahujici CDRs V oblasti zuslechténého L
fetézce z mys$i monoklonalni protilatky proti lidskému TF a FRs V oblasti
lidského L fetézce, kde uvedené CDRs zahrnuji nasledujici aminokyselinové
sekvence:

L-CDR1: Lys Ala Ser GIn Asp lle Lys Ser Phe Leu Ser (SEQ ID NO: 136),
L-CDR2: Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp (SEQ ID NO: 137) a

L-CDR3: Leu GIn His Gly Glu Ser Pro Tyr Thr (SEQ ID NO: 138).

V oblast zuslechténého L fetézce podle naroku 16 nebo 12, kde uvedené FRs

zahrnuji nasledujici aminokyselinové sekvence:

L-FR1: Asp lle GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg

Val Thr lle Thr Cys (SEQ ID NO: 125),

L-FR2: kterakoli z nasledujicich sekvenci (1) az (3):

(1) Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr (SEQ ID NO:
126),

(2) Trp Phe GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu lle Tyr (SEQ ID NO:
127) a

(3) Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu lle Tyr (SEQ ID NO:
128),

L-FR3: kterakoli z nasledujicich sekvenci (1) az (3):

(1) Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys (SEQ ID NO: 129),

(2) Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr lle
Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys (SEQ ID NO: 130) a
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(3) Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr lle
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp lle Ala Thr Tyr Tyr Cys (SEQ ID NO: 131) a
L-FR4: Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys (SEQ ID NO: 132).

V oblast zuSlechténého L Ffetézce podle narokii 16 nebo 17, ktera ma
aminokyselinovou sekvenci, ktera je uvedena v SEQ ID NO: 93 (verze a), SEQ
ID NO: 99 (verze b), SEQ ID NO: 101 (verze c), SEQ ID NO: 107 (verze b1)
nebo SEQ ID NO: 109 (verze b2).

V oblast zuSlechténého L fetézce podle kteréhokoli z narok(i 16 aZz 18, ktera ma

aminokyselinovou sekvenci, ktera je uvedena v SEQ ID NO: 99 (verze b).

V oblast zuSlechténého L fetézce podle kteréhokoli z narokli 16 az 18, ktera ma

aminokyselinovou sekvenci, ktera je uvedena v SEQ ID NO: 109 (verze b2).

ZuSlechtény H fetézec protilatky proti lidskému TF, kde uvedeny fetézec
obsahuje V oblast zuSlechténého H fetézce podle kteréhokoli z narokd 11 az 15,

a C oblast H fetézce lidské protilatky.

ZuSlechtény H fetézec protilatky proti lidskému TF, kde uvedeny fetézec

obsahuje V oblast (verzi b) zuSlechténého H retézce podle naroku 14, a C oblast

H fetézce lidské protilatky.

ZuSlechtény H fetézec protilatky proti lidskému TF, kde uvedeny fetézec
obsahuje V oblast (verzi i) zuSlecht&éného H Fetézce podle naroku 15, a C oblast

H fetézce lidské protilatky.

ZuSlechtény H fetézec podle kteréhokoli z narok(i 21 az 23, kde uvedena C

oblast H fetézce lidské protilatky je Cy1, Cy2, Cy3 nebo Cy4.

ZuSlechtény L fetézec protilatky proti lidskému TF, kde uvedeny fetézec
obsahuje V oblast zuslechténého L fetézce podle kteréhokoli z narokl 16 az 20,

a C oblast L fetézce lidské protilatky.
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Zu$lechtény L fetézec protilatky proti lidskému TF, kde uvedeny fetézec
obsahuje V oblast (verzi b) zu$lechténého L fetézce podle naroku 19, a C oblast

L fetézce lidské protilatky.

Zuslechtény L fetézec protilatky proti lidskému TF, kde uvedeny fetézec
obsahuje V oblast (verzi b2) zuslechténého L fetézce podle naroku 20, a

C oblast L fetézce lidské protilatky.

Zuslechtény L fetézec podle kteréhokoli z narokll 25 aZ 27, kde uvedena C

oblast L fetézce lidské protilatky je CA nebo Ck.

Zuslechténa protilatka proti lidskému TF, kde uvedena protilatka obsahuje
zuslecht&ny H fetézec podle kteréhokoli z narokl 21 aZ 27, a zuslechtény L

fetézec podle kteréhokoli z narokil 25 aZ 28.

Zuslechténa protilatka proti lidskému TF, kde uvedena protilatka obsahuje
zuslechtény H Fetézec (verzi b) podle naroku 22, a zuslechtény L fetézec (verzi

b) podle naroku 26.

Zu$lechténa protilatka proti lidskému TF, kde uvedena protilatka obsahuje
zuslechtény H fetézec (verzi i) podle naroku 23, a zuSlechtény L fetézec (verzi

b) podle naroku 26.

Zu$lechténa protilatka proti lidskému TF, kde uvedena protilatka obsahuje
zuslechtény H fetézec (verzi i) podle naroku 23, a zuSlechtény L fetézec (verzi
b2) podle naroku 27.

DNA kédujici chimerni H fetézec podle kteréhokoli z naroki 1 aZ 4.

DNA kéduijici chimerni H fetézec podle kteréhokoli z narokl 2 az 4.

DNA kédujici chimerni L fetézec podle kteréhokoli z naroki 5 azZ 8.
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DNA kdéduijici chimerni L fetézec podle kteréhokoli z narokl 6 az 8.

DNA kodujici V oblast zuslechténého H fetézce podle kteréhokoli z narokl 11 az
15.

DNA kédujici V oblast zuslechténého H fetézce (verzi b) podle naroku 14.
DNA kédujici V oblast zuslechténého H fetézce (verzi i) podle naroku 15.

DNA kéduijici V oblast zuslechténého L fetézce podle kteréhokoli z narokd 16 az
20.

DNA kédujici V oblast zuslechténého L fetézce (verzi b) podie naroku 19.
DNA kédujici V oblast zuslechténého L fetézce (verzi b2) podle naroku 20.
DNA kédujici zuslechtény H fetézec podle kteréhokoli z narokl 21 az 24.
DNA kédujici zuslechtény H fetézec (verzi b) podle naroku 22 nebo 24.
DNA kéduijici zuslechtény H fetézec (verzi i) podle néréku 23 nebo 24.
DNA kodujici zuSlechtény L fetézec podie kteréhokoli z narokl 25 az 28.
DNA kédujici zuSlechtény L fetézec (verzi b) podie naroku 26 nebo 28.

DNA kédujici zuslechtény L ietézec (verzi b2) podle naroku 27 nebo 28.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici chimerni fetézec H podle naroku

33.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici chimerni fetézec H podle naroku

34.
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Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kddujici chimerni fetézec L podle naroku
35.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici chimerni fetézec L podle naroku
36.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici chimerni fetézec H podle naroku

33 a DNA kédujici chimerni fetézec L podle naroku 35.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici chimerni fetézec H podie naroku

34 a DNA koédujici chimerni fetézec L podle naroku 36.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici zuslechtény fetézec H podle

naroku 43.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici verzi b zuSlechténého fetézce H

podle naroku 44.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici verzi i zuSlechténého retézce H

podle naroku 45.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici zuSlechtény fetézec L podie

naroku 46.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kddujici verzi b zuslechténého fetézce L

podle naroku 47.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici verzi b2 zuSlechténého fetézce L

podle naroku 48.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici zusSlechtény fetézec H podle

naroku 43 a DNA kédujici zuslechtény fetézec L podle naroku 46.
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Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici verzi b zuslechténého fetézce H
podle naroku 44 a DNA kédujici verzi h zuSlechténého fetézce L podle naroku
47.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA kédujici verzi i zuSlechténého fetézce H
podle naroku 45 a DNA kédujici verzi b zuslechténého retézce L podle naroku

47.

Expresni vektor, ktery obsahuje DNA koédujici verzi i zuslechténého fetézce H
podle naroku 45 a DNA kédujici verzi b2 zuSlechténého fetézce L podle naroku
48.

Hostitel transformovany expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA kédujici
chimerni fetézec H podle naroku 49 a expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA

kodujici chimerni fetézec L podle naroku 51.

Hostitel transformovany expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA kédujici
chimerni fetézec H podle naroku 50 a expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA

kodujici chimerni fetézec L podle naroku 52.

Hostitel transformovany expresnim vektorem podle naroku 53.

Hostitel transformovany expresnim vektorem podle naroku 54.

Hostitel transformovany expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA kodujici
zuSlechtény fetézec H podle naroku 55 a expresnim vektorem, ktery obsahuje
DNA kéduijici zuslechtény fetézec L podle naroku 58.

Hostitel transformovany expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA kédujici verzi

b zu$lechténého fetézce H podle naroku 56 a expresnim vektorem, ktery
obsahuje DNA kédujici verzi b zuSlechténého fetézce L podle naroku 59.
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Hostitel transformovany expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA kéduijici verzi i
zuSlechté&ného fetézce H podie naroku 57 a expresnim vektorem, ktery obsahuje

DNA kéduijici verzi b2 zuslechténého ietézce L podie naroku 6.
Hostitel transformovany expresnim vektorem podie naroku 61.
Hostitel transformovany expresnim vektorem podle naroku 62.
Hostitel transformovany expresnim vektorem podle naroku 63.
Hostitel transformovany expresnim vektorem podle naroku 64.

Hostitel transformovany expresnim vektorem, ktery obsahuje DNA kédujici verzi i
zuslechténého fetézce H podle naroku 57 a expresnim vektorem, ktery obsahuje

DNA kédujici verzi b zuslechténého fetézce L podle naroku 59.

Zpusob piipravy chimerni protilatky proti lidskému TF, vyznacujici se
t i m, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 65 a odebirani chimerni

protilatky z uvedené kultury.

ZpUsob pripravy chimerni protilatky proti lidskému TF, vyznacdujici se
t i m, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 66 a odebirani chimerni

protilatky z uvedené kultury.

Zpusob pfipravy chimerni protilatky proti lidskému TF, vyznadujici se
t i m, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 67 a odebirani chimerni

protilatky z uvedené kultury.

Zpusob pripravy chimerni protilatky proti lidskému TF, vyznacdujici se
t i m, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 68 a odebirani chimerni

protilatky z uvedené kultury.
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ZpUsob pfipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vyznadéujici
se t i m, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 69 a odebirani

zuslechténé protilatky z uvedené kultury.

ZpUsob pfipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vyznadujici
se tim, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 70 a odebirani

zuSlechténé protilatky z uvedené kultury.

Zpusob pfipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vyznacdujici
se t i m, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 71 a odebirani

zuslechténé protilatky z uvedené kultury.

ZpUsob piipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vy znadujici
se tim, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 72 a odebirani

zuSlechténé protilatky z uvedené kultury.

Zpusob pfipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vyznacdujici
se t i m, Z2Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 73 a odebirani

zu$lechténé protilatky z uvedené kultury.

Zpisob pfipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vyznacdujici
se tim, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 74 a odebirani

zuSlechténé protilatky z uvedené kultury.

Zpusob pfiipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vyznacdujici
se tim, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 75 a odebirani

zuSlechténé protilatky z uvedené kultury.

Zpusob pfipravy zuslechténé protilatky proti lidskému TF, vyznacdujici
se t i m, Ze obsahuje kultivaci hostitele podle naroku 76 a odebirani

zu$lechténé protilatky z uvedené kultury.
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89. Zplsob pripravy pfirozené zuslechténé protilatky, ktera ma oblasti uréujici
komplementaritu (CDRs) odvozeny z jiného organizmu nez ¢lovéka a podplrnou
oblast (FR) ma odvozenu z pfirozené lidské protilatky a ktera ma sniZenou
imunogenitu, vyznacujici se tim Z2e obsahuje kroky:

(1) pfiprava monoklonalni protilatky u jiného organizmu nez ¢lovéka, reaguijici
proti zajmovému antigenu;

(2) priprava mnozstvi druhl lidskych protilatek, které maji vysokou homologii
s aminokyselinovymi sekvencemi v FRs monoklonainich protilatek, které
jsou uvedeny vyse v bodé (1);

(3) zaména &ty FRs jedné lidské protilatky, které jsou uvedeny vySe v bodé (2)
za odpovidajici FRs monoklonalni protilatky jiného organizmu neZ &lovéka,
ktera je uvedena vyse v bodé (1) a vytvofit prvni zuslechténou protilatku;

(4) uréeni schopnosti zuSlechténé protilatky, které je pfipravena vyse v bodé (3)
vazat se k antigenu nebo neutralizovat biologickou aktivitu antigenu;

(5) zaména jedné az tfi FRs zuslechténé protilatky, které je pfipravena vyse
v bodé (3) za odpovidajici FRs lidské protilatky, které se li8i od protilatky
pouzité v bodé (3), u lidskych protilatek, pfipravenych v bodé (2) a vytvoiit
druhou zuslechténou protilatku;

(6) porovnani schopnosti druhé zuslechténé protilatky, vytvofené vySe v bodé
(5) a prvni zuSlechténé protilatky, vytvofené vySe v bodé (3) vazat se
k antigenu nebo neutralizovat biologickou aktivitu antigenu a tim vybrat
zuslechténou protilatku, ktera ma vyhodné;jsi aktivitu;

(7) provedeni vySe uvedenych kroki (3) az (6) u zuslechténé protilatky, vybrané
vy$e v bodé (6); a

(8) opakovani vySe uvedenych krokli (3) az (6) dokud se nepodafi ziskat
zuSlechténou protilatku, ktera ma aktivitu odpovidajici monoklonalni

protilatce jiného Zivodicha nez je &lovék, uvedené vyse v bodé (1).

90. Zpusob pfipravy podle naroku 89, vyznacujici se tim, Ze uvedeny
antigen o ktery jde, je lidsky tkanovy faktor (TF).

91. Zuslechténa protilatka, pfipravena zplsobem pfipravy podle naroku 89.
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92. Zuslechténa protilatka, pfipravena zplsobem pfipravy podle naroku 90.

93. Lécebné &inidlo pro syndrom roztrouSené nitrozilni srazlivosti (DIC), vyznadu-

jici se tim, Ze obsahuje zuslechténou protilatku podle kteréhokoli z narokl
29 az 32 a naroku 92.



<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

SEZNAM SEKVENCT
CHUGATI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA
ZuSlechté&né protilatky proti lidskému tkénovému
faktoru (TF) a zpUsob pfipravy zuSlechténych
protiléatek

G821

JpP 10-91850
1998-04-03

152

1

28

DNA

Uméléd sekvence

Primer MHC-G1

1

ggatcccggg ccagtggata gacagatg

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

<220>

2
27
DNA

Uméléa sekvence

1/98

28




<223>

<400>

ggatcccggg agtggataga ccgatgg

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

<220>
<223>

<400>

ggatcccggg tggatggtgg gaagatg

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

<220>
<223>

<400>

Primer MHC-GZa

2

3
27
DNA

Umé&la sekvence

Primer MKC

3

4
17
DNA

Uméla sekvence

M13 Primer M4

4

gttttececag tcacgac

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

<220>

5
17
DNA

Uméla sekvence

2/98

27

27

17



<223>

<400>

M13 Primer RV

5

caggaaacag ctatgac

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg gaa
Met Glu

gte cac
Val His

cct ggg
Pro Gly
15
act gac
Thr Asp
30
gag tgg
Glu Trp

tgg

tct

Ser

gect
Ala

tac

Tyr

att
Ile

6
411
DNA

Mys

signédlni peptid

(1) ...(57)

maturovany peptid
(58)...(441)

Nukleotidovad sekvence kdédujici V oblast H fetézce

my$5i monoklondlni protilatky ATR-2 proti TF

agc

Ser

gag
Glu

tca

Ser

aac

Asn

gga
Gly

tag
Trp

ate
Ile

gtg
Val

atg
Met

tat
Tyr
50

atc
Ile

cag
Gln

aag

Lys

tac
Tyr

35
att
Ile

ttt cte
Phe Leu

ctg cag
Leu Gln

gta tcc
Val Ser
20

tgg gtg
Trp Val

gat cct
Asp Pro

tte cte
Phe Leu

-10
cag tect
Gln Ser

tge aag
Cys Lys

aag cag
Lys Gln

tac aat

Tyr Asn
55

3/98

ctg

Leu

gga
Gly

gct
Ala

agce
Ser
40

ggt
Gly

tca

Ser

cct

Pro

tct
Ser

25
cat

His

ggt
Gly

gga
Gly

gag
Glu

10
ggt
Gly

gga
Gly

act

Thr

act
Thr

ctg
Leu

tac

Tyr

aag

Lys

atc

Ile

aca
Thr

gtg
Val

tca

Ser

age

Ser

tac
Tyr
60

ggt
Gly

aag
Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

45
aac

Asn

(A X X J
cteoe

17

48

96

144

192

240



cag aag
Gln Lys

aca gcc
Thr Ala

tat tac

95
caa ggc
Gln Gly
110

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg gaa
Met Glu

gte cac

Val His

tte
Phe

tte
Phe

80
tgt
Cys

acc
Thr

tgg
Trp

tet

Ser

aag
Lys

65
atg
Met

gca
Ala

act
Thr

411
DNA
MysS

gge
Gly

cat

His

aga
Arg

cte

Leu

aag gcce
Lys Ala

ctc aac

Leu Asn

gga ggg
Gly Gly

100
aca gtc
Thr val
115

aca

Thr

age
Ser

85
gaa
Glu

tce

Ser

signalni peptid
(1)...(57)

ttg act gtt gac aag teec tee age
Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser
70 75
ctg aca tct gag gac tct gca gtec
Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
90
ggg tac tac ttt gac tac tgg ggc
Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
105
tca

Ser

maturovany peptid
(58)...(441)

Nukleotidova sekvence kdédujici V oblast H fetézce

mySi monoklon&lni protilatky ATR-3 proti TF

agc

Ser

gag
Glu

tgg atc ttt cte ttce cte ctg tca gga act aca ggt
Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Thr Gly

-15

-10 ~5

ate cag ctg cag cag tct gga cct gag ctg gtg aag
Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys

5

10

4/98

eeee

288

336

384

411

48

96




cct

Pro

act
Thr

30
gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat

caa

Gln
110

999
Gly

15
gac
Asp

tgg
Trp

aag

Lys

gee
Ala

tac
Tyr
95

ggce
Gly

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

get
Ala

tac

att
Ile

ttc
Phe

tte
Phe

80
tgt
Cys

acce
Thr

tca gtg
Ser Val

aac atg
Asn Met

gga tat
Gly Tyr
50

aag ggc
Lys Gly
65
atg cat
Met His

gca aga
Ala Arg

act cte
Thr Leu

408
DNA

My$

aag

Lys

tac
Tyx

35
att
Ile

aag

Lys

cte

Leu

gga
Gly

aca
Thr
115

gta
Val

20
tgg
Trp

gat
Asp

gce

aac
Asn

gg9
Gly
100
gtc
Val

tee

Ser

gtg
Val

cct

Pro

aca

Thr

agce
Ser

85
gaa
Glu

tce

Ser

signadlni peptid

(1)...(57)

tge
Cys

aag

Lys

tac
Tyr

ttg
Leu

70
ctg

999

Gly

tca

Ser

maturovany peptid
(58)...(408)

Nukleotidovd sekvence kédujici V oblast H fetézce

mySi monoklondlni protiladtky ATR-4 proti TF

aag

Lys

cag

Gln

aat
Asn

55
act
Thr

aca
Thr

tac

Tyr

5/98

get
Ala

agc
Ser
40

ggt
Gly

gtt
vVal

tet

Ser

tac

Tyr

tet
Ser

25
cat

His

ggt
Gly

gac
Asp

gag
Glu

ttt
Phe
105

ggt
Gly

gga
Gly

act
Thr

aag

Lys

gac
Asp

90
gac

Asp

tac

Tyr

aag

Lys

atce
Ile

tece
Ser

75
tet

Ser

tac

Tyr

teca

Ser

age
Ser

Tyr
60
tce

Ser

gca
Ala

tgg
Trp

tte
Phe

ctt
Leu

45
aac
Asn

age

Ser

gtc
Val

ggc
Gly

144

192

240

288

336

384

411



<400>

atg
Met

gte
val

cca

Pro

aaa
Lys

30
gag
Glu

ceg
Pro

aca
Thr

tat
Tyr

gga
Gly
110

aaa

Lys

aat

Asn

999
Gly

15
gac

Asp

tgg
Trp

aag

Lys

gce
Ala

tac
Tyr

95
acc
Thx

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

tge
Cys

tca

Ser

gce
Ala

tac

Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
80
tgt

Cys

tca

Ser

8
agc

Ser

gag
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

gga
Gly

cag
Gln

65
ctg

Leu

gat
Asp

gtc
val

408
DNA

tgg
Trp
-15
gtt
Val

gte
Vval

atg
Met

ttg
Leu

50
ggce
Gly

cag
Gln

aga

Arg

acc

Thr

gte
Val

cag

Gln

aag

Lys

cac
His

35
att
Ile

aag

Lys

cte

Leu

gac

Asp

gtc
val
115

atc
Ile

ctg

Leu

ttg
Leu

20
tgg
Trp

gat
Asp

gee

agc

Ser

teg
Ser
100
tee

Ser

tte
Phe

cag
Gln

tece

Ser

gtg
Val

cct

Pro

agt

Ser

age
Ser
85

gge
Gly

tca

Ser

signadlni peptid

(1)...(57)

tte
Phe

cag
Gln

tge

aag

Lys

caa
Gln

ata
Ile

70
ctg
Leu

tat
Tyr

ctg
Leu

tct

Ser

aaa

Lys

cag

Gln

aat
Asn

55
aca
Thr

aca
Thr

get
Ala

6/98

atg
Met

ggg
Gly

gct
Ala

agyg
Axrg

40
ggt
Gly

gca
Ala

tct

Ser

atg
Met

gca
Ala

gect
Ala

tct
Ser

25
cct

Pro

aat
Asn

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp
105

gtg gtt

Val

gag
Glu

10
ggce
Gly

gaa
Glu

act
Thr

aca
Thr

gac
Asp
90

tac

Tyr

val

ctt

Leu

tte
Phe

cag

Gln

ata
Ile

tee
Ser

75
act
Thr

tgg
Trp

aca
Thr

gtg
Val

aac

Asn

ggce
Gly

tat
Tyr

60
tee

Ser

gece
Ala

ggt
Gly

g99
Gly

agg
Arg

att
Ile

ctg
Leu

45
gac

Asp

aac

gtc

Val

caa

Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

408



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg
Met

gtc
val

cca

Pro

aaa
Lys

30
gag
Glu

ccg

Pro

aca
Thr

tat

gga

Gly
110

aaa

Lys

aat
Asn

ggg
Gly

15
gac
Asp

tgg
Trp

aaa

Lys

gce

tte
Phe

95
acc
Thr

<210>
<211>

tgce
Cys

tca

Ser

gce
Ala

Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

80
tgt
Cys

tca

Ser

maturovany peptid
(58)...(408)

Nukleotidova sekvence kddujici V oblast H fetézce

mySi monoklondlni protilatky ATR-5 proti TF

age

Ser

gag
Glu

tta

Leu

tat
Tyr

gga
Gly

cag
Gln

65
ctg

Leu

get
Ala

gte
Val

10
411

tgg gtc ate

Trp

gtt
Val

gte
val

atg
Met

gg9g
Gly

50
ggc
Gly

cag
Gln

aga
Arg

acc
Thrx

val

cag
Gln

aag

Lys

cac
His

35
aat

Asn

aag

Lys

cte

Leu

gac
Asp

gtec
vVal
115

Ile

ctg

Leu

ttg
Leu

20
tgg
Trp

gat
Asp

gce
Ala

agc

Ser

teg
Ser
100
tece

Ser

tte
Phe

cag
Gln

tcc

Ser

gtg
Val

cct

Pro

agt

Ser

age
Ser

85
gge
Gly

tca

Ser

tte
Phe

cag
Gln

tge
Cys

aag

Lys

gcg
Ala

ata
Ile

70
ctg

Leu

tat
Tyr

ctg atg
Leu Met
-10

gca
Ala

gtg gtt

val

Val

tet ggg act aac ctt

Ser Gly

aaa ggt
Lys Gly

cag agg
Gln Arg

40
aat ggt
Asn Gly

55

aca gca
Thr Ala

aca tct

Thr Ser

gct atg
Ala Met

7/98

Thr

tect
Ser

25
cct

Pro

cat

His

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp
105

Asn
10

ggc
Gly

gaa
Glu

agt

Ser

aca
Thr

gac
Asp

90
tac

Tyr

Leu

tte
Phe

cag

Gln

atg
Met

tee
Ser

75
act
Thr

tgg
Trp

aca
Thr

gtg
Val

aac

Asn

ggce
Gly

tat
Tyr

60
tee

Ser

gce
Ala

agt
Gly

gg9g
Gly

agg
Arg

att
Ile

ctg
Leu

45
gac
Asp

aac

Asn

gtc
val

caa

Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

408



<212>

<213>

<220>
<221>

<222>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

atg

gte
val

cct

Pro

cct
Pro

30
gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

gaa
Glu

cac

His

ggg9
Gly

15
gac
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

gee
Ala

tgg
Trp

tet

Ser

tct

Ser

Tyr

att
Ile

tte
Phe

ttc
Phe
80

DNA

MyS

signalni peptid

(1) ...(57)

maturovany peptid
(58)...(411)

Nukleotidova sekvence kdédujici V oblast H Fetézce

my3i monoklondlni protiladtky ATR-7 proti TF

10

agce tgg
Ser Txp

gac atc

Asp Ile
1

teca gtg

Ser Vval

aac ata

Asn Ile

gga tat
Gly Tyr

50
aac gac
Asn Asp

65

atg cat
Met His

atc
Ile

cag
Gln

aag

Lys

tte
Phe

35
att
Ile

aag

Lys

cte

Leu

ttt
Phe

ctg
Leu

gta
val

20
tgg
Trp

gat
Asp

gce
Ala

aac

Asn

cte

Leu

cag
Gln

tce

Ser

gtg
Vgl

cct

Pro

aca
Thr

agc
Ser
85

tte
Phe

cag
Gln

tge
Cys

aag

Lys

tac
Tyr

ttg
Leu

70
cta

Leu

ctc
Leu
-10
tect

Ser

aag

Lys

cag
Gln

act
Thr

55
act
Thr

aca

Thr

8/98

ctg

gga
Gly

gct

age
Ser
40

ggt
Gly

gtt
Val

tet

Ser

tca

Ser

cect

Pro

tct
Ser

25
cat

His

agt
Gly

gac

Asp

gag
Glu

gga act aca

Gly

gag
Glu

10
ggt
Gly

gga
Gly

act

Thr

aag

Lys

gac
Asp
90

Thr

ctg

tac

Tyr

aag

Lys

ggc
Gly

tece
Ser

75
tct

Ser

Thr

gtg
Val

tca

Ser

agce

Ser

tac

60

tce

Ser

gca
Ala

ggt
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctt
Leu

45
aac

Asn

agce

Ser

gte
Val

48

96

144

192

240

288

336




tat tac tgt

Tyr Tyr
95

Cys

caa ggg act

Gln Gly
110

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg gaa
Met Glu

gtc cac
Val His

cct ggg
Pro Gly

15
act gac
Thr Asp

30

Thr

tgg
Trp

tet

Ser

gct
Ala

tac

Tyr

gca aga ggt ttc tac tat gat tac gac tgt tac tgg gge

Ala Arg Gly Phe Tyr Tyr Asp Tyr Asp Cys Tyr Trp Gly
100 105
ctg gtc act gtc tct gea
Leu Val Thr Val Ser Ala
115
11
411
DNA
My 3

signdlni peptid
(1)...(57)

maturovany peptid

(58)...(411)

384

411

Nukleotidovad sekvence kédujici V oblast H Fetézce

my5i monoklondlni protildtky ATR-8 proti TF

11

age tgg atc ttt cte ttec ctc ctg teca

Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser
-15 -10

gac atc cag ctg cag cag tct gga cct

Asp Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro

tca gtg aag gta tcc tge aag get tet

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20 25

aac ata ttec tgg gtg aag cag agc cat

Asn Ile Phe Trp Val Lys Gln Ser His
35 40

9/98

gga
Gly

gag
Glu

10
ggt
Gly

gga
Gly

act
Thr

ctg

Leu

tac

Tyr

aag

Lys

aca
Thr

gtg
Val

teca

Ser

age

Ser

ggt
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctt

45

48

96

144

192



gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyxr

caa
Gln
110

tgg
Trp

aag

Lys

gee
Ala

Tyr
95

999
Gly

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg ctec act
Met Leu Thr

att
Ile

ttc
Phe

tte
Phe

80
tgt
Cys

act
Thr

gga tat att gat cct tac act ggt ggt act ggec tac aac 240
Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Thr Gly Gly Thr Gly Tyr Asn
50 55 60
aac gac aag gcc aca ttg act gtt gac aag tcec tce agce 288
Asn Asp Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser
65 70 75
atg cat ctc aac age ctg aca tet gag gac tet gea gte 336
Met His Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
85 90
gca aga ggt ttc tac tat gat tac gac tgt tac tgg ggc 384
Ala Arg Gly Phe Tyr Tyr Asp Tyr Asp Cys Tyr Trp Gly
100 105
ctg gtc act gte tet gea 411

Leu Val Thr Val Ser Ala
115

12

375
DNA
MyS

signalni peptid
(1)...(54)

maturovany peptid
(55)...(375)
Nukleotidova sekvence kédujici V oblast L fetézce

my3i monoklondlni protilédtky ATR-2 proti TF

12

cag cte ctg gga tta ctg ctg cte tgg ttt geca ggt ggt 48
Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Phe Ala Gly Gly

~-15 -10 -5

10/98




aaa

Lys

ctg
Leu

15
aca
Thx

ctg

Leu

agt

Ser

cag

Gln

ccg
Pro
95

tgt
Cys

gga
Gly

tag
Trp

att
Ile

ggt
Gly

gect
Ala

80
tac
Tyr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<221>

<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

gac
Asp

gaa
Glu

tta

Leu

tat

agt
Ser

65
gaa

Glu

acg
Thr

att cag atg

Ile

agt
Ser

gce
Ala

gect
Ala
50

gga
Gly

gat
Asp

tte
Phe

13
375
DNA

Gln

gte
Val

tgg
Trp

35
gca
Ala

tet

Ser

ttt
Phe

gga
Gly

Met

acc
Thr

20
tat
Tyr

acc
Thr

ggc
Gly

gta
val

g99
Gly
100

acc
Thr

atc
Ile

cag
Gln

age

Ser

aca
Thr

agt
Ser
85

gg99
Gly

cag
Gln

aca

Thr

cag
Gln

ttg

Leu

aaa
Lys

70
tat

Tyr

ace
Thr

signdlni peptid

(1) ...(54)

tct cet

Ser Pro

tge ctg
Cys Leu

aaa cca
Lys Pro

40
gca gat
Ala Asp
55
ttt tct
Phe Ser

tac tgt
Tyr Cys

aag ctg
Lys Leu

maturovany peptid
(55)...(375)

Nukleotidovad sekvence kédujici V oblast L retézce

my3i monoklondlni protilatky ATR-3 proti TF

11/98

gce
Ala

gca
Ala
25

gg9g
Gly

gg99g
Gly

tte
Phe

caa

Gln

gaa
Glu
105

tee
Ser

10
agt

Ser

aaa

Lys

gtc
val

aag

Lys

caa
Gln

90
ata
Ile

cag
Gln

cag
Gln

tet

Ser

cca

Pro

ate
Ile

75
ctt

Leu

aaa

Lys

tct

Ser

acc

Thr

cct

Pro

tca
Ser

60
age

Ser

tac

Tyr

Ala

att
Ile

cag
Gln
45

agg
Arg

age

Ser

agt

Ser

Ser

ggt
Gly

30
gtc
Val

tte
Phe

cta

Leu

act

Thr

96

144

192

240

288

336

375




<400>
atg ctc
Met Leu

aaa tgt
Lys Cys

ctg gga
Leu Gly
15

aca tgg
Thr Trp

ctg att
Leu Ile

agt ggt
Ser Gly

cag gct

Gln Ala

80

ceg tac

Pro Tyr
95

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>

act
Thr

gac
Asp

gaa
Glu

tta

tat
Tyr

agt
Ser

65
gaa
Glu

acg

Thr

13

cag ctc ctg gga tta ctg ctg ctc tgg ttt geca
Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Phe Ala

att cag atg acc cag tect cct geec teec cag
Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Gln

agt gtc acc atc aca tgc ctg geca agt cag

Ser Val Thr Ile Thr Cys Leu Ala Ser Gln
20 25

gce tgg tat cag cag aaa cca ggg aaa tect

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser

35 40
gct geca acc age ttg geca gat ggg gtc cca
Ala Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro
50 55

gga tct ggc aca aaa ttt tct ttec aag atc

Gly Ser Gly Thr Lys Phe Ser Phe Lys Ile

70 75

gat ttt gta agt tat tac tgt caa caa ctt

Asp Phe Val Ser Tyr Tyr Cys Gln Gln Leu

85 90

ttc gga ggg ggg acc aag ctg gaa ata aaa

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

14
387

DNA

MyS

signdlni peptid
(1)...(66)

maturovany peptid

12/98

ggt
Gly

tct

Ser

ggt
Gly

30
gtc
Val

tte
Phe

cta

Leu

act
Thr

48

96

144

192

240

288

336

375




<222>
<223>

<400>

atg

ttt
Phe

atg

cag
Gln

tct

Ser

cca

Pro

atc
Ile

75
cat

His

aaa

Lys

gac

Asp

gac

Asp

cct

Pro

teca
Ser

60
age

Sexr

ggt
Gly

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

atg
Met

ggt
Gly

gce
Ala

att
Ile

aag
Lys

45
aga
Arg

agc

Ser

gag
Glu

(67)...(387)
Nukleotidovad sekvence kédujici V oblast L retézce

mySi monoklondlni protildtky ATR-4 proti TF

14
agg gcc cct get cag ttt ttt ggg ate ttg ttg cte tgg 48
Arg Ala Pro Ala Gln Phe Phe Gly Ile Leu Leu Leu Trp
-15 -10
atc aga tgt gac atc aag atg acc cag tct cca tecc tece 96

Ile Arg Cys Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

tcg ctg gga gag aga gtc act atc act tge aag gecg agt 144
Ser Leu Gly Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser
15 20 25
aaa acc ttt tta agc tgg tac cag cag aaa cca tgg caa 192
Lys Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Trp Gln
30 35 40
acc ctg atc tat tat gca aca agc ttg gca gat ggg gtc 240
Thr Leu Ile Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val
50 55
ttc agt ggc agt gga tet ggg caa gat tat tet cta acc 288
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr
65 70
ctg gag tct gac gat tca gca act tat tac tgt cta cag 336
Leu Glu Ser Asp Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln
80 85 90
agc ccg tac acg ttc gga ggg ggg acc aaa ctg gaa ata 384
Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
95 100 105
387

13/98




<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gca
Ala

att
Ile

aag
Lys
45

aga

aac

Asn

gag
Glu

agg
Axg

atce
Ile

teg

Ser

aaa
Lys

30
acc
Thr

ttc
Phe

ctg

Leu

age

Ser

gce
Ala

aga
Arg

ctg
Leu

15
age

Ser

ctg

Leu

agt
Ser

gag
Glu

ccg
Pro
95

signalni peptid
(1)...(60)

maturovany peptid
(61)...(381)
Nukleotidovad sekvence kédujici V oblast L Fetézce

my3i monoklondlni protildtky ATR-5 proti TF

15
cct get cag ttt ttt ggg atc ttg ttg ctc tgg ttt cea 48
Pro Ala Gln Phe Phe Gly Ile Leu Leu Leu Trp Phe Pro

tgt gac atc aag atg acc cag tect cca tce tet atg tat 96
Cys Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr

gga gag aga gtc act atc act tgc aag gecg agt cag gac 144
Gly Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp
20 25
ttt tta agt tgg tac cag caa aaa cca tgg aaa tect cct 192
Phe Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Trp Lys Ser Pro
35 40
atc tat tat gca aca agc ttg gca gat ggg gtc cca tea 240
Ile Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser
50 55 60
gge agt gga tct ggg caa gat tat tct cta acc atc aac 288
Gly Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Asn
65 70 75
tet gac gat aca gca act tat tat tgt cta cag cat ggt 336
Ser Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Gly
80 85 90
tac acg ttc gga ggg ggg acc aag ctg gaa ata aaa 381
Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

14/98




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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg agt
Met Ser

atc aac
Ile Asn

acc att
Thr Ile

15
tta gat
Leu Asp
30

ggc cag
Gly Gln

gga gtc
Gly Val

cct

Pro

ggt
Gly

gga
Gly

agt

Ser

tect

Ser

cct

Pro

16
393
DNA

My3

signalni peptid

(1)...(57)

maturovany peptid

(58)...(394)

Nukleotidova sekvence kdédujici V oblast L Fetézce

myS5i monoklondlni protilatky ATR-7 proti TF

16
gec cag ttc ctg ttt ctg
Ala Gln Phe Leu Phe Leu

gat gtt gtg ctg acc cag
Asp Val Val Leu Thr Gln

caa cca gcc tce gte tect
Gln Pro Ala Ser Val Sex
20
gat gga aag aca tat ttg
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu
35
cca aag cge ctg atc tat
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr
50
gac agg ttc act ggc agt
Asp Arg Phe Thr Gly Ser
65 70

15/98

tta
Leu
-10
act
Thr

tge
Cys

aat

Asn

ctt
Leu

55
gga
Gly

gtg
Val

cca

Pro

aag

Lys

tgg
Trp

40
gtg
Val

teca

Ser

ctc

Leu

cte
Leu

tca
Ser

25
ttg

Leu

tct

Ser

gg9g
Gly

tgg
Trp

act
Thr

10
agt

Ser

tta

Leu

aaa

Lys

aca
Thr

att
Ile

ttg

Leu

cag
Gln

cag

Gln

ctg

Leu

gat
Asp
75

cgg
Arg

tcg

Ser

agc

Ser

agg
Arg

gac
Asp

60
tte
Phe

gaa
Glu

gtt
Val

cte

Leu

cca
Pro

45
tet

Sexr

aca
Thr

48

96

144

192

240

288




ctg aaa atc
Leu Lys Ile

80
tgg caa gat
Trp Gln Asp

95

gaa ata aaa
Glu Ile Lys
110

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg agt cct
Met Ser Pro

atc aac ggt
Ile Asn Gly

acc att gga
Thr Ile Gly
15

agc aga gtg gag gct gag gat ttg gga gtt tat tat tgt
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys
85 90

aca cat ttt ccg gac acg ttc gga ggg ggg acc aag ctg
Thr His Phe Pro Asp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105

17
393
DNA

My$S

signdlni peptid

(1)...(57)

maturovany peptid

(58)...(393)

336

336

393

Nukleotidova sekvence kdédujici V oblast L retézce

my3i monoklondlni protildtky ATR-8 proti TF

17
gcc cag tte ctg ttt ctg tta gtg ctec tgg att cgg gat
Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg Asp

gat gtt gta ctg acc cag act cca ctc act ttg tcg gtt
Asp Val Val Leu Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val

caa cca gcec tce gtc tect tge aag tea agt cag age cte

Gln Pro Ala Ser Val Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu
20 25

16/98

48

96

144




tta gat
Leu Asp
30

ggc cag
Gly Gln

gga gtc
Gly Vval

ctg aaa

Leu Lys

tgg caa
Trp Gln

95
gaa ata
Glu Ile
110

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

<220>
<223>

<400>

Ser

tect

Sex

cct

Pro

atce
Ile

80
gat
Asp

aaa

Lys

gat gga aag aca tat ttg aat
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
35

cca aag cgc cta atc tat ctg
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu

50 55
gac agg ttc act ggc agt gga
Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly

65 70
agc aga gtg gag gct gag gat
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp
85
aca cat ttt cecg gac acg ttc
Thr His Phe Pro Asp Thr Phe
100

18
35
DNA

Uméla sekvence

Primer chS5HS

18

gtetgtegac ccaccatgaa atgcagetgg gtcat

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

19
28
DNA

Umé&la sekvence

17/98

tgg
Trp

40
gtg
val

tca

Ser

ttg

gga
Gly

ttg

Leu

tet

Ser

ggg
Gly

gga
Gly

ggg
Gly
105

tta
Leu

aaa

Lys

aca
Thr

gtt
vVal
90

gg9
Gly

cag

Gln

ctg
Leu

gat
Asp

75
tat

Tyr

acec

Thr

agg
Arg

gac
Asp

60
tte
Phe

tat
Tyr

aag

Lys

cca
Pro

45
tct

Ser

aca
Thr

tgt
Cys

ctg

Leu

L
L ]
(X A X J

192

240

288

336

384

393

35



<220>
<223>

<400>

Primer chbHA

19

tgttgctage tgaggagacg gtgactga

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

<220>
<223>

<400>

20
35
DNA

Umé&la sekvence

Primer chbLS

20

gtctagatct ccaccatgag ggcccctget cagtt

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

<220>
<223>

<400>

21
28
DNA

Umé&la sekvence

Primer chbSLA

21

tgttegtacg ttttatttce agettggt

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

22
104
DNA

Uméla sekvence

18/98

28

35

28




<220>
<223> Primer hR5HvV1S pro pfenos CDR

<400> 22
ttectgtcgac ccaccatgaa atgcagectgg gtcatcttet tectgatgge agtggttaca
ggggttaact cacaggtgca gctgttggag tctggagetg tget

<210> 23

<211> 108

<212> DNA

<213> Uméld sekvence

<220>

<223> Primer hR5Hv28 pro prenos CDR
<400> 23

acaggtgcag ctgttggagt ctggagctgt gectggcaagg cctgggactt ccegtgaagat
ctcctgcaag gectteccggat tcaacattaa agactactat atgcattg

<210> 24

<211> 108

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer hR5Hv4S pro prenos CDR
<400> 24

gaatggccat agtatgtatg acccgaaatt ccagggcagg gccaaactga ctgcagccac
atcegccagt attgcctact tggagttete gagectgaca aatgagga

<210> 25
<211> 110

19/98

60
104

60
108

60
108



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

DNA

Uméla sekvence

Primer hR5HvV3A pro pfenos CDR

25

tcatacatac tatggccatt cgcaggatca ttcccaccaa tccattctag accctgteca

ggcctctgtt ttacccaatg catatagtag tctttaatgt tgaatccgga

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

<220>
<223>

<400>

26
110
DNA

Uméla sekvence

Primer hR5HvV5A pro prenos CDR

26

agaagctagce tgaggagacg gtgaccaggg tgccttggec ccagtagtcc atggcatage

ccgagtctct tgcacagtaa tagaccgcag aatcctcatt tgtcaggcetce

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

<220>
<223>

<400>

27
19
DNA

Uméld sekvence

Primer hRS5HvVPrS

27

ttctgtegac ccaccatga

20/98

110

60
110

19




<210> 28

<211> 19

<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>

<223> Primer hRSHvVPrA

<400> 28

agaagctage tgaggagac 19
<210> 29

<211> 415

<212> DNA

<213> Uméléd sekvence

<220>

<221> signdlni peptid

<222> (1) ...(57)

<220>

<221> maturovany peptid

<222> (58)...(415)

<223> Nukleotidovad sekvence kédujici verzi "a" V oblasti

zuSlechténého H retézce

<400> 29
atg aaa tgc agc tgg gtc atc ttc tte ctg atg geca gtg gtt aca ggg 48
Met Lys Cys Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val Thr Gly
-15 -10 -5
gtt aac tca cag gtg cag ctg ttg gag tet gga get gtg ctg geca agg 926
Val Asn Ser Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg
1 5 10

21/98



cect

Pro

aaa
Lys

30
gaa
Glu

ccg

Pro

att
Ile

tat
Tyr

ggc
Gly
110

ggg
Gly

15
gac
Asp

tgg
Trp

aaa

Lys

gce
Ala

tac
Tyr

95
acc
Thr

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

<220>
<223>

<400>

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

1

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr

act
Thr

tac
Tyx

att
Ile

ttc
Phe

tac
Tyr

80
tgt
Cys

ctg

Leu

tce

Ser

tat
Tyr

ggt
Gly

cag
Gln

65
ttg
Leu

gca
Ala

gte
val

30
119
PRT

gtg
val

atg
Met

gg9g
Gly

50
gge
Gly

gag
Glu

aga
Arg

acc
Thr

aag

Lys

cat
His

35
aat

Asn

agg
Arg

tte
Phe

gac
Asp

gte
Val
115

atce
Ile

20
tgg
TIp

gat
Asp

gece
Ala

teg

Ser

teg
Ser
100
tee

Ser

tece

Ser

gta
vVal

cct

Pro

aaa

Lys

age
Ser

85
ggce
Gly

teca

Ser

Umélé sekvence

tge
Cys

aaa

Lys

gcg
Ala

ctg
Leu

70
ctg
Leu

tat
Tyr

gct
Ala

aag gct
Lys Ala

cag agg
Gln Arg

40
aat ggc
Asn Gly

55

act gca
Thr Ala

aca aat

Thr Asn

gee atg
Ala Met

agce

Ser

tece
Ser

25
cct

Pro

cat

His

gcc
Ala

gag
Glu

gac
Asp
105

gga
Gly

gga
Gly

agt

Ser

aca
Thr

gat
Asp
90

tac

ttc
Phe

cag
Gln

tece
Ser

75
tet

Ser

tgg
Trp

aac

Asn

ggt
Gly

tat
Tyr

60
gcc
Ala

gcg
Ala

ggc
Gly

Ile

cta
Leu

45
gac

Asp

agt

Ser

gte
Val

caa
Gln

Aminokyselinovd sekvence verze "a" V oblasti

zuSlechténého H retézce

30

20

5

25

10

22/98

30

15

144

192

240

288

336

384

415

sose

o8 de



Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

35 40 45
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Ala Lys Leu Thr Ala Ala Thr Ser Ala Ser Ile Ala Tyr
65 70 75 80
Leu Glu Phe Ser Ser Leu Thr Asn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115
<210> 31
<211> 100
<212> DNA
<213> Umélé sekvence
<220>
<223> Primer F3RFFS pro zaménu FR
<400> 31
ttettggeca tagtatgtat gacccgaaat tccagggccg agtcacaatc actgcagaca 60
catccacgaa cacagcctac atggagctct cgagtctgag 100
<210> 32
<211> 75
<212> DNA
<213> Uméléa sekvence
<220>
<223> Primer F3RFBS pro zaménu FR
<400> 32

23/98



ggagctcteg agtctgagat ctgaggacac agccatttat tactgtgeaa gagactecggg

ctatgccatg gttct

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

<220>
<223>

<400>

33
100
DNA

Uméla sekvence

Primer F3RFFA pro zaménu FR

33

ctcagactcg agagctccat gtaggetgtg ttcgtggatg tgtctgeagt gattgtgact

cggccctgga atttegggte atacatacta tggccaagaa

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

<220>
<223>
<400>

34
75
DNA

Uméla sekvence

Primer F3RFBA pro zaménu FR

34

agaaccatgg catagcccga gtctcttgea cagtaataaa tggetgtgte cteagatcte

agactcgaga gctcc

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

<220>
<223>

35
100
DNA

Umé&lé sekvence

Primer F3NMFS pro zaménu FR

24/98

75

60
100

60
75



<400> 35

ttecttggecca tagtatgtat gacccgaaat tccagggeeg agtcacaatg ctggtagaca 60
catccaagaa ccagttctcc ctgaggctct cgagtgtgac 100
<210> 36

<211> 75

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F3NMBS pro zaménu FR

<400> 36

gaggctcteg agtgtgacag ccgeggacac agecgtatat tactgtgcaa gagactcggg 60
ctatgccatg gttct 75
<210> 37

<211> 100

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F3NMFA pro zaménu FR

<400> 37

gtcacacteg agagcctcag ggagaactgg ttcttggatg tgtctaccag cattgtgact 60
cggccctgga atttcecgggtc atacatacta tggccaagaa 100
<210> 38

<211> 75

<212> DNA

<213> Uméléd sekvence

25/98




<220>
<223>

<400>
agaaccatgg catagcccga gtctettgea cagtaatata cggetgtgte cgeggetgte

Primer F3NMBA pro zaménu FR

38

acactcgaga gccte

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg
Met

gtt
Val

cet

Pro

aaa
Lys
30

aaa

Lys

aac

ggg
Gly

15
gac

Asp

tge
Cys

teca

Ser

act

Thr

tac

Tyr

39
414
DNA

Umé&la sekvence

signadlni peptid

(1) ...(57)

maturovany peptid
(58)...(414)

Nukleotidova sekvence kédujici verzi "b"™ V oblasti

zudlechténého H retézce

39
agc

Ser

cag
Gln

tce

Ser

tat
Tyr

tgg
Trp

gtg
Val

gtg
val

atg
Met

gte
Val

cag
Gln

aag

Lys

cat
His
35

atc tte
Ile Phe

ctg ttg
Leu Leu

5
atc tecc
Ile Ser
20

tgg gta
Trp Val

tte
Phe

gag
Glu

tge
Cys

aaa

Lys

ctg atg
Leu Met
-10

tct gga
Ser Gly

aag gct
Lys Ala

cag agg
Gln Arg
40

26/98

gca gtg
Ala Val

gct gtg
Ala Val

10
tee gga
Ser Gly
25
cct gga
Pro Gly

gtt aca
Val Thr

-5
ctg gca
Leu Ala

ttc aac
Phe Asn

cag ggt
Gln Gly

g9g9
Gly

agg
Arg

att
Ile

cta
Leu
45

60
75

48

96

144

192




gaa
Glu

ccg

Pro

aca

Thr

Tyr

ggc
Gly
110

tgg
Trp

aaa

Lys

gce
Ala

tac
Tyr

95
acec

Thr

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Val Gln

1

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

80
tgt
Cys

ctg
Leu

Ser Val Lys

Tyr Met His

35

Gly Gly Asn

50

Gln Gly Arg

65

ggt
Gly

cag
Gln

65
atg
Met

gca
Ala

gte
vVal

40
119
PRT

gg9g
Gly
50

gge
Gly

gag
Glu

aga
Arg

ace

Thr

aat

Asn

cga

cte

Leu

gac
Asp

gtc
Val
115

gat
Asp

gtc
Val

teg

Ser

teg
Ser
100
tece

Ser

cct

Pro

aca
Thr

agt
Ser

85
ggc
Gly

teca

Ser

Uméla sekvence

gcg aat
Ala Asn

55
atc act
Ile Thr

70

ctg aga
Leu Arg

tat gce
Tyr Ala

gct agc
Ala Ser

ggc
Gly

gca
Ala

tct

Ser

atg
Met

cat agt

His Ser

gac aca
Asp Thr

gag gac
Glu Asp

90
gac tac
Asp Tyr
105

atg tat
Met Tyr

60
tee acg
Ser Thr
75
aca gcc
Thr Ala

tgg ggc
Trp Gly

Asp

aac

Asn

att
Ile

caa

Gln

Aminokyselinovad sekvence verze "a" V oblasti

zuSlechténého H fetézce

40

Leu

Ile
20

Trp

Asp

Val

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Glu Ser Gly Ala

Cys Lys Ala Ser

Lys Gln Arg Pro

Ala Asn Gly His

Ile Thr Ala Asp

70

55

40

10

25

27/98

75

Gly Phe Asn Ile

45

Ser Met Tyr Asp

60

Thr Ser Thr Asn

Val Leu Ala Arg Pro Gly

15
Lys Asp
30

Gly Gln Gly Leu Glu Trp

Pro Lys

Thr Ala

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

240

288

336

384

414



Met Glu Leu

Val Ser Ser Ala Ser

Uméléa sekvence

signdlni peptid

(1) ... (37)

90

105

maturovany peptid

(58)...(414)

110

Nukleotidovd sekvence kédujici verzi

zuSlechténého H retézce

85
Ala Arg Asp
100
Val Thr
115
<210> 41
<211> 414
<212> DNA
<213>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400> 41
atg aaa tgc agc tgg
Met Lys Cys Ser Trp
-15
gtt aac tca cag gtg
Val Asn Ser Gln Val
1
cet ggg act tce gtg
Pro Gly Thr Ser Val
15
aaa gac tac tat atg
Lys Asp Tyr Tyr Met
30

gtec
Val

cag
Gln

aag

Lys

cat
His
35

atc
Ile

ctg

Leu
ate
Ile

20

Trp

tte
Phe

ttg

Leu

tcc

Ser

gta
Val

ttc ctg
Phe Leu

-10
gag tct
Glu Ser

tge aag
Cys Lys

aaa cag

Lys Gln

28/98

atg gca gtg
Met Ala Val

gga gct gtg
Gly Ala Vval

10
get tece gga
Ala Ser Gly

25
agg cct gga
Arg Pro Gly
40

gtt
Val

ctg
Leu

tte
Phe

cag
Gln

95

"non
C

aca
Thr

gca
Ala

aac

Asn

ggt
Gly

Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys

Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

V oblasti
ggg 48
Gly
agg 96
Arg
att 144
Ile
cta 192
Leu

45



gaa tgg
Glu Trp

ccg aaa

Pro Lys

cag ttc
Gln Phe

Tyr Tyr

95
ggc acc
Gly Thr
110

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Val

att
Ile

tte
Phe

tce
Ser

80
tgt
Cys

ctg

Leu

Gln

Lys

Tyr Met His

Gly Gly Asn

50

Gln Gly Arg

65

35

ggt
Gly

cag
Gln

65
ctg

Leu

gca

gte
Val

42
119
PRT

g99
Gly

50
ggc
Gly

agg
Arg

aga
Arg

acc

Thr

aat
Asn

cga
Arg

ctc

Leu

gac
Asp

gtc
Val
115

gat
Asp

gte
val

teg

Ser

tecg
Ser
100
tece

Ser

cct

Pro

aca
Thr

agt
Ser

85
ggc
Gly

teca

Ser

Umélé sekvence

gcg
Ala

atg
Met

70
gtg
Val

tat

get
Ala

aat
Asn

55
ctg
Leu

aca
Thr

gcc
Ala

agc

Ser

ggce
Gly

gta
Val

gce
Ala

atg
Met

cat

His

gac

Asp

gcg
Ala

gac
Asp
105

agt atg tat gac

Ser

aca

Thr
gac
Asp

90

Tyr

Met

tce
Ser
75

aca

Tyr Asp
60
aag aac

Lys Asn

gce gta

Thr Ala Val

tgg
Trp

ggc caa
Gly Gln

Aminokyselinova sekvence verze "c¢" V oblasti

zuSlechténého H retézce

42

Leu Leu Glu

5

Ile Ser Cys

20

Trp Val Lys

Asp Pro Ala

Ser

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser
25

Gln Arg Pro

Asn
55

40
Gly

Val Thr Met Leu Val

70

His

Asp

29/98

Val
10

Leu

Gly Phe

Gly

Gln

Ala Arg Pro

Asn

Ile

Lys
30

Gly Leu Glu

45

Ser Met Tyr Asp Pro

60

Thr Ser Lys Asn

75

Gln

Gly Thr
15
Asp Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Phe Ser
80

240

288

336

384

414
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Leu Arg Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

’ 85 90 95
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115

<210> 43

<211> 100

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F3EPS pro zamé&nu FR

<400> 43

ttettggeca tagtatgtat gacccgaaat tccagggcag agtcacgatt actgeggacg 60

aatccacgag cacagcctac atggagctct cgagtctgag 100

<210> 44

<211> 75

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F3EPA pro zaménu FR

<400> 44

agaaccatgg catagcccga gtctctcgeca cagaaatata cggccegagte ctcagatctc 60

agactcgaga gctcc 75

<210> 45

<211> 20

<212> DNA

30/98

aver
oo




<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Primer F3PrS

<400> 45

ttcttggecca tagtatgtat 20
<210> 46

<211> 18

<212> DNA

<213> Umé&l4 sekvence

<220>

<223> Primer F3PrA

<400> 46

agaaccatgg catagccc 18
<210> 47

<211> 100

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F3vHS pro zaménu FR

<400> 47

ttcttggeca tagtatgtat gacccgaaat tccagggcag agtctegatt accgecggacg 60
agtcaacgaa gatagcctac atggagctca acagtctgag 100
<210> 48

<211> 75

31/98




<212>

DNA

<213> Uméléd sekvence

<220>

<223> Primer F3vHA pro zaménu FR

<400> 48

agaaccatgg catagcccga gtctctcecgeca cagaaataaa cggecgtgte ctcagatctce 60

agactgttga gctcc

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg aaa
Met Lys

gtt aac
Val Asn

cct ggg
Pro Gly
15

tge
Cys

tca

Ser

act

Thr

49
414
DNA

Uméléa sekvence

signalni peptid

(1)...(57)

maturovany peptid

(58)...(414)

75

Nukleotidovad sekvence kédujici verzi "d" V oblasti

zuSlechténého H retézce

49

agc tgg gtc atc ttc ttc ctg atg geca gtg gtt
Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val

~15 -10
cag gtg cag ctg ttg gag tct gga gect gtg ctg
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu
1 5 10
tece gtg aag atc tce tge aag gect tece gga tte
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe
20 25

32/98

aca
Thr

-5
gca
Ala

aac

Asn

ggg 48
Gly
agg 96
Arg
att 144
Ile

[ XXX J
(XX X

L XXX




aaa
Lys

30
gaa
Glu

ccg

Pro

aca

Thr

gge
Gly
110

gac

Asp

tag
Trp

aaa

Lys

gce
Ala

tte
Phe

95
acec
Thr

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr

1

tac

Tyr

att
Ile

tte
Phe

Tyr

80
tgt
Cys

ctg

Leu

Ser Val Lys

tat atg cat tgg gta aaa cag agg cct gga cag ggt cta
Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu
35 40 45
ggt ggg aat gat cct gcg aat ggc cat agt atg tat gac
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp
50 55 60
cag ggc aga gtc acg att act gcg gac gaa tcc acg age
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser
65 70 75
atg gag ctc tcg agt ctg aga tet gag gac tcg gee gta
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val
85 90
gcg aga gac teg gge tat geec atg gac tac tgg ggc caa
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105
gte ace gtc tce teca get age
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115

50
119
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinovad sekvence verze "d" V oblasti

zuSlechténého H retézce

50

5 10 15
Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

35

40 45

33/98

192

240

288

336

384

414
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Gly Gly Asn
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu

Ala Arg Asp

Val Thr Val
115

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg aaa tgc
Met Lys Cys

gtt aac tca
Val Asn Ser

cct ggg act
Pro Gly Thr
15

Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro

55 60
Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr
70 75
Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr
85 90
Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Ser Ser Ala Ser
51
414
DNA

Uméla sekvence

signalni peptid

(1) ...(57)

maturovany peptid

(58)...(414)

Lys Phe

Ala Tyr

80

Phe Cys
95

Thr Leu

Nukleotidovad sekvence kédujici verzi "e" V oblasti

zuSlechténého H retézce

51

age tgg gtc atc tte tte ctg atg geca gtg gtt
Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val val

-15 -10
cag gtg cag ctg ttg gag tct gga gct gtg ctg
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu
1 5 10
tce gtg aag atc tee tge aag gect tee gga tte
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe
20 25

34/98

aca ggg
Thr Gly

gca agg
Ala Arg

aac att
Asn Ile

48

96

144

(A2 L)
[ X X X

(XX X



aaa
Lys

30
gaa
Glu

ccg

Pro

ata
Ile

Tyr

ggc
Gly
110

gac

Asp

tgg
Trp

aaa

Lys

gce
Ala

tte
Phe

95
acce

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Val Gln

1

tac

Tyr

att
Ile

tte
Phe

Tyx

80
tgt
Cys

ctg

Leu

Ser Val Lys

Tyr Met His

35

tat atg cat tgg gta aaa cag agg cct gga cag ggt cta
Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu

35 40 45
ggt ggg aat gat cct gcg aat ggc cat agt atg tat gac
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp

50 55 60
cag ggc aga gtc tcg att acc geg gac gag tca acg aag
Gln Gly Arg Val Ser Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Lys
65 70 75
atg gag ctc aac agt ctg aga tct gag gac acg gcc gtt
Met Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
" 85 90
gcg aga gac tcg gge tat gee atg gac tac tgg ggc caa
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105
gte ace gtc tce teca get age
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115

52
119
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinovéd sekvence verze "e" V oblasti

zuSlechté&ného H retézce

52
Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr
5 10 15
Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30
Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

35/98

192

240

288

336

384

414



Gly Gly Asn

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Axrg Asp

Vval Thr Vval

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

<220>
<223>

<400>

115

Asp

val

Asn

Ser

100

Ser

53

100
DNA

Uméléa sekvence

Primer F3SSS pro zé&ménu FR

53

Pro
Ser
Serx

85

Gly

Ser

Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro

Ile
70

Leu

Tyr

55

Thr Ala Asp Glu Ser Thr Lys Ile

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr

Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

Ser

105

90

75

60

110

Lys Phe

Ala Tyr

80

Phe Cys
95

Thr Leu

ttcttggeca tagtatgtat gacccgaaat tccagggcag agtcacgatt accgeggaca

catccacgag cacagcctac atggagctca ggagcctgag

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

<220>
<223>

<400>

54
75

DNA

Uméla sekvence

Primer F3SSA pro zaménu FR

54

agaaccatgg catagcccga gtctctegca cagtaataca cggccgtgte gtcagatcte

aggctcctga gctcee

36/98
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<210> 55

<211> 100

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Primer F3CDS pro zaménu FR

<400> 55

ttcttggeca tagtatgtat gacccgaaat tccagggcaa agccactctg actgcagacg 60
aatcctcecag cacagcctac atgcaactet cgagectacg 100
<210> 56

<211> 75

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F3CDA pro za&ménu FR

<400> 56

agaaccatgg catagcccga gtctcttgeca caagaataga ccgecagagtce ctcagatcgt 60
aggctecgaga gttge 75
<210> 57

<211> 414

<212> DNA

<213> Umé&l4 sekvence

<220>

<221> signdlni peptid

<222> (1)...(57)

37/98



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg
Met

gtt
val

cct

Pro

aaa
Lys

30
gaa
Glu

ccg

Pro

aca
Thr

tat
Tyr

ggc
Gly
110

aaa

Lys

aac

Asn

g99
Gly

15
gac

Asp

tgg
Txp

aaa

Lys

gce
Ala

tac
Tyxr

95
acc

Thr

<210>

<211>

tge
Cys

tca

Ser

act
Thr

tac
Tyr

att
Ile

ttc
Phe

tac
Tyr

80
tgt
Cys

ctg

Leu

maturovany peptid
(58)...(414)

Nukleotidova sekvence kdédujici verzi "f" V oblasti

zu3lechténého H retézce

57
agc

Ser

cag
Gln

tecc

Ser

tat
Tyr

ggt
Gly

cag
Gln

65
atg
Met

gcg

gte
val

58
119

tgg
Trp

gtg
Val

gtg
Val

atg
Met

g99
Gly

50
ggc
Gly

gag
Glu

aga

Arg

acc

Thr

gte
val

cag
Gln

aag

Lys

cat
His

35
aat

Asn

aga
Arg

cte

Leu
gac
Asp

gtec
val
115

ate
Ile

ctg

Leu

atc
Ile

20
tag
Trp

gat
Asp

gte
Val

agg
Arg

teg
Ser
100
tce

Ser

tte
Phe

ttg

Leu

tce

Ser

gta
Val

cct

Pro

acg
Thr

agc
Ser

85
ggc
Gly

tca

Ser

tte ctg
Phe Leu

gag tet
Glu Ser

tge aag
Cys Lys

aaa cag

Lys Gln

gcg aat
Ala Asn

55
att acc
Ile Thr

70

ctg aga
Leu Arg

tat gce
Tyr Ala

get age
Ala Ser

38/98

atg
Met

gga
Gly

gect
Ala

agg
Arg

40
ggc
Gly

gcg
Ala

tect

Ser

atg
Met

gca
Ala

gct
Ala

tee
Ser

25
cect

Pro

cat

His

gac

Asp

gac

Asp

gac
Asp
105

gtg
val

gtg
val

10
gga
Gly

gga
Gly

agt

Ser

aca
Thr

gac
Asp
90

tac

gtt aca
Val Thr

ctg gca
Leu Ala

tte aac

Phe Asn

cag ggt
Gln Gly

atg tat
Met Tyx

60
tce acg
Ser Thr

75

acg gcc
Thr Ala

tgg ggc
Trp Gly

ggg
Gly

agg
Arg

att
Ile

cta
Leu

45
gac
Asp

agce

Ser

gtg
Val

caa

Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

414



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln
1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Ala

Val

val

val

Met

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<221>

<222>

<220>

<221>

Gln

Lys

His

35

Asn

Arg

Leu

Asp

Val
115

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinové

zuSlechténého H

58

Leu

Ile
20

Trp

Asp

val

Arg

Ser

100

Ser

59
414

DNA

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Glu

Cys

Lys

Ala

Ile

70

Leu

Tyr

Ser Gly
Lys Ala
Gln Arg

40
Asn Gly
55
Thr Ala
Arg Ser

Ala Met

Ser

Uméla sekvence

signalni peptid

(1)...(57)

retézce

Ala Vval

10
Ser Gly
25

Leu

Phe

sekvence verze

Ala

Asn

Pro Gly Gln Gly

His Ser Met Tyr

Asp Thr

Asp Asp
90

Asp Tyr
105

maturovany peptid

39/98

Ser
75
Thr

Trp

60
Thr

Ala

Gly

"f"

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Ser

val

Gln

Pro Gly
15
Lys Asp
30
Glu Trp

Pro Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

95
Gly Thr
110

V oblasti

Thr

Tyr

Ile

Phe

80

Cys

Leu




<222>
<223>

<400>

atg
Met

gtt
Val

cct

Pro

aaa
Lys

30
gaa
Glu

ccg

Pro

aca

Thr

tat
Tyr

ggc
Gly
110

aaa

Lys

aac
Asn

gg99
Gly

15
gac

Asp

tgg
Trp

aaa

Lys

gce
Ala

tct
Ser

95
ace
Thrx

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

tge
Cys

tca

Ser

act

Thr

tac

Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

80
tgt
Cys

ctg

Leu

(58)...(414)
Nukleotidovad sekvence kdédujici verzi "g" V oblasti

zu3lechténého H Fetézce

59
agc tgg gtc atc ttc ttc ctg atg gca gtg gtt aca ggg 48
Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val Thr Gly
-15 -10 -5
cag gtg cag ctg ttg gag tct gga gct gtg ctg geca agg 96
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg
1 5 10
tcc gtg aag atc tcc tgc aag gct tce gga ttc aac att 144
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile
20 25
tat atg cat tgg gta aaa cag agg cct gga cag ggt cta 192
Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu
35 40 45
ggt ggg aat gat cct gcg aat ggc cat agt atg tat gac 240
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp
50 55 60
cag ggc aaa gcc act ctg act geca gac gaa tcc tce age 288
Gln Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Glu Ser Ser Ser
65 70 75 \
atg caa ctc tcg agc cta cga tct gag gac tct gecg gte 336
Met Gln Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val
85 90
gca aga gac tcg ggc tat gcc atg gac tac tgg ggc caa 384
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105
gtc acc gtc tec tca get age 414

Vval Thr Val Ser Ser Ala Ser
115

60
119
PRT

Uméla sekvence

40/98




[N ER Y]

*
*® se00

<220>
<223> Aminokyselinovd sekvence verze "g" V oblasti

zu3lechténého H retézce

<400> 60
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr
1 5 10 15
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30
Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Gln Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Ser Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115
<210> 6l
<211> 100
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
223> Primer F3ADS pro zaménu FR
<400> 6l
ttcttggeca tagtatgtat gacccgaaat tccagggceg cgtcaccatg tcagccgaca 60
agtcctecag cgccgectat ttacagtgga ccagccttaa 100

41/98
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agaaccatgg catagcccga gtctectegeg cagaaatata tggeggtgtc cgaggectta
aggcetggtee actgt

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg aaa
Met Lys

gtt aac
Val Asn

tge
Cys

tca

Ser

62
75
DNA

Uméla sekvence

Primer F3ADA pro zaménu FR

62

63
414
DNA

Uméla sekvence

signdlni peptid

(1)...(57)

maturovany peptid

(58)...(414)

60
75

Nukleotidova sekvence kédujici verzi "h" V oblasti

zuSlechté&ného H Yetézce

63

agc tgg gtc atc ttc ttc ctg atg gca gtg gtt aca ggg
Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val Thr Gly

-15

-10 -5

cag gtg cag ctg ttg gag tct gga gct gtg ctg gca agg
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg

1

5

10

42/98
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cect ggg
Pro Gly

15
aaa gac
Lys Asp
30

gaa tgg
Glu Trp

ccg aaa

Pro Lys

gce gee

tat ttec
Tyr Phe

95
ggc ace
Gly Thr
110

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr
15

1

act

Thr

tac
Tyr

att
Ile

ttec
Phe

tat
Tyr

80
tgc
Cys

ctg

Leu

tce

Ser

tat
Tyr

ggt
Gly

cag
Gln

65
tta
Leu

gcg
Ala

gtc
val

64
119
PRT

gtg
val

atg
Met

ggg
Gly

50
ggc
Gly

cag
Gln

aga
Axg

acc
Thx

aag

Lys

cat
His

35
aat
Asn

cgce
Arg

tgg
Trp

gac
Asp

gte
Val
115

atce
Ile
20

tgg
Trp

gat
Asp

gtc
val

acc

Thr

teg
Ser
100
tece

Ser

tece

Ser

gta
Vval

cct

Pro

ace

Thr

agc
Sex

85
ggce
Gly

tca

Ser

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence verze "h" V oblasti

zu3lechté&ného H retézce

64

20

5
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
25

tge
Cys

aaa

Lys

gcg
Ala

atg

gect
Ala

43/98

aag

Lys

cag
Gln

aat
Asn

55
tca

Ser

aag

Lys

gcc
Ala

agc

Ser

10

gct
Ala

agg
Arg

40
ggce
Gly

gcc
Ala

gce
Ala

atg
Met

tece
Ser

25
cct

Pro

cat

His

gac
Asp

tecg

Ser

gac
Asp
105

gga
Gly

gga
Gly

agt

Ser

aag

Lys

gac
Asp
90

tac

Tyr

tte
Phe

cag
Gln

atg
Met

tece
Ser

75
acc

Thr

tgg
Trp

30

Asn

ggt
Gly

tat
Tyr

60
tce

Ser

gce
Ala

gge
Gly

Ile

cta
Leu

45
gac
Asp

agc

Ser

ata
Ile

caa
Gln

144

192

240

288

336

384

414




Trp Ile

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Sexr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Ala Ala Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Trp Thr Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Ile Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115
<210> 65
<211> 100
<212> DNA
<213> Uméléa sekvence
<220>
<223> Primer F3MMS pro zaménu FR
<400> 65
ttcttggcca tagtatgtat gacccgaaat tccagggcag agtcacgatt accgcggaca 60

catcgacgag cacagtcttc atggaactga gcagcctgag 100

<210> 66

<211> 75

<212> DNA

<213> Unéla sekvence

<220>

<223> Primer F3MMA pro zaménu FR

44/98




<400>

66

agaaccatgg catagcccga gtctetcgeca cagtaataca cggccgtgtce ttcagatcte

aggctgctca gttece

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

<220>
<223>

<400>

67
100
DNA

Uméla sekvence

Primer F3BMS pro zaménu FR

67

ttcttggeca tagtatgtat gacccgaaat tccagggcag agtcaccttt accgcggaca

catccgcgaa cacagcctac atggagttga ggagcctcag

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

<220>
<223>

<400>

68
15
DNA

Uméla sekvence

Primer F3BMA pro zaménu FR

68

agaaccatgg catagcccga gtctctcgeca caataataaa cagccgtgte tgcagatctg

aggctcectca actec

<210>
<211>
<212>

69
414
DNA

45/98

60
75

60
100

60
75




<213>

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg
Met

gtt
Val

cct

Pro

aaa
Lys

30
gaa
Glu

ceg

Pro

aca
Thr

aaa tge
Lys Cys

aac tca

Asn Ser

ggg act

Gly Thr
15

gac tac

Asp Tyr

tgg att
Trp Ile

aaa ttc

Lys Phe

gte tte

Val Phe

80

tac tgt

Tyr Cys
95

Umélé sekvence

signdlni peptid
(1) ...(57)

maturovany peptid
(58)...(414)
Nukleotidova sekvence kédujici wverzi "i" V oblasti

zu3lechténého H retézce

69
agc tgg gtc atc tte ttc ctg atg gca gtg gtt aca ggg 48
Ser Trp Val Ile Phe Phe lLeu Met Ala Val Val Thr Gly

cag gtg cag ctg ttg gag tct gga gct gtg ctg gca agg 96
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg

tcc gtg aag atc tce tge aag gct tece gga ttc aac att 144
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile
20 25
tat atg cat tgg gta aaa cag agg cct gga cag ggt cta 192
Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu
35 40 45
ggt ggg aat gat cct gcg aat ggc cat agt atg tat gac 240
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp
50 55 60
cag ggc aga gtc acg att acc geg gac aca teg acg age 288
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser
65 70 75
atg gaa ctg agc agc ctg aga tct gaa gac acg gcc gtg 336
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
85 90
gcg aga gac tcg gge tat gec atg gac tac tgg ggc caa 384
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105

46/98




ggc acc ctg gte ace gtc tee teca get age

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser

110

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

<220>
<223>

<400>

Gln
1

Ser

Tyr

Gly

Gln

Val

Val

Val

Gly

50
Gly
Glu

Arg

Thr

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

Gln

Lys

His

35

Asn

Arg

Leu

Asp

Val
115

70

119
PRT

115

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence verze "i" V oblasti

zu3lechténého H retézce

70
Leu

Ile

20

Trp

Asp

val

Ser

Ser

100

Ser

71

414
DNA

Leu Glu Ser Gly
5
Ser Cys Lys Ala

val Lys Gln Arg

40

Pro Ala Asn Gly
55

Thr Ile Thr Ala

Ser Leu Arg Ser
85

Gly Tyr Ala Met

Ser Ala Ser

Uméléa sekvence

Ala val

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Leu Ala

Phe Asn

Gln Gly

His Ser Met Tyrx

Asp Thr

Glu Asp
90

Asp Tyr
105

47/98

60
Ser Thr
15
Thr Ala

Trp Gly

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Ser

Val

Gln

Pro Gly
15
Lys Asp
30
Glu Trp

Pro Lys

Thr Val

Tyr Tyr

95
Gly Thr
110

Thr

Tyr

Ile

Phe

Phe

80

Cys

Leu

414




<220>
<221>

<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg

gtt
val

cct

Pro

aaa
Lys

30
gaa
Glu

ccg

Pro

aca
Thr

tat
Tyr

aaa

Lys

aac
Asn

gg9
Gly

15
gac

Asp

tgg
Trp

aaa

Lys

gce
Ala

tat
Tyr
95

tge
Cys

tca

Ser

act

Thr

tac
Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac

80

tgt
Cys

signalni peptid
(1)...(57)

maturovany peptid

(58)...(414)

Nukleotidovad sekvence kdédujici verzi "j" V oblasti

zudlechténého H retézce

71

agc tgg gtc ate ttc ttc ctg atg gea gtg gtt
Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val

cag gtg cag ctg ttg gag tct gga gct gtg ctg
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu

tcc gtg aag atc tcc tge aag gct tcc gga tte

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe
20 25

tat atg cat tgg gta aaa cag agg cct gga cag

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln

35 40
ggt ggg aat gat cct gcg aat ggc cat agt atg
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met
50 55

cag ggc aga gtc acc ttt acc geg gac aca tcc

Gln Gly Arg Val Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser

65 70 75

atg gag ttg agg agc ctc aga tct gca gac acg

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Ala Asp Thr

85 90

gcg aga gac tcg gge tat gecc atg gac tac tgg

Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp
100 105

48/98

aca
Thr

gca
Ala

aac

Asn

ggt
Gly

tat
Tyr

60
gcg
Ala

gct
Ala

ggce
Gly

999
Gly

agg
Arg

att
Ile

cta
Leu

45
gac

Asp

aac

Asn

gtt
vVal

caa
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384




ggc acc ctg gtc acce gtc tec teca get age

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser

110

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Gly

50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Val Thr

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

Gln

Lys

His

35

Asn

Arg

Leu

Asp

Val
115

72
119
PRT

115

Umé€la sekvence

Aminokyselinova sekvence verze "j" V oblasti

zuSlechténého H fetézce

72
Leu

Ile
20

Trp

Asp

val

Arg

Ser

100

Ser

73
79
DNA

Leu Glu

Ser Cys

Val Lys

Pro Ala

Thr Phe

70

Ser Leu
85

Gly Tyr

Ser Ala

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Met

Umé&la sekvence

Ala Val

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Leu

Phe

Gln

His Ser Met

Asp Thr

Ala Asp
90

Asp Tyr
105

49/98

Ser
75
Thr

Trp

Ala

Asn

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

val

Gln

Pro Gly
15
Lys Asp
30
Glu Trp

Pro Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

95
Gly Thr
110

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyxr
80
Cys

Leu

414




I EZ N 1]
L

. .
4 o4 eee e

<220>

<223> Primer F2MPS pro za&ménu FR

<400> 73

ttctatgecat tgggtgegce aggcetccagg acagggectg gagtggatgg gagggaatga 60
tcctgegaat ggccattet 79
<210> 74

<211> 79

-<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F2MPA pro zé&ménu FR

<400> 74

agaatggcca ttcgcaggat cattccctcc catccactee aggccctgte ctggagcectg 60

gcgcacccaa tgcatagaa 79

<210> 75

<211> 414

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<221> signdlni peptid
<222> (1)...(57)

<220>

<221> maturovany peptid
<222> (58)...(414)
<223> Nukleotidova sekvence kédujici verzi "bl" V

oblasti zud3lechténého H reteézce

50/98

[ XXX ]
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<400>

atg

gtt
Val

cct

Pro

aaa
Lys

30
gag
Glu

cecg

Pro

aca
Thr

tat

gge

Gly
110

aaa

Lys

aac
Asn

999
Gly

15
gac

Asp

tgg
Trp

aaa

Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

95
ace

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

tgc
Cys

tca

Ser

act
Thr

tac

Tyr

atg

tte
Phe

Tyr

80
tgt
Cys

Leu

75
agc

Ser

cag
Gln

tece

Ser

tat

gga
Gly

cag
Gln

65
atg
Met

gca

Ala

gtc
Val

76

119
PRT

tgg gtc atc ttc

Trp

gtg
val

gtg
Val

atg
Met

gg99
Gly

50
ggc
Gly

gag
Glu

aga
Arg

acc

Thr

val

cag
Gln

aag

Lys

cat
His

35
aat

Asn

cga

Arg

ctc

Leu

gac
Asp

gtc
Val
115

Ile

ctg

Leu

atc
Ile

20
tgg
Trp

gat
Asp

gtc
Val

tecg
Ser

teg
Ser
100
tce

Ser

Phe

ttg

tece

Ser

gtg
val

cct

Pro

aca
Thr

agt
Ser

85
ggc
Gly

tca

Ser

Umé&la sekvence

tte
Phe

gag
Glu

Cys

cge
Arg

gcg
Ala

atc
Ile

70
ctg
Leu

tat

gct
Ala

ctg
Leu

tct

Ser

aag

Lys

cag
Gln

aat
Asn

55
act

Thx

aga
Arg

gce
Ala

agc

Ser

atg gca gtg

Met

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala
40

ggc
Gly

gca
Ala

tct

Ser

atg
Met

Ala

gct
Ala

tcec
Ser

25
cca

Pro

cat

His

gac

Asp

gag
Glu

gac
Asp
105

val

gtg
Val

10
gga
Gly

gga
Gly

agt

Ser

aca
Thr

gac
Asp

90
tac

Tyr

gtt
val

ctg

tte
Phe

cag
Gln

atg
Met

tcec
Ser

75
aca

Thr

tgg
Trp

aca

Thr

geca
Ala

aac

Asn

ggc
Gly

tat
Tyr

60
acg
Thr

gce
Ala

ggc
Gly

999
Gly

agg
Arg

att
Ile

ctg
Leu

45
gac

Asp

aac
Asn

att
Ile

caa
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

414

Aminokyselinova sekvence verze "bl" V oblasti

51/98




<400>

Gln Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Gly
50
Gln Gly

Met Glu

Ala Arg

val Thr

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

zuSlechténého H fetézce

76

Gln Leu Leu

Lys

His

35

Asn

Arg

Leu

Asp

Val
115

Ile
20

Trp

Asp

val

Ser

Ser

100

Ser

77
414
DNA

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Glu Ser Gly Ala

Cys Lys Ala Ser
25

Arg Gln Ala Pro

40
Ala Asn Gly His
55

Ile Thr Ala Asp

70

Leu Arg Ser Glu

Tyr Ala Met Asp
105
Ala Ser

Uméla sekvence

signalni peptid
(1) ...(57)

maturovany peptid
(58)...(414)

Nukleotidova sekvence kdédujici verzi "d1" V

val

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90
Tyr

Leu Ala Arg Pro Gly Thr

Phe Asn

Gln Gly

Met Tyr

60

Ser Thr
75

Thr Ala

Trp Gly

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Ile

Gln

oblasti zu3lechténého H retézce

77

52/98

15
Lys Asp
30
Glu Trp

Pro Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

95
Gly Thr
110

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys




atg

gtt
Val

cct

Pro

aaa
Lys

30
gag
Glu

ccg

Pro

ggc
Gly
110

aaa

Lys

aac

Asn

gg9
Gly

15
gac

Asp

tgg
Trp

aaa

Lys

gee
Ala

tte
Phe

95
acc
Thr

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

<220>
<223>

tgce
Cys

tca

Ser

act
Thr

Tyx

atg
Met

tte
Phe

Tyr

80
tgt
Cys

ctg
Leu

agc

Ser

cag

Gln

tce

Ser

tat
Tyxr

gga
Gly

cag
Gln

65
atg
Met

gcg

gtc
Val

78
119
PRT

tgg
Txp
-15
gtg
val

gtg
Val

atg
Met

gg9
Gly

50
gge
Gly

gag
Glu

aga
Arg

acc

Thr

gtc
val

cag
Gln

aag

Lys

cat
His

35
aat
Asn

aga

Arg

cte
Leu

gac
Asp

gtc
Val
115

atc ttc ttc

Ile

ctg
Leu

atc
Ile

20
tgg
Trp

gat
Asp

gtc
Val

teg

Ser

teg
Ser
100
tee

Ser

Phe

ttg
Leu

5
tec

Ser

gtg
val

cct

Pro

acg

Thr

agt
Ser

85
ggce
Gly

tca

Serxr

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence verzi "d1" V oblasti

zudlechté&ného H retézce

Phe

gag
Glu

tgc
Cys

cgc
Arg

gcg
Ala

att
Ile

70
ctg
Leu

tat
Tyr

gct

53/98

ctg atg gca

Leu
-10
tect

Ser

aag

Lys

cag
Gln

aat
Asn

55
act

Thr

aga
Arg

gce
Ala

agc

Ser

Met

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

40
ggc
Gly

gcg
Ala

tct

Ser

atg
Met

Ala

gct
Ala

tcc
Ser

25
cca

Pro

cat

His

gac

Asp

gag
Glu

gac
Asp
105

gtg
val

gtg
val

10
gga
Gly

gga
Gly

agt

Ser

gaa

Glu

gac
Asp

90
tac

Tyxr

gtt
val

ctg

Leu

ttc
Phe

cag
Gln

atg
Met

tece
Ser

75
teg

Ser

tgg
Trp

aca ggg
Thr Gly

gca agg
Ala Arg

aac att

Asn Ile

ggc ctg

Gly Leu

45

tat gac

Tyr Asp
60

acg agc

Thr Ser

gce gta
Ala Val

ggc caa
Gly Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

414




<400> 78
Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr
1 5 10 15
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Asn Asp Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115
<210> 79
<211> 79
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Primer F2VHS pro zaménu FR
<400> 79
ttctatgcat tgggtgcgac aggcccctgg acaagggcett gagtggattg gagggaatga 60

tcctgecgaat ggccatcett 79

<210> 80

<211> 79

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

54/98




<220>

<223> Primer F2VHA pro zaménu FR

<400> 80

aagatggcca ttcgcaggat cattccctce aatccactca agcccttgte caggggcctg 60
tcgcacccaa tgcatagaa 79
<210> 81

<211> 414

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<221> signédlni peptid

<222> (1)...(57)

<220>

<221> maturovany peptid

<222> (58)...(414)

<223> Nukleotidova sekvence kédujici verzi "b3" V

oblasti zu3lechténého H fetézce

<400> 81
atg aaa tgc agc tgg gtc atc ttc ttc ctg atg gca gtg gtt aca ggg 48
Met Lys Cys Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val Thr Gly
-15 -10 -5
gtt aac tca cag gtg cag ctg ttg gag tct gga gct gtg ctg gca agg 96
val Asn Ser Gln Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg
1 5 10
cct ggg act tece gtg aag atc tce tge aag get tce gga ttc aac att 144
Pro Gly Thr Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile
15 20 25

aaa gac tac tat atg cat tgg gtg cga cag gcc cct gga caa ggg ctt 192
Lys Asp Tyr Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu

30 35 40 45

55/98




gag
Glu

ccg

Pro

aca

Thr

Tyr

ggc

Gly
i10

tgg
Trp

aaa

Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

95
acc

Thr

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Val Gln

1

att
Ile

ttc
Phe

tac
80
tgt

Cys

ctg

Leu

Ser Val Lys

Tyr Met His

35

Gly Gly Asn

Gln Gly Arg

65

50

gga
Gly

cag
Gln

65
atg
Met

gca
Ala

gtc
val

82

119
PRT

ggg aat

Gly
50

ggc
Gly

gag
Glu

aga
Arg

acc

cga

Arg

ctc

Leu

gac
Asp

gte
val
115

gat
Asp

gtc
Val

teg

Ser

teg
Ser
100
tce

Ser

cct

Pro

aca

Thr

agt
Ser

85
ggc
Gly

tca

Ser

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence verze "b3" V oblasti

zuSlechténého H retézce

82

Leu Leu Glu Ser Gly

5

Ile Ser Cys Lys Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Asp Pro Ala Asn Gly

Val Thr Ile Thr Ala

70

55

gcg
Ala

atc
Ile

70
ctg

Leu

tat
Tyr

gct
Ala

Ala
Ser

25
Pro

His

Asp

56/98

aat
Asn

55
act
Thr

aga
Arg

gcc
Ala

agc

Ser

val

10
Gly
Gly

Ser

Thr

gge
Gly

gca
Ala

tct

Ser

atg
Met

Leu

Phe

Gln

cat agt

His Ser

gac aca

Asp Thr

gag gac
Glu Asp

90
gac tac
Asp Tyr
105

Ala Arg

Asn Ile

Gly Leu
45

Met Tyr Asp

Ser
75

60
Thr Asn

atg tat
Met Tyr

60
tcc acg
Ser Thr
75
aca gcc
Thr Ala

tgg ggc
Trp Gly

Pro Gly

15

Lys Asp
30

Glu Trp

Pro Lys

Thr Ala

gac

Asp

aac

Asn

att
Ile

caa
Gln

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

240

288

336

384

414




Met Glu Leu Ser Ser lLeu Arg Ser Glu A

85

90

95

sp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys

Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

Vval Thr

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
atg aaa
Met Lys

gtt aac
Val Asn

cct ggg

Pro Gly

15

aaa gac

Lys Asp
30

val
115

tge
Cys

tca

Ser

act
Thx

tac

Tyr

100

Ser Ser Ala Ser

83
414
DNA

Uméla sekvence

signdlni peptid

(1)...(57)

105

maturovany peptid

(58)...(414)

Nukleotidova sekvence kédujici verzi "d3" V

oblasti zu3lechté&ného H retézce

83
age

Ser

cag
Gln

tce

Ser

tat
Tyr

tgg
Trp
~-15
gtg
val

gtg
val

atg
Met

gtc
Val

cag
Gln

aag

Lys

cat
His
35

atc ttc
Ile Phe

ctg ttg
Leu Leu
5
atc tce
Ile Ser
20
tgg gtg
Trp Val

ttc
Phe

gag
Glu

tgc
Cys

cga
Arg

ctg atg gca
Leu Met Ala
~-10

tet gga get
Ser Gly Ala

aag gct tecc

Lys Ala Ser

25

cag gcc cct

Gln Ala Pro
40

57/98

gtg
val

gtg
val

10
gga
Gly

gga
Gly

110

gtt
val

ctg
Leu

ttc
Phe

caa
Gln

aac

Asn

gg9
Gly

ggg
Gly

agg
Arg

att
Ile

ctt
Leu
45

48

96

144

192




gag
Glu

ccg

Pro

aca

Thr

ggc
Gly
110

tgg
Trp

aaa

Lys

gcc
Ala

tte
Phe

95
ace
Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Val Gln

1

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr

80
tgt
Cys

ctg
Leu

Ser Val Lys

Tyr Met His

Gly Gly Asn

Gln Gly Arg

65

50

35

gga
Gly

cag
Gln

65
atg
Met

gcg
Ala

gtec
Val

84
119
PRT

g9g
Gly

50
ggce
Gly

gag
Glu

aga
Arg

acc

Thr

aat

Asn

aga

Arg

cte

Leu

gac
Asp

gtc
val
115

gat
Asp

gte
val

teg

Ser

tcg
Ser
100
tee

Ser

cct gecg
Pro Ala

acg att

Thr Ile

70

agt ctg

Ser Leu
85

ggce tat

Gly Tyr

tca gct
Ser Ala

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence verze "d3" V oblasti

aat ggc cat agt

Asn Gly His Ser
55

act gcg gac gaa

Thr Ala Asp Glu

aga tct gag gac
Arg Ser Glu Asp
90
gcc atg gac tac
Ala Met Asp Tyr
105
agce

Ser

zudlecht&ného H fetézce

84

Leu Leu Glu

5

Ile Sexr Cys

20

Ttp Val Arg

Asp Pro Ala

Ser

Lys

Gln

Asn
55

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro
40

Gly His

val Thr Ile Thr Ala Asp

70

Val Leu Ala Arg
10
Gly Phe Asn Ile

Gly Gin Gly lLeu
45
Ser Met Tyr Asp
€0
Glu Ser Thr Ser
75

58/98

atg
Met

tce
Ser

75
tcg

Ser

tgg
Trp

Pro
Lys

30
Glu

Pro

Thr

tat
Tyr

60
acg
Thr

gcc
Ala

ggc
Gly

Gly

15
Asp
Trp

Lys

Ala

gac

Asp

agc

Ser

gta
Val

caa
Gln

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

240

288

336

384

414




Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys

85 90 95
Ala Arg Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115
<210> 85
<211> 98
<212> DNA
<213> Umélé sekvence
<220>
<223> Vektor h5Lv1S pro za&ménu FR
<400> 85

gtctagatcet ccaccatgag ggcccctgct cagttttttg ggatcttgtt getctggttt

ccagggatce gatgtgacat ccagatgacc cagtctce

<210> 86

<211> 98

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Vektor h5Lv4S pro zaménu FR
<400> 86

ttggcagatg gggtcccatc aaggttcagt ggctccggat ctggtaccga tttcactcte
accatctcga gtctgcaacc tgaagatttt gcaactta

<210> 87
<211> 98
<212> DNA

59/98

60
98

60
98




<213> Uméla sekvence
<220>

<223>

<400> 87

cttaagaagc ttttaatgtc ctgtgaggcc ttgcacgtga tggtgactct gtetectaca
gatgcagaca gggaggatgg agactgggtc atctggat

<210> 88

<211> 98

<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>
<223>

<400> 88

gatgggacce catctgccaa actagttgca taatagatca ggagcttagg ggctttcect
ggtttctget gataccaact taagaagctt ttaatgtc

<210> 89

<211> 94

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223>

<400> 89

tgttcgtacg tttgatctce accttggtce ctecgecgaa cgtgtacggg ctctcaccat

Vektor hS5Lv2A pro zaménu FR

Vektor hS5Lv3A pro zaménu FR

Vektor h5Lv5A pro zaménu FR

gctgcagaca gtagtaagtt gcaaaatctt cagg

60/98

60
98

60
98

60
94

as

LA A R ]
eoes

L X




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

<220>
<223>

<400>

90
20
DNA

Umnéla sekvence

Primer h5LvS

90

gtctagatct ccaccatgag

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

<220>
<223>

<400>

91
19
DNA

Umélda sekvence

Primer h5LvA

91

tgttcgtacg tttgatcte

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>

92
381
DNA

Umé&léd sekvence

signdlni peptid
(1)...(60)

maturovany peptid

20

19




<222>

<223>

<400>

atg
Met

gg9g
Gly

gca

att
Ile

aag
Lys

45
agg

agt

Ser

gag
Glu

agg
Arg

atc
Ile

tct

Ser

aaa
Lys

30
ctc
Leu

tte
Phe

ctg

Leu

agc

Serxr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

gce
Ala

cga
Arg

gta
Val

15
agc

Ser

ctg
Leu

agt

Ser

caa
Gln

ceg
Pro
95

(61)...(381)
Nukleotidova sekvence kédujici verzi

zuSlechténého L Fetézce

cct gct cag ttt ttt ggg atc ttg ttg ctc tgg
Pro Ala Gln Phe Phe Gly Ile Leu Leu Leu Trp

tgt gac atc cag atg acc cag tct cca tce tecc

Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

gga gac aga gtc acc atc acg tgc aag gcc tca
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thrx Cys Lys Ala Ser
20 25
ttc tta agt tgg tat cag cag aaa cca ggg aaa
Phe Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40
atc tat tat gca act agt ttg gca gat ggg gtc
Ile Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val
50 55
ggc tcc gga tct ggt ace gat tte act cte acc
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70
cct gaa gat ttt gea act tac tac tgt ctg cag
Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln
80 85 90
tac acg ttc ggc gga ggg acc aag gtg gag ate

Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

93

107

PRT

Uméla sekvence

62/98

"a" V

ttt cca
Phe Pro

ctg tct
Leu Ser

cag gac
Gln Asp

gce cct
Ala Pro

cca tca
Pro Ser

60
atec tecg
Ile Ser
75
cat ggt
His Gly

aaa

Lys

oblasti

48

96

144

- 192

240

288

336

381




' V oblasti

<223> Aminokyselinova sekvence verze "a'
zudlechténého L retézce

<400> 93

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

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Lys Ser Phe
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

35 40 45
Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Gly Glu Ser Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 94

<211> 77

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer F3SS pro zaménu FR

<400> 94

gtetggtacc gattacactc tcaccatctc gagcctccag cctgaagatt ttgcaactta 60

77

ctattgtctg cagaaca

<210> 95

<211> 77

<212> DNA

<213> Umé&lé sekvence

63/98




<220>

<223> Primer F3SA pro zaménu FR

<400> 95

tgttctgcag acaatagtaa gttgcaaaat cttcaggctg gaggctcgag atggtgagag 60

tgtaatcggt accagac 77

<210> 96

<211> 77

<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>

<223> Primer F3RS pro zé&ménu FR

<400> 96

gtctggtacc gattacactc tcaccatctc gagcctccag cctgaagata ttgcaactta 60

ctattgtctg cagaaca 77

<210> 97

<211> 77

<212> DNA

<213> Uméléd sekvence

<220>

<223> Primer F3RA pro zaménu FR

<400> 97

tgttctgecag acaatagtaa gttgcaatat cttcaggetg gaggctcgag atggtgagag 60
77

tgtaatcggt accagac

<210>

98

64/98




<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atg agg
Met Arg

ggg atc
Gly Ile

geca tct
Ala Ser

att aaa
Ile Lys

30
aag ctc
Lys Leu

45

agg tte
Arg Phe

agc cte

Ser Leu

gcce
Ala

cga
Arg

gta
val

15
agc

Ser

ctg

Leu

agt

Ser

cag
Gln

381
DNA

Umé&la sekvence

signalni peptid

(1)...(60)

maturovany peptid
(61)...(381)

Nukleotidova sekvence koédujici verzi "b" V oblasti

zuSlechténého L fetézce

98
cct gect
Pro Ala

tgt gac
Cys Asp

gga gac
Gly Asp

ttc tta
Phe Leu

atc tat
Ile Tyr

gge tce

Gly Ser

65

cct gaa

Pro Glu
80

cag
Gln

atc
Ile

aga

Arg

agt

Ser

tat

Tyr
50

gga

gat
Asp

ttt
Phe

cag
Gln

gtc
val

tgg
Trp

35
gca

Ala

tct

Ser

ttt
Phe

ttt
Phe

atg
Met

acc
Thr

20
tat

act
Thr

ggt
Gly

gca
Ala

999
Gly

acc
Thr

atc
Ile

cag
Gln

agt

Serx

ace
Thr

act
Thr
85

65/98

atc

Ile

cag
Gln

acg
Thr

cag
Gln

ttg

Leu

gat
Asp
70

tac

Tyr

ttg
Leu

tct

Ser

tge
Cys

aaa

Lys

gca
Ala

55
tac

Tyxr

tat
Tyr

ttg
Leu

cca

Pro

aag

Lys

cca
Pro

40
gat
Asp

act
Thr

tgt
Cys

ctc

Leu

tece

Ser

gcc
Ala
25

ggg
Gly

ggg9
Gly

cte
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

tce
Ser

10
tca

Ser

aaa

Lys

gte
Val

acc
Thr

cag
Gln
90

ttt cca
Phe Pro

-5
ctg tect
Leu Ser

cag gac
Gln Asp

gcc cct
Ala Pro

cca tca
Pro Ser

60
atc tecg
Ile Ser

75

cat ggt
His Gly

48

96

144 .

192

240

288

336




gag agc ccg tac acg tte ggc gga ggg acc aag gtg gag atc aaa 381

Glu Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

95 100 105
<210> 99
<211> 107
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Aminokyselinov& sekvence verze "b" V oblasti
zu3lechténého L Ffetézce
<400> 99
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Lys Ser Phe
20 25 30
Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Gly Glu Ser Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 100
<211> 381
<212> DNA
<213> Uméléa sekvence
<220>
<221> signdlni peptid

66/98




<222>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gca
Ala

att
Ile

aag
Lys

45
agg
Arg

agc

Ser

gag
Glu

agg
Arg

atc

Ile

tet

Ser

aaa
Lys

30
cte

Leu

tte
Phe

cte

Leu

agc

Ser

<210>
<211>
<212>

gce
Ala

cga

Arg

gta
Val

15
agce

Ser

ctg

Leu

Ser

cag
Gln

ccg
Pro
95

(1)...(60)

maturovany peptid

(61)...(381)

Nukleotidovad sekvence kdédujici verzi

zuSlechténého I Fetézce

100
cct get cag ttt ttt ggg atce
Pro Ala Gln Phe Phe Gly Ile

tgt gac atc cag atg acc cag
Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln

gga gac aga gtc acc atc acg
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr
20
ttc tta agt tgg tat cag cag
Phe Leu Ser Trp Tyr Gln Gln
35
atc tat tat gca act agt ttg
Ile Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu
50

ggc tcc gga tct ggt acce gat
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70
cct gaa gat att gca act tac
Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr

80 85

tac acg ttc ggc gga ggg acc

Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

101

107

PRT

67/98

tgc
Cys

aaa

Lys

geca
Ala

55
tac
Tyr

tat
Tyr

aag

Lys

aag

Lys

cca
Pro

40
gat
Asp

act
Thr

tgt
Cys

gtg
Val

ctc
Leu

tce

Ser

gce
Ala
25

ggg
Gly

ggg9
Gly

cte

Leu

ctg
Leu

gag
Glu
105

tgg
Trp

tece
Ser

10
teca

Ser

aaa

Lys

gte
val

acec

Thr

cag
Gln

90
atc
Ile

"won
C

ttt
Phe

ctg

Leu

cag
Gln

gcc
Ala

cca

Pro

atc
Ile

75
cat

His

aaa

Lys

V oblasti
cca 48
Pro

-5
tct 96
Ser
gac 144
Asp
cct 192
Pro
tca 240
Ser

60
teg 288
Ser
ggt 336
Gly

381




<213> Umeéla sekvence
<220>
<223> Aminokyselinova sekvence verze "c" V oblasti

zuSlechténého L retézce

<400> 101
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Lys Ser Phe
20 25 30
Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Gly Glu Ser Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 102
<211> 72
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Primer F2SS pro zadménu FR
<400> 102
gtctcttaag ttggttccag cagaaaccag ggaaatctcc taagaccctg atctactatg 60
72

caactagtaa ca

<210> 103

68/98




<211> 72

<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Primer F2SA pro z&ménu FR
<400> 103
1tgttactagt tgcatagtag atcagggtct taggagattt ccctggtttc tgctggaacc 60
aacttaagag ac 72
<210> 104
<211> 72
<212> DNA
<213> Umé&léa sekvence
<220>
<223> Primer F2XS pro za&ménu FR
<400> 104
gtctcttaag ttggtatcag cagaaaccag agaaagcccc taagtccctg atctattatg 60
caactagtaa ca 72
<210> 105
<211> 72
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Primer F2XA pro zaménu FR
<400> 105
60

tgttactagt tgcataatag atcagggact taggggettt ctetggttte tgetgatacce

69/98




aacttaagag ac

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

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
222>

<223>

<400>

atg agg gcc
Met Arg

-20

ggg
Gly

gca
Ala

att
Ile

aag
Lys

45
agg
Arg

atc
Ile

tct

Ser

aaa
Lys

30
acc
Thr

ttc
Phe

Ala

cga

Arg

gta
val

15
agc
Ser

ctg
Leu

agt

Ser

106
381
DNA

Uméla sekvence

signdlni peptid

(1) ...(60)

maturovany peptid

(61

) ...

(381)

Nukleotidova sekvence kdédujici verzi "b1l" V

oblasti zu3lechténého L retézce

106
cect

Pro

tgt
Cys

gga
Gly

tte
Phe

atec
Ile

ggc
Gly

get

gac

Asp

gac

Asp

tta

Leu

Tyr

tce
Serx
65

cag
Gln
-15
ate

Ile

aga
Arg

agt

Ser

tat
Tyr

50
gga
Gly

ttt
Phe

cag

Gln

gtc
val

tgg
Txp

35
gca
Ala

tct

Ser

ttt
Phe

atg
Met

acc
Thr

20
tte
Phe

act

ggt
Gly

999
Gly

acc

Thr

atc
Ile

cag
Gln

agt

Ser

acce

Thr

70/98

ate

Ile

cag

Gln

acg
Thr

cag
Gln

ttg
Leu

gat
Asp
70

ttg

Leu

tct

Ser

tge
Cys

Lys

gca
Ala

55
tac

Tyr

ttg cte

cca tcc

Pro Ser

aag gcc

Lys Ala

25

cca ggg

Pro Gly
40

gat ggg
Asp Gly

act cte

Thr Leu

tgg
Trp

tee
Ser

10
tca

Ser

aaa

Lys

gte
val

acce

Thr

ttt
Phe

ctg

cag

Gln

tect

Ser

cca

Pro

atc
Ile
75

cca

Pro

tct

Ser

gac

Asp

cct

Pro

tca
Ser

60
tcg

Sex

72

48

96

144

192

240

288




agc ctc cag cct gaa gat ttt geca act tac tat tgt ctg cag cat ggt 336
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys lLeu Gln His Gly

80 85 90
gag agc ccg tac acg ttc ggc gga ggg acc aag gtg gag atc aaa 381
Glu Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
95 100 105
<210> 107
<211> 107
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Aminokyselinova sekvence verze "bl" V oblasti
zuSlechténého L fetézce
<400> 107
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Lys Ser Phe
20 25 30
Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Gly Glu Ser Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 108
<211> 381
<212> DNA

71/98




<213> Uméla sekvence

<220>

<221> signalni peptid
222> (1)...(60)

<220>

<221> maturovany peptid
<222> (61)...(381)

<223> Nukleotidovéd sekvence kédujici verzi "b2" V

oblasti zuSlechténého L Fetézce

<400> 108

atg agg gcc cct get cag ttt ttt ggg atc ttg ttg cte tgg ttt cca 48
Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Phe Gly Ile Leu Leu Leu Trp Phe Pro

~-20 -15 -10 -5

ggg atc cga tgt gac atc cag atg acc cag tct cca tcc‘tcc ctg tect 96
Gly Ile Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

gca tct gta gga gac aga gtc acc atc acg tge aag gcc tca cag gac 144
Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp
15 20 25
att aaa agc ttc tta agt tgg tat cag cag aaa cca gag aaa gcc cct 192
Ile Lys Ser Phe Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro
30 35 40
aag tcc ctg atc tat tat gca act agt ttg gca gat ggg gtc cca tca 240
Lys Ser Leu Ile Tyr Tyr Ala Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser
45 50 55 60
agg ttc agt ggc tecc gga tct ggt acc gat tac act cte acc atc tcg 288
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75
age ctc cag cct gaa gat ttt geca act tac tat tgt ctg cag cat ggt 336
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Gly
80 85 90
gag agc ccg tac acg tte gge gga ggg ace aag gtg gag atc aaa 381
Glu Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
95 100 105
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Tyr

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>

Gln

val

Trp

35
Ala
Ser

Phe

Gly

109
107
PRT

Umél4 sekvence

Aminokyselinovd sekvence verze "b2" V oblasti

zudlechténého 1L retézce

109

Met Thr Gln Ser Pro

Thr
20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly
100

110
30
PRT

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Gly Thr

Cys Lys

Lys Pro

40

Ala Asp
55

Tyxr Thr

Tyr Cys

Lys Val

Uméléa sekvence

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
10 15
Ala Ser Gln Asp Ile Lys Ser
25 30
Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu
45
Gly Val Pro Ser Axrg Phe Ser
60
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
75
Leu Gln His Gly Glu Ser Pro
90 95
Glu Ile Lys
105
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Gly

Phe

Ile

Gly

Pro
80

Tyx




<223>

<400>
Gln Val Gln

Ser Val Lys

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

<220>
<223>

<400>
Trp Val Lys

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

<220>
<223>

<400>

Aminokyselinova sekvence FR1 v3ech verzi V oblasti

zu3lechté&ného H retézce

110

Leu Leu Glu Ser Gly Ala Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr
5 10 15

Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys

20 25 30

111
14
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR2 verzi "a" az "j" V

oblasti zu3lechténého H Fetézce

111

Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly
5 10

112

14

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR2 verzi "bl" a "d3" V

oblasti zuSlechté&ného H retézce

112

74/98




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

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

<220>
<223>

<400>
Trp Val Arg

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

<220>
<223>

<400>
Arg Ala Lys

Phe Ser Ser

<210>
<211>

5 10

113
14
PRT

Uméléd sekvence

Aminokyselinova sekvence FR2 verzi "b3"™ a "d3" V

oblasti zu3lechténého H retézce

113

Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly
5 10

114

32

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinovad sekvence FR3 verze "a" V oblasti

zuSlechténého H retézce

114

Leu Thr Ala Ala Thr Ser Ala Ser Ile Ala Tyr Leu Glu
5 10 15

Leu Thr Asn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

115

32

75/98




<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Arg Val Thr

Leu Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verzi (b), (bl}) a

(b3) V oblasti zuSlechténého H retézce

115

Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asn Thr Ala Tyr Met Glu
5 10 15

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

116
32
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinovad sekvence FR3 verze "c" V oblasti

zu3lechténého H retézce

116

Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Arg

Leu Ser Ser

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

5 10 15

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

117
32
PRT

Umé&la sekvence
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<220>
<223>

<400>
Arg Val Thr

Leu Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>
Arg Val Ser

Leu Asn Ser

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

<220>

Aminokyselinova sekvence FR3 wverzi "d", "dl" a

"d3" V oblasti zuSlechténého H Ffetézce

117

Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
5 10 15

Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg

20 25 30

118
32
PRT

Um&la sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verze "e" V oblasti

zu3lechténého H retézce

118

Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Lys Ile Ala Tyr Met Glu
5 10 15

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg

20 25 30

119
32
PRT

Uméla sekvence

77/98




<223>

<400>
Arg Val Thr

Leu Arg Ser

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

<220>
<223>

<400>
Lys Ala Thr

Leu Ser Ser

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

<220>
<223>

Aminokyselinova sekvence FR3 verze "f" V oblasti

zuSlechténého H fetézce

119

Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
5 10 15

Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30

120
32
PRT

Umé&la sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verze "g" V oblasti

zuSlechténého H retézce

120

Leu Thr Ala Asp Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln
5 10 15

Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Ser Cys Ala Arg

20 25 30

121
32
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verze "h" V oblasti

zu3lechténého H retézce

78/98




<400>
Arg Val Thr

Trp Thr Ser

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

<220>
<223>

<400>
Arg Val Thr

Leu Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

121

Met Ser Ala Asp Lys Ser Ser Ser Ala Ala Tyr Leu Gln
5 10 15

Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Ile Tyr Phe Cys Ala Arg

20 25 30

122
32
PRT

Umé&la sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verze "i" V oblasti

zu3lechténého H retézce

122
Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Phe Met Glu
5 10 15

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arxrg
20 25 30

123
32
PRT

Uméléa sekvence

‘Aminokyselinova sekvence FR3 verze "j" V oblasti

zu3lechté&ného H retézce

123

Arg Val Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ala Asn Thr Ala Tyr Met Glu

5 10 15

79/98




Leu Arg Ser Leu Arg Ser Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>
Trp Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile Gln

Asp Arg Val

<210>
<211>

20 25 30

124
13
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR4 v3ech verzi V oblasti

zu8lechténého H retézce

124

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
5 10

125

23

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR1 vSech verzi V oblasti

zuSlechté&ného L fetézce

125

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

Thr Ile Thr Cys

20

126

15
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Trp Tyr Gln

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

<220>
<223>

<400>
Trp Phe Gln

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

<220>
<223>

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinovad sekvence FR2 verzi "a", "b" a "c"

V oblasti zuSlechténého L retézce

126

Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
5 10 15

127

15

PRT

Uméla sekvence

Anminokyselinova sekvence FR2 verze "bl" V oblasti

zuSlechténého L retézce

127

Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile Tyr
5 10 15

128

15

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR2 verze "b2" V oblasti

zuSlechténého L fretézce
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<400>
Trp Tyr Gln

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

<220>
<223>

<400>
Gly Val Pro

Leu Thr Ile

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

<220>
<223>

<400>
Gly Val Pro

Leu Thr Ile

128
Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile Tyr
5 i0 15

129
32
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verze "a" V oblasti

zudlecht&ného L Fretézce

129
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
5 10 15

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

130
32
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verzi "b", "bl" a

"Hh2" V oblasti zuSlechténého L retézce

130

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr
5 10 15

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25 30

82/98




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

<220>
<223>

<400>
Gly Val Pro

Leu Thr Ile

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

<220>
<223>

<400>

LA 2]

*
* so0p

131
32
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR3 verze "c" V oblasti

zuSlechténého L retézce

131

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr
5 10 15

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25 30

132
10
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence FR4 v3ech verzi V oblasti

zu3lechté&ného L retézce

132

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

5 10

133
5
PRT

Uméla sekvence
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<220>
<223>

<400>
Asp Tyr Tyr

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

<220>
<223>

<400>
Gly Asn Asp

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Aminokyselinovd sekvence CDR1 v3ech verzi V

oblasti zuSlechténého H retézce

133

Met His
5

134

17

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence CDR2 v3ech verzi V

oblasti zuSlechténého H retézce

134

Pro Ala Asn Gly His Ser Met Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
5 10 15

135

8

PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinové sekvence CDR3 vSech verzi V

oblasti zu3lechténého H retézce

135

84/98




Asp Ser Gly Tyr Ala Met Asp Tyr

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

<220>
<223>

<400>
Lys Ala Ser

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

<220>
<223>

<400>
Tyr Ala Thr

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

5

136
11
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinové& sekvence CDR1 v3ech verzi V

oblasti zu3lechténého L Fetézce

136

Gln Asp Ile Lys Ser Phe Leu Ser

5

137
7
PRT

Uméla sekvence

Aminokyselinova sekvence CDR2 vSech verzi V

oblasti zuSlechténého L Fetézce

137

Ser Leu Ala Asp
5

138

9

PRT

Uméléa sekvence

oo e




<220>
<223>

<400>
Leu Gln

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

<220>
<223>

<400>
Glu Ile

Ser Val

Asn Met

Gly Tyr

50

Lys Gly
65

Met His

Ala Arg

His

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Aminokyselinova sekvence CDR3 v3ech verzi V

oblasti zuSlechténého L retézce

138

Gly Glu Ser Pro Tyr Thr

5

139
118
PRT

My3

Aminokyselinova sekvence kédujici V oblast H

fetézce my$i monoklondlni protildtky ATR-2 proti

TF

139
Leu Gln

Val Ser
20
Trp Val

Asp Pro

Ala Thr

Asn Ser

85

Gly Glu
100

Gln

Cys

Lys

Leu
70

Leu

Gly

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ser

40

Asn Gly
55

Thr Val

Thr Serxr

Tyr Tyr

Pro

Ser

25

His

Gly

Asp

Glu

Phe
105

Glu Leu Val
10
Gly Tyr Ser

Gly Lys Ser

Thr Ile Tyr
60
Lys Ser Ser
75
Asp Ser Ala
90
Asp Tyr Trp

86/98

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Vval

Gly

Pro Gly Ala

15
Thr Asp
30
Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

95
Gln Gly
110

Tyr

Ile

Phe

Phe

80

Cys

Thr




Thr Leu Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Asn

Gly

Lys

65

Ala

Thr

Ile

Val

Tyr

50
Gly
His

Arg

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

115

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr
115

140
118
PRT

My§

Aminokyselinovad sekvence kdédujici V oblast H

fetézce my3i monoklondlni protildtky ATR-3 proti

TF

140

Leu Gln

5

Vval Ser
20

Trp Val

Asp Pro

Ala Thr

Asn Ser
85

Gly Glu

100

Val Ser

141
117
PRT

Mys

Gln Ser
Cys Lys
Lys Gln
Tyr Asn

55
Leu Thr

70
Leu Thr

Gly Tyr

Ser

Gly
Ala
Ser

40
Gly

Val

Ser

Tyr

Pro Glu Leu Val Lys

10
Ser Gly
25
His Gly

Gly Thr
Asp Lys
Glu Asp

50

Phe Asp
105

87/98

Tyr

Lys

Ile

Ser

75

Ser

Ser Phe

Ser Leu

45

Tyr Asn
60

Ser Ser

Ala Val

Trp Gly

Pro Gly Ala

15

Thr Asp
30

Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

95

Gln Gly
110

Tyr

Ile

Phe

Phe

80

Cys

Thr




<220>
223>

<400>

Glu

Leu

Gly
Gln

65

Leu

Val

Val

Val

Met

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Asp

Val
115

Aminokyselinovad sekvence kédujici V oblast H

fetézce mySi monoklondlni protildtky ATR-4 proti

TF

141

Leu Gln Gln Ser Gly

5

Leu Ser
20

Trp Val

Asp Pro

Ala Ser

Ser Ser

85
Ser Gly
100

Ser Ser

142
117
PRT
Mys

Aminokyselinova sekvence kédujici V oblast H

Cys

Lys

Gln

Ile

70

Leu

Lys Ala

Gln Arg
40

Asn Gly

55

Thr Ala

Thr Ser

Ala Met

Ala Glu

10

Ser Gly
25

Pro Glu

Asn Thr

Asp Thr

Glu Asp

90
Asp Tyr
105

Leu Val Arg

Phe Asn Ile

Gln Gly Leu
45
Ile Tyr Asp
60
Ser Ser Asn
75
Thr Ala Val

Trp Gly Gln

Pro Gly Ala

15

Lys Asp
30

Glu Trp

Pro Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

95

Gly Thr
110

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Ser

fetézce my3i monoklonédlni protildtky ATR-5 proti

TF

142

88/98




Glu

Leu

Gly
Gln
65

Leu

Ala

Val

Val

Val

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile Gln

Gln Leu Gln Gln Ser Gly

Lys
His
35

Asn

Lys

Asp

val
115

Ser Val Lys

Asn Ile Phe

35

Gly Tyr Ile

50

Leu
20
Trp

Asp

Ala

Ser

Ser
100

Ser

143
118
PRT

My$

5
Ser Cys

Val Lys
Pro Ala
Ser Ile

70

Ser Leu
85

Gly Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Ala

Gly

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Met

Thr Asn

10

Ser Gly
25

Pro Glu

His Ser

Asp Thr

Glu Asp

90
Asp Tyr
105

Leu Val
Phe Asn
Gln Gly
Met Tyr

60
Ser Ser

75
Thr Ala

Trp Gly

Arg

Ile

Pro

Lys
30

Leu Glu

45
Asp

Pro

Asn Thr

vVal

Tyx

Gln Gly

110

Lys

Ala

Phe

95
Thr

Tyr
Ile
Phe
Tyr

80

Cys

Ser

Aminokyselinova sekvence kdédujici V oblast H

fetézce my3i monoklondlni protildtky ATR-7 proti

TF

143

Leu

val
20

Trp

Asp

Gln Gln
5
Ser Cys

Val lys

Pro Tyr

Ser Gly Pro

Lys Ala Ser

Gln Ser His

Thr Gly Gly

55

40

10

25

89/98

60

45

30

15

Glu Leu Val Lys Pro Gly Ser

Gly Tyr Ser Phe Pro Asp Tyr

Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile

Thr Gly Tyr Asn Gln Lys Phe



Asn Asp
65

Met His Leu

Ala Arg

Leu Val

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

Ser Val

Asn Ile

Gly Tyr
50

Asn Asp

65

Met His

Ala Arg

Leu Val

Lys

Gly

Thr
115

Gln

Lys

Phe

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr
115

Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Phe
70 75 80
Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Phe Tyr Tyr Asp Tyr Asp Cys Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Val Ser Ala

144
118
PRT

Aminokyselinovad sekvence koédujici V oblast H
feté&zce mysi monoklonalni protildtky ATR-8 proti

TF

144
Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
5 10 15
Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile
40 45
Asp Pro Tyr Thr Gly Gly Thr Gly Tyr Asn Gln Lys Phe
55 60
Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Phe
70 75 80
Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Phe Tyr Tyr Asp Tyr Asp Cys Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Val Ser Ala
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
aAsp Ile Gln

Glu Ser Val

Leu Ala Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

<220>

Aminokyselinova sekvence kédujici V oblast L

fetézce my31i monoklondlni protildtky ATR-2 proti

TF

145
Met

Thr
20

Tyr

Thr

Gly

val

Gly
100

146
107
PRT
My3

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Ser

85
Gly

Gln Ser
Thr Cys
Gln Lys
Leu Ala

55
Lys Phe

70
Tyr Tyr

Thr Lys

Pro

Leu

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Ala Ser

10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val
Phe Lys
Gln Gln

90

Glu Ile
105

91/98

Gln Ser Ala

Gln Thr Ile

Ser

Gly
30

Ser Pro Gln Val

45
Pro Ser Axg
60
Ile Ser Ser
75
Leu Tyr Ser

Lys

Phe

Leu

Thr

Leu Gly
15
Thr Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ala

80

Pro Tyr
95




<223>

<400>
Asp Ile

Glu Ser

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Aminokyselinovad sekvence kédujici V oblast

fetézce mySi monoklondlni protilatky ATR-3

TF

146
Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser
5 10
Thr Ile Thr Cys Leu Ala Ser
20 25
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
40
Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val
55
Gly Thr Lys Phe Ser Phe Lys
70
Val Ser Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90
Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

147
107
PRT
Mys

Aminokyselinovd sekvence kdéddujici V oblast L

Gln Ser Ala Ser leu Gly

Gln Thr

Ser Pro

Pro Ser

60

Ile Ser
75

Leu Tyr

Lys

15
Ile Gly Thr
30
Gln Val Leu
45
Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Ser Thr Pro
95

Trp

Ile

Gly

Ala
80

Tyr

proti

fetézce my3i monoklondlni protildtky ATR-4 proti

TF

147

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu Gly

5 10

92/98

15




Glu Arg Val

Leu Ser Trp
35

Tyr Tyr Ala
50

Ser Gly Ser

65

Asp Asp Ser

Thr Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile Lys

Glu Arg Val

Leu Ser Trp
35
Tyr Tyr Ala
50
Ser Gly Ser
65

Thr Ile Thr Cys
20
Tyr Gln Gln Lys

Thr Sexr Leu Ala
55

Gly Gln Asp Tyr

70
Ala Thr Tyr Tyr
85
Gly Gly Thr Lys
100

148
107
PRT

Aminokyselinovd sekvence koédujici V oblast L

Lys Ala Ser
25
Pro Trp Gln
40
Asp Gly Val

Ser Leu Thr

Cys Leu Gln

90

Leu Glu Ile
105

Gln Asp Ile Lys Thr Phe
30
Ser Pro Lys Thr Leu Ile
45
Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ile Ser Ser Leu Glu Ser
75 80

His Gly Glu Ser Pro Tyr

95
Lys

fetézce mySi monoklonalni protildtky ATR-5 proti

TF

148

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

5
Thr Ile Thr Cys
20
Tyr Gln Gln Lys

10
Lys Ala Ser
25
Pro Trp Lys
40

15
Gln Asp Ile Lys Ser Phe
30
Ser Pro Lys Thr Leu Ile
45

Thr Ser Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

55
Gly Gln Asp Tyr
70

Ser Leu Thr

93/98

60
Ile Asn Asn Leu Glu Ser
75 80




Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Gly Glu Ser Pro Tyr

85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>
Asp Val

Gln Pro

Asp Gly

Pro Lys
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Thr His

<210>
<211>
<212>

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

100

149
112
PRT

Aminokyselinovd sekvence kdédujici V oblast L

105

95

fetézce my3i monoklondlni protilatky ATR-7 proti

TF

149

Leu Thr
5

Ser Val

20

Thr Tyx

Leu Ile

Thr Gly

Glu Ala

85
Pro Asp
100

150
112
PRT

Gln Thr
Ser Cys
Leu Asn
Tyr Leu

55
Ser Gly
70

Glu Asp

Thr Phe

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr Leu Ser
10

Ser Gln Ser

Leu Gln Arg

Lys Leu Asp
60
Thr Asp Phe
75
Val Tyr Tyr
90
Gly Thr Lys

94/98

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr Ile Gly
15
Leu Asp Ser
30
Gly Gln Ser

Gly Val Pro

Leu Lys Ile
80
Trp Gln Asp
95
Glu Ile Lys
110



<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Val

Gln Pro

Asp Gly

Pro Lys
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Thr His

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

<220>
<223>

<400>

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Vval

Phe

Mys

Aminokyselinova sekvence kdédujici V oblast L

fetézce my3i monoklondlni protilatky ATR-8 proti

TE

150

Leu Thr
5

Ser Val

20

Thr Tyr

Leu Ile

Thr Gly

Glu Ala

85
Pro Asp
100

151
780
DNA

Gln Thr

Ser Cys

Leu Asn

Tyr Leu

55

Ser Gly
70

Glu Asp

Thx Phe

Homosapiens

Pro
Lys
Trp

40

val

Ser

Gly

Leu Thr

10
Ser Ser
25

Leu Leu
Ser Lys
Gly Thr
Gly val

90

Gly Gly
105

Leu Ser Val

Gln Ser Leu

Gln Arg Pro
45
Leu Asp Ser
60
Asp Phe Thr
75

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

DNA kédujici rozpustny lidsky TF

151

95/98

Thx

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Tzrp

Glu
110

Ile

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95
Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asp

Lys



atg
Met

gct

tca

Ser

act

Thr

gtc
Vval

tge
Cys

aag
Lys
65

g99
Gly

tce

Ser

att
Ile

gat
Asp

gat
Asp
145

gag
Glu

cgg
Arg

ggec
Gly

aat

Asn

tac
Tyr

ttt
Phe

50
gat
Asp

aat

Asn

cca

Pro

cag
Gln

gaa
Glu
130
gtt
Val

acc
Thr

acg
Thr

act

Thr

tte
Phe

act
Thr

35
tac

Tyr

gtg
val

gtg
val

gag
Glu

agt
Ser
115
cgg
Arg

ttt
Phe

cct

Pro

cte

Leu

aca

Thr

aag
Lys

20
gtt
val

aca
Thr

aag

Lys

gag
Glu

ttc
Phe
100
ttt
Phe

act

Thr

ggce
Gly

gce
Ala

ctg

Leu

aat

Asn

aca
Thr

caa

Gln

aca
Thr

cag
Gln

agce
Ser

85
aca

Thr

gaa
Glu

tta

Leu

aag

Lys

tgg
Trp

ctc

Leu

act

Thr

att
Ile

ata
Ile

gac

Asp

acg
Thr

70
acc
Thx

cct

Pro

cag
Gln

gte
val

gac
Asp
150

ccce

Pro

ggce
Gly

gtg
val

ttg

Leu

agc

Ser

aca
Thr

55
tac
Tyr

ggt
Gly

Tyr

gtg
Val

aga
Arg
135
tta
Leu

cgg
Arg

tgg
Trp

gca

gag
Glu

act
Thr

40
gag
Glu

ttg
Leu

tct

Serxr

ctg
Leu

gga
Gly
120
agg
Arg

att
Ile

gtc
val

gtc
val

gca

Ala

tgg
Trp

25
aag

Lys

tgt
Cys

gca
Ala

gct
Ala

gag
Glu
105
aca

Thr

aac

Asn

tat
Tyr

96/98

ccg

Pro

tte
Phe

tat
Tyr

10
gaa
Glu

tca

Ser

gac

Asp

cgg
Arg

gg99g
Gly

90
aca
Thr

aaa

Lys

aac

Asn

aca
Thr

cgc
Arg

gee
Ala

aat

Asn

cce

Pro

gga
Gly

cte

Leu

gte
Val

75
gag
Glu

aac

Asn

gtg
val

act
Thr

ctt
Leu
155

cce

Pro

cag
Gln

tta

Leu

aaa

Lys

gat
Asp

acc
Thr

60
tte
Phe

cet

Pro

cte

Leu

aat
Asn

tte
Phe
140
tat
Tyr

gag
Glu
-20

Vval

act

Thr

cce

Pro

tgg
Trp

45
gac

Asp

tecc

Ser

ctg

Leu

gga
Gly

gtg
Val
125
cta

Leu

tat
Tyr

acc
Thr

gce

Ala

tgg
Trp

gte
val

30
aaa

Lys

gag
Glu

tac

Tyr

tat
Tyr

cag
Gln
110
acc

Thr

agc

Ser

tgg
Trp

gce
Ala

ggc
Gly

aaa
Lys

i5
aat

Asn

agc

Ser

att
Ile

ccg

Pro

gag
Glu

95
cca

Pro

gta
val

cte

Leu

aaa

Lys

gte
val

get
Ala

tca

Ser

caa
Gln

aaa

Lys

gtg
Val

gca
Ala

80
aac
Asn

aca
Thr

gaa

Glu

cgg
Arg

tect
Serxr
160

48

96

144

192

240

288

366

384

432

480

528

576




tca agt

Ser Ser

att gat
Ile Asp

att ccce

Ile Pro

tgt atg
Cys Met

210
gac gat
Asp Asp
225

<210>
<211>
<212>

<220>
<223>

<400>
Met Glu

Ala Arg

-15

Ser Gly
1

Thr Asn

Val Tyr

Cys Phe
50

tca

Ser

gtg
vVal

tece

Ser
195
ggc
Gly

aaa

Lys

Thr

Thr

Thr

Phe

Thr

35
Tyr

gga aag aaa aca gcc aaa aca aac act aat gag
Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu
165 170
gat aaa gga gaa aac tac tgt ttc agt gtt caa
Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gln
180 185 190
cga aca gtt aac cgg aag agt aca gac agc ccg
Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro
200 205

cag gag aaa ggg gaa ttc aga gaa gac tac aaa

Gln Glu Lys Gly Glu Phe Arg Glu Asp Tyr Lys
215 220

taa

152

259

PRT

ttt
Phe
175
gca
Ala

gta
Val

gac
Asp

ttg

Leu

gtg
Val

gag
Glu

gat
Asp

L
[ XX ¥ ]

624

672

720

768

780

Aminokyselinova sekvence rozpustného lidského TF

152
Pro Ala Trp Pro Arg Val Pro Arg Pro Glu Thr
-25 -20
Leu Leu Leu Gly Trp Val Phe Ala Gln Val Ala
-10 -5
Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp
5 10
Lys Thr Ile Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val
20 25 30
val Gln Ile Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys
40 45
Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu
55 60

97/98

Ala

Gly

Lys

15

Asn

Ser

Ile

val

Ala

Ser

Gln

Lys

val

(XA X ]




Lys
65
Gly

Ser

Ile

Asp

145

Ser

Ile

Ile

Cys

Asp
225

Asp

Asn

Pro

Gln

Glu

130

val

Ser

Asp

Pro

Met

210
Asp

Val

Val

Glu

Ser

115

Arg

Phe

Ser

Val

Ser

195

Gly

Lys

Lys

Glu

Phe

100

Phe

Thr

Gly

Gly

Asp

180

Arg

Gln

Gln

Ser

85

Thr

Glu

Leu

Lys

Lys

165

Lys

Thr

Glu

Thr

70

Thr

Pro

Gln

Val

Asp

150

Lys

Gly

Vval

Lys

Tyr

Gly

val

Arg

135

Leu

Thxr

Glu

Asn

Gly
215

Leu

Ser

Leu

Gly

120

Arg

Ile

Ala

Asn

Arg

200
Glu

Ala

Ala

Glu

105

Thr

Asn

Tyx

Lys

Tyxr

185

Lys

Phe

98/98

Arg

Gly

90

Thr

Lys

Asn

Thr

Thr

170

Cys

Ser

Arg

Val

75

Glu

Asn

Val

Thr

Leu

155

Asn

Phe

Thr

Glu

Phe

Pro

Leu

Asn

Phe
140

Tyr

Thr

Ser

Asp

Asp
220

Ser

Leu

Gly

val

125

Leu

Tyr

Asn

val

Ser
205

Tyx

Tyr

Tyr

Gln

110

Thr

Ser

Trp

Glu

Gln

190

Pro

Lys

Pro

Glu

95

Pro

val

Leu

Lys

Phe

175

Ala

Val

Asp

80
Asn

Thr

Glu

Arg

Ser

160

Leu

Val

Glu

Asp
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