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Rekombinantni protilatky anti—-CD4 pro humanni terapii a zpiisoby jejich produkce

Oblast techniky

Vynalez se tykd rekombinantnich protilatek specifickych k CD4, které jsou pouzitelné pro
humanni{ terapii a také zpasobli produkce takovych protilatek. Chimérické protilatky podle
vynalezu obsahuji variabilni sekvence opic Starého svéta a lidské sekvence lidské Konstantni
domény gama 4 nebo jejich mutovanych forem. Tyto protilatky maji na rozdil od dosud znamych
anti-CD4 protilatek Zadouci terapeutické vlastnosti vetn& nizké antigenicity, snizené (nebo
chybgjici) depledni aktivity pro T buiiky, dobrou afinitu k lidskému CD4 a zvySenou stabilitu
(biologicky polocas in vivo).

Dosavadni stav techniky

CD4 je povrchovy glykoprotein primarné exprimovany na buiikach linie lymfocytd T veetn&
vét§iny thymocytf a podskupiny perifernich T bun&k. Nizké hladiny CD4 jsou také exprimovany
nékterymi nelymfoidnimi buitkami, aékoliv funkéni vyznam této odchylné bunécné distribuce je
neznamy. Na zralych T buiikach vykonava CD4 rozpoznéavaci funkci prostfednictvim interakce
s molekulami MHC II. t¥idy (MHC = hlavni histokompatibilni systém), které jsou exprimovény
na buiikich prezentujicich antigen. T bufiky CD4" tvofi primarn& podskupinu pomocnych
(,helper) bunék, které fidi funkce T a B bunék b&hem imunitnich odpovédi na virové,
bakterialni, mykotické a parazitarni infekce, zavislych na T buiikach.

Béhem patogeneze autoimunitnich nemoci, zejména kdyz selZe tolerance k vlastnim antigenim,
T buitky CD4" prispivaji k zan&tlivym odpovédim, které maji za nasledek po3kozeni kloubu
atkané. Témto procesim napomaha doplfiovani zanétlivymi buiikami hemopoetické linie,
produkce protilatek, zanétlivych cytokini a mediatori a aktivace zabije¢skych (,killer”) bunék.

Revmatoidni artritida (RA), zanétliva nemoc synovia, je jeden projev autoimunitniho jevu, ktery
mé za nasledek erozi, deformitu a zni¢eni kloubi. Jako u vé&tSiny autoimunitnich nemoci neni
etiologie RA dobfe poznana. Aviak je znimo, 7e RA je charakterizovana zvy3enymi hladinami
aktivovanych T lymfocyti CD4" v postizenych kloubech. V sou€asnosti neexistuje vylé¢eni RA.
Prvni linie 1é¢by RA poskytuje tlevu od ptiznakii RA a zlepuje béhem kratké doby funkeni
zdatnost. Druha a tieti linie imunosupresiv a steroidd, jako je azathioprin, metotrexat
a prednisolon, zacilené na vlastni nemoc, jsou podavané ve vazngjsich pfipadech a jsou bud’
pouze slab& G¢inné nebo projevuji nepfijatelnou toxicitu pro chronickou terapii. Neochraiiuji také
pied zni¢enim kloubu.

Nezavisle na RA, buiiky CD4" se G&astni také dal3ich chronickych stavii véetné psoriazy, diabetu
mellitu zavislého na inzulinu, systémového lupus erytematosus a zanétlivych stfevnich nemoci.
Kromé toho je pravdépodobné, ze exprese CD4 je zapojena i do dal$ich autoimunitnich nemoci.

P¥i daném zapojeni T bunék do rozvoje a udrzovani autoimunitnich nemoci se dilezitou léZebnou
strategii stala imunosuprese. Dostupné imunosupresivni léky, jako cyklosporin A, jsou ispésné
pouzivany pro 1é&bu rejekce transplantiti. Avsak jejich toxické vedlejsi Gcinky je Cini
nepfijatelnymi pro chronickou lé¢bu autoimunitnich nemoci.

Deplece (vycerpani) veskeré T bun&né populace, véetné podskupiny CD4", se v klinickych
podminkach uskuteéni metodami zahrnujicimi drendz ductus thoracicus, celkovym ozéafenim
lymfoidni tkané a lymfoforézou, coz ma u nékterych pacientd za nasledek klinické zlep3eni.
Soucasna strategie je viak zaméfena na selektivngjsi pripravky, které blokuji nezddouci imunitni
odpovédi, aniz by zplisobily toxicitu pro solidni organy nebo jiné vétsi vedlejsi G¢inky. Jeden
zplisob, jak toto miiZe byt potencialng dosazeno, je selektivni odstranéni nebo inaktivace T bungk
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zprostfedkovavajicich nemoc pouZitim monoklonalnich protilatek (mAbs). Jednu takovou
strategii pfedstavuji mAbs k CD4. Ve zvitecich modelech autoimunity a transplantace, kdyz jsou
profylakticky nebo terapeuticky podédvany mAbs anti-CD4, tyto protilatky ru$i nebo zvrati
progresi nemoci. Krom& toho, pocatetni vysledky nékterych klinickych zkoudek smAbs
anti-CD4 u RA, psoridzy, zanétlivé stfevni nemoci a systémové vaskulitidy poskytly urgity
predbézny diikaz potencidlni terapeutické uéinnosti.

Cilem 1é€by mAbs anti-CD4 je v podstaté zrusit autodestruktivni aktivitu bunék CD4", zejména
béhem akutnich fazi autoimunitni poruchy. Kone&ny 1é¢ebny cil je navodit stav imunologické
neodpovidavosti (anergii) nebo dlouhodobou toleranci na 3kodlivé antigeny (nebo specifické
tkan&), které udrzuji vlastni nemoc, aniz by se ohrozila normélni obrana hostitele proti
oportunnim infekcim. Nehledé na RA, mAbs CD4 mohou byt také prosp&sné pro lé¢bu dalSich
autoimunitnich nemoci, napf. diabetu mellitu zivislého na inzulinu, systémového lupus
erytematosus, psoriazy, zanétlivé stfevni nemoci a sclerosis multiplex.

Vzhledem k potencidlni dilezitosti mAbs anti—-CD4 jako imunoterapeutika publikovali jiz &etné
spolecnosti a vyzkumné skupiny mAbs anti-CD4 jako potencialni lé¢ebné ptipravky. Napfiklad
Centocor publikoval mAbs anti-CD4 nazyvané Centara, coz je chimérickd my$i monoklonalni
protilatka (mAb) k CD4. Diéle Johnson & Johnson/Ortho publikovali OKT—4a, mAb anti-CD4,
ktera je humanizovand my3i mAb. Déle publikovali Burroughs Wellcome mAb anti-CD4, které
Je humanizovana potkani mAb k CD4. Jak Sandoz, tak i MedImmune (ve spolupraci s firmou
Merck) vyvinuli anti-CD4 mysi humanizované mAbs specifické k CD4. Dale vyvinuli mAbs
anti-CD4 také Becton Dickinson, Immunotech a Boehringer Mannheim.

Nehled¢ na mAbs anti-CD4, byly objeveny riizné imunomodulétory a léky potencialné
pouzitelné pro lé¢bu RA. Takové imunomodulatory a 1éky zahmuji napf. blokatory buné&éné
adheze, blokétory cytokinovych receptorti, imunotoxiny a antagonisty T bunéénych receptori.
Specifické priklady zahrnuji interferon gama, anti-ICAM-1 (my$i mAb anti-CD54, ktera

blokuje leukocytarni transport, adhezi), Compath—1H (potkani humanizovana mAb anti-CDw52) - .

receptor IL~1, cA2 (TNF-alfa chiméricki mAb), CDP 571 (mAb anti-TNF), anti-IL-2R
(humanizovana my3i mAb anti-CD25), SDZ CHH 380 (mysi lidska mAb anti-CD7), DAB486
IL-2 (IL~2 fazni toxin, nespecificky pro buiiky CD4 a CD8), Antril (I-1RA), anti~-TCR (mAbs
a proteiny, jejichz cilem jsou podskupiny T buné&ného receptoru) a Xoma-Zyme-CDS5 (mysi
konjugat anti-CDS5 toxinu).

Dal3i imunomodulétory a imunosupresiva majici potencialni pouziti pro 1é¢bu autoimunitnich
nemoci zahrnuji Rapamycin (peroralni imunosupresivum), Therafectin, Leflunomid (imuno-

supresivni predléky), Tenidap (cytokinovy modulator/CO— inhibitor), IMM-125 a RS-61443
(peroralni imunosupresivum).

Jak bylo jiz zminéno, byly publikovany &etné monoklonélni protilatky k CD4, majici potencialni
létebné pouziti. Z velké vétsiny tyto protilatky zahrnuji mys$i mAbs, chimérické nebo mysi
humanizované mAbs anti~CD4.

Mysi monoklonalni protilatky maji potencidlni vyuZiti pro diagnézu lidskych onemocnéni stejné
jako vKklinickych zkouskach jako 1é&ivo pro 1é&bu jak akutnich, tak chronickych lidskych
onemocnéni, véetné leukemii, lymfomd, solidnich nadort (napf. stfeva, prsu, jaterni nadory),
AIDS a autoimunitnich nemoci. Aviak mysi protilatky jsou nevyhodné, protoZe maji &asto za
nasledek imunitni protilatkovou odpovéd’ hostitele proti my$im monoklonalnim protilatkam,

Byly také publikovany chimérické my3i/lidské protilatky. Tyto protilatky obsahuji vazebné
vlastnosti zakladni mysi protilatky a efektorové funkce sdruzené s lidskou konstantni oblasti. Viz
napi. Cabilly et al., patent Spojenych Stath &. 4 816 567, Shoemaker et al., patent Spojenych
Stath €. 4978 775, Beavers et al., patent Spojenych Statd & 4 975369 a Boss et al., patent
Spojenych Statd ¢. 4 816397, viechny jsou zahmuty v odkazech. Vieobecné jsou tyto
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chimérické protilatky ziskdvany pomoci genomové genové knihovny z DNA extrahované z jiz
existujicich my3ich hybridomi (Nishman et al., Cancer Research, 47, 999, 1987). Knihovna se
poté testuje na pfitomnost gentt pro variabilni oblasti jak tézkého tak i lehkého fetézce, které
vykazuji spravné typy preskupeni protilatkovych fragmenti. Klonované geny variabilni oblasti se
poté liguji do expresniho vektoru. ktery obsahuje klonované kazety pfislusného genu pro lidskou
konstantni oblast téZkého nebo lehkého fetézce. Chimérické geny se poté exprimuji v bunéfné
linii dle vybéru, obvykle mysi myelomové linii.

Avsak, jakmile jsou takové chimérické protilatky pouzity v lidské terapii, objevuji se také nékteré
problémy. Podobné jako je to u mysich monoklonalnich protilatek, mohou lidsti pfijemci
produkovat protilatky proti témto chimérickym protilatkim, coZ je nevyhodné pro Uginnost
dlouhodobé terapie chimérickou protilatkou.

Jako zlepeni pro obvyklé chimérické protilatky vyjevilo n&kolik badateld zpisoby produkce
lidskych monoklonélnich protilatek, u kterych se tyto problémy nevyskytuji. Viz napt. Ehrlich
et al., Clinical Chemistry, 34, 1681, 1988, Ehrlich et al., Hybridoma, 7, 385, 1988, Ehrlich et al.,
Hybridoma, 6, 151, 1987 a Ehrlich et al., Human Antibody Hybridomas, 1, 23, 1990. V t&chto
odkazech se také vyslovuje hypotéza, Ze protilitky primatd, napf. $impanzi monoklonélni
protilatky, by mohly byt lidmi dobie tolerovany kvili své strukturni podobnosti s lidskymi
protilatkami. AvSak produkce protilatek v lidech ma samoziejmé etické zabrany.

Protoze lidské protilatky nejsou imunogenni u opic rodu Rhesus (tj. nevyvolavaji protilitkovou
odpovéd’), Ehrlich et al. predpovidaji, Ze protilatky primatd budou neimunogenni u lidi. Ehrlich
et al. (viz vy3e) naznauji, Ze testovani protilatek na lidech neni nezbytné, jestlize protilatka
primata ma konstantni oblast totoZnou se stejnou oblasti lidského imunoglobulinu, nebo alespori
strukturu, ktera neni odli$na od lidského imunoglobulinu vice, nez se lisi rizné lidské protilatky
od sebe navzajem. Navrhuji tedy, Ze $impanzi protilatky mohou byt uZite¢né v lidské terapii.

Jako vylepseni znamych chimérickych protilatek, které jsou &asto u lidi antigenni, popisuje se ve
stavu techniky pfiprava monoklonalnich protilatek u opic Starého svéta a chimérickych protilatek
z nich odvozenych tvofenych rekombinantnimi metodami, které obsahuji variabilni doménu
protilatky opice Starého svéta (napt. pavian nebo makak), fuzovanou s klonovanou konstantni
oblasti lidskou, impanzi nebo zjiné opice nebo kostrovou oblasti protilatky jiné opice.
Konkrétné se popisuji ptipravy opicich (z opic Starého svéta) a chimérickych protilatek z nich
odvozenych proti lidskym antigenim, a také pouziti t&chto chimérickych rekombinantnich
protilatek jako imunoterapeutickych pfipravki pro 1é¢bu lidskych nemoci.

Tyto aplikace jsou zaloZeny na prekvapujicim odhaleni, Ze opice evoluéng vzdalené (napf. opice
pavian nebo makak, véetné opic Macaca fascicularis a Macaca rhesus), jsou na rozdil od
Simpanzii nejenom dostateiné odlidné od lidi, takze je moZné, aby vtéchto opicich byly
péstovany protilatky proti lidskym antigeniim, dokonce proti relativné konzervovanym lidskym
antigenim jako CD4 a CD54, ale tyto opice jsou dostatetné podobné &loveku, aby mély
protilatky, které jsou strukturalné podobné lidskym protilatkam, takze kdyZ jsou tyto opici
protiltky nebo z nich odvozené chimérické protilatky podany &lovéku, nevyvola se u lidi Zadna
hostitelska proti—protilatkova odpovéd’.

Z uvedeného vyplyva, Ze na rozdil od nékterych predchozich protilatek pouzivanych pro lidskou
terapii, véetné znamych chimérickych protilatek, nové chimérické protilatky netrpi mnoha
nedostatky, napf. a) imunogenicita a indukce lidské proti—protilatkové (HAA) odpovédi pti
opakovaném podavani nezbytném pfi 1é¢b& chronickych stavii, 2) relativné kréatky polocas
rozpadu ve srovnani s lidskymi protilatkami a 3) nedostatek efektorovych funkei s lidskymi
burikami nebo komplementem.

Neptitomnost téchto nedostatki je vyznamna vyhoda pro lidskou terapii. Napfiklad v pfipadé
chronické lidské nemoci, véetné autoimunitnich nemoci, nebo jakékoliv nemoci, kde je nezbytné
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dlouhotrvajici podavani protildtky, je jednou z hlavnich piekazek opakované lé&by protilatkami
hostitelova odpovéd’ na lécebnou protilatku. Odpovédi HAA jsou &asto nepredvidatelné od
pacienta k pacientovi. Také jsou takové odpovédi prevazng, i kdyZ ne vyluéné, namiteny proti
konstantni oblasti protildtkové molekuly, a jakmile se jednou objevi, &asto zabraiiuji nebo snizuji
uginnost terapie s touto protilitkou nebo jinou protilatkou stejného izotypu. Rekombinantni
chiméricke protilatky popsané ve vyse odkazovanych aplikacich obchazi tento problém a umozni
vytvofeni protildtek pfislusné specifity a pozadované efektorové funkce a jejich pouziti
v produkci rekombinantnich protilatek.

Tyto rekombinantni protilatky vieobecné zahrnuji ptislusnou ¢ast variabilni oblasti protilatky
pochazejici z imunizované opice, ktera je nezbytna pro vazbu antigenu, a konstantni oblast
protilatky Clovéka nebo Simpanze. Toto tedy umozni udrzeni specifit a vysokych afinit opiéich
monoklonélnich protilatek a poZadované efektorové funkce pislusnou selekei lidské nebo
Simpanzi konstantni oblasti.

Nekteré z téchto podobnych aplikaci uvadgji jako ptiklad konkrétné opigi/lidskou chimérickou
protilatku se specifitou pro CD4, nazyvanou CE9.1, ktera obsahuje variabilni doménu t&zkého
a lehkého fetézce monoklonélni protilitky anti-CD4 tvofené v opici Macaca fascicularis
a konstantni oblast lehkého Fetézce lambda lidského imunoglobulinu a konstantni oblast t&zkého
fetézce gama 1 lidského imunoglobulinu. Tato protilatka ma urditou deple¢ni aktivitu pro
T buiiky, ale tato aktivita je nizsi ve srovnani s ptededlymi monoklonalnimi protilatkami CD4.
Av3ak je zadouci produkovat protilatky, které maji mensi deple¢ni aktivitu nebo které tuto
aktivitu pro T buiiky postradaji, protoZe to miize zvySovat jejich terapeuticky potencial.

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

1) Ctyfi transkripEni kazety v tandemovém usporadani:

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

b) konstantni oblast tézkého fetézce lidského imunoglobulinu, v obou konstruktech je to
konstantni oblast t&zkého fetézce gama lidského imunoglobulinu (aminokyseliny 114-478,
Cislované dle Kabata, alotyp Gmla, Gm 12,

c) DHFR, obsahujici sviij vlastni eukaryoticky promotor a polyadenylaéni oblast, a
d) NEO, také obsahujici sviij vlastni eukaryoticky promotor a polyadenylaéni oblast.

2) kazety lehkého a tézkého fetézce lidského imunoglobulinu obsahuji syntetické signalni
sekvence pro sekreci imunoglobulinovych fetézct, a

3) kazety lehkého a tézkého fet&zce lidského imunoglobulinu obsahuji specifické spojky DNA,
které umoZfiuji inzerci variabilnich oblasti lehkého a t&zkého Fetézce imunoglobulinu, které

udrZuji translaéni ¢teci rimec a neméni aminokyseliny normalné nalézané v imunoglobulinovych
fetézcich.

Avsak nehledé na to, co bylo dfive popsano, v oboru stile existuje potieba vylepsenych
protilatek, které jsou specifické pro CD4, maji pro ¢lovéka nizkou antigenicitu a které mohou byt
terapeuticky pouZity, napf. pro 1é&bu autoimunitnich nemoci, jako je revmatoidni artritida.
Konkrétné je zde potieba produkovat protilatky anti—-CD4, které projevuji zlepsené vlastnosti,
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napt. deli pologas rozpadu anebo které podstatn& postradaji nebo jsou zbavené deplecni
aktivity.

Ptedmét vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je poskytnout nové monoklondlni a chimérické protilatky
specifické pro CD4, které maji zlepSené vlastnosti, napf. delsi polo¢as rozpadu, nizkou
imunogenicitu u lidi a/nebo sniZenou nebo nepfitomnou deple¢ni aktivitu pro T buiiky.
Konkrétngji je pfedmétem vynalezu produkovat chimérické protilatky anti-CD4, které obsahuji
oblast rozeznavajici antigen imunoglobulinu opic Starého svéta specifickou pro CD4 a lidské
nebo opi¢i sekvence konstantni domény, zejména konstantni oblast lidského lehkého retézce
kappa nebo lambda a sekvence konstantni oblasti lidského t&zkého fetézce gama 1 nebo gama 4
nebo mutovaného gama 4 se zménénymi efektorovymi funkcemi a zlepSenou stabilitou proti
izotypu gama 4.

Konkrétngjiim piedmétem predkladaného vyndlezu je poskytnout nové monoklonalni
a chimérické protilatky obsahujici specifickou opi&i variabilni t&Zkou sekvenci anti~CD4,
ukazanou na obrazku 1 a opi¢i variabilni lehkou sekvenci anti-CD4, ukazanou na obrazku 2,
fizovanou sopi¢imi nebo lidskymi sekvencemi konstantni domény, vyhodné sekvencemi
konstantni domény lidského lehkého fetézce kappa nebo lambda a sekvencemi lidské konstantni
domény tézkého fetézce gama | nebo gama 4 nebo mutovaného gama 4 se zménénymi
efektorovymi funkcemi a zlep3enou stabilitou proti izotypu gama 4.

Dal3im predmétem piedkladaného vynalezu je poskytnout sekvence DNA, které zajistuji expresi
téchto zlep$enych chimérickych protilatek anti-CD4 a vektory a hostitelské buiiky, které mohou
byt pouzity pro expresi téchto chimérickych protilatek anti-CD4. Takové vektory vyhodné
obsahuji expresni vektory citované v aplikacich, které jsou zde zahrnuty v odkazech, a hostitelské
buiiky jsou vyhodné buiiky CHO.

Jest¢ dal$im predmétem predklidaného vynalezu je poskytnout farmaceutické pipravky pro
pouziti v 16&bé nebo profylaxi poruch spojenych s CD4, zejména autoimunitnich nemoci, které
obsahuji profylakticky nebo terapeuticky G&inné mnozstvi pfedmétnych zlepSenych protilatek
anti-CD4 v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em.

Jesté dalsim predmétem predkladaného vyndlezu je poskytnout zpisoby léeni nebo profylaxe
poruch spojenych s CD4, zejména autoimunitnich nemoci a dalSich stavd, kde je Zadouci
imunosuprese podavanim terapeuticky nebo profylakticky Gginného mnoZstvi pfedmétnych
novych chimérickych protilatek anti-CD4 v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em.

Popis obréazku

Obrazek 1  zobrazuje aminokyselinovou a DNA sekvenci variabilni domény lehkého
fetézce CE9.1.

Obrazek2  zobrazuje aminokyselinovou a DNA sekvenci variabilni domény tézkého
fetézce CE9.1.

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

Obrazek 4  zobrazuje DNA a aminokyselinovou sekvenci koédujici sekvenci variabilni
a konstantni oblasti tézkého fetézce gama 4.
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Obrazek 5 zobrazuje DNA a aminokyselinovou sekvenci kodujici lidsky t&zky fetézec gama 4
obsahujici mutaci E.

Obrazek 6  zobrazuje DNA a aminokyselinovou sekvenci kédujici lidsky tézky fetézec gama 4
obsahujici mutace P a E.

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

Obrazek 9 ukazuje distribu&ni graf vazby CE9.1 k &erstvym lidskym PMNC, kde pravy horni
kvadrant panelu A ukazuje lymfocyty dvojité znatené s CE9.1 a OKT3, pravy horni kvadrant
panelu B ukazuje populaci dvojité znagenou s CE9.1 a OKT4, pravy horni kvadrant panelu C
ukazuje nepfitomnost bunék dvojit& znaenych CD8 a CE9.1 a kontrolni panel D ukazuje buiiky
znaten€é normdlnim a lidskym IgG.

Obrazky 10a, 10b a 10c ukazuji vazebné charakteristicky receptoru Fc CE9.1, kde mé&feni ukazuji
aglutinaci CD4" prittokovym cytometrickym histogramem vazebnych fibroblastd s a) yIFN
indukovanymi &erstvymi monocyty, kde negativni kontrola vyuziva fragmenty f(ab’)2 z CE9.1,

b) ¢erstvymi monocyty snebo bez indukce yIFN, a c) v pfitomnosti s CD4 nebo za chybéni
protilatky.

Obrazek 11 ukazuje inhibici smiené reakce lidskych lymfocyti zpiisobenou CE9.1, kde a)
Jako odpovidajici buiiky byly pouZity Eerstvé lidské PBLs a stimulatorové buiiky z neptibuzného
darce oSetfené mitomycinem C byly pouZity pro testovani inhibiénich vlastnosti koncentraéni
fady CE9.1 a inhibice se méfila mnozstvim inkorporovaného thymidinu v produkci IL-2,
ab) MLR pouzivajici Simpanzi odpovidajici buiiky a nepfibuzné impanzi stimultory, kde
Leu3a, my3i proti-lidska CD4, byla pouZita jako kontrola.

Obrazek 12 ukazuje bun&né cytotoxické vlastnosti CE9.1 zavislé na protilatce, kde l)"ze“

cilovych bunék SupT-18 v pFitomnosti interferonu y stimulovala efektorové buiiky a kde 4D9 je
mysi anti-CD4 monoklonalni protilatka IgG2a.

Obrazek 13 ukazuje pritokovy cytometricky histogram vazby Clq k buitkim SupTI
v pfitomnosti a neptitomnosti CE9.1, kde bylo zaznamenavino 10 000 jevii a vysledky jsou
vyjadieny jako histogram, PRO945 jsou polyklonlni protilatky z opice s vysokym titrem
anti-CD4 v séru, a negativni kontrola byla C1q a anti-C1q v nep¥itomnosti CE9.1.

Obrazek 14  ukazuje cytotoxicky test CE9.1 zavisly na komplementu, kde lyze bunék SupT—18
probihala v pfitomnosti CE9.1 a krali¢iho komplementu, kde 4D9 je mysi anti-CD4 kontrola
podifidy IgG2a, kterd je schopna fixovat komplement, a kde PRO965 je polyklonalni smés
protilétek ze séra opice Macaca fascicularis s vysokym titrem anti—-CD4.

Obrazek 15 ukazuje farmakologickou studii vysoké davky u Sesti Simpanzi, kde hladiny CD4
a CD8 v periferni krvi exprimované po obdobi 150-300 dnt a kiivky CD3-CD8 vyznadujici
potet CD4 modulovanych bungk jsou také ukdzany. Horni panel: skupina 1 — poéty
monitorovanych $impanzé. Sipky vyznauji davky CE9.1. 2) kontrolni skupina s fyziologickym
roztokem, stfedni panel: skupina 2 — Simpanzi (2) dostavajici 10 mg/kg CE9.1. Davkovani se
opakovalo, kdyZ se pocty CD4 vrétily do rozmezi 30 % od zéakladni linie. Spodni panel: skupina
3 — Simpanzi (2) dostavajici 10 mg/kg CE9.1. Davkovani se opakovalo, kdyZ se poéty CD4
vrétily do rozmezi 70 % od zékladni linie.

Obréazek 16  zobrazuje vhodné primery pro metodu PCR pro ziskani konstantni oblasti
lidského v4.
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Obrazek 17  zobrazuje sekvenci téZkého fetézce CE9Y4PE.

Obrazek 18 zobrazuje vysledky elektroforézy v neredukujicim SDS-polyakrylamidovém
gelu CE9.1, CE9y4(G4), CE9Yy4E(G4E) a CE9YPE(G4PE). Je vidét polovi¢ni molekula
(,,polo-mer*) o molekulové hmotnosti pfiblizné 80 kD.

Obrazek 19  obsahuje data pro asociaéni a disociadni faze progresivnich kfivek SPR.

Obrazek 20  ukazuje (¢inek konstrukti CD4 mAb na primarni MLR.

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

Obrazek 22 zobrazuje FcR a CD4" zprostfedkovanou adhezi CD9.1, CE%9y4, CE9y4E
a CE9y4yK.

Obrazek 23 ukazuje CDC a ADCC vysledky s CE9y4PE, CE9.1 a my3i fixujici mAb na
HuCDA.

Obrazek 24  ukazuje plazmatické koncentrace nasledujici bolus 1 mg/kg CE9Y4E a CE9y4Pe
u laboratorniho potkana kmene Sprague—-Dawley.

Obrazek 25 zobrazuje uginek oetfeni smAbs v protilatkové odpovédi specifické pro
ovalbumin u transgennich my3si HuCD4.

Detailni popis vynalezu

Predkladany vynélez poskytuje nové monoklonalni chimérické protilatky specifické pro CD4,
které obsahuji &4st vazajici antigen variabilni oblasti anti-CD4 monoklonélni protilatky z opice
Starého svéta fizovanou k pozadovanym sekvencim konstantni domény opice nebo ¢loveka,
vyhodné konstantni doméné t&zkého fetézce gama 1, gama 4 nebo mutovaného gama 4, a lidské
sekvenci konstantni domény lehkého fetézce kappa nebo lambda. Tyto protilitky projevuji
zlepSené vlastnosti ve vztahu k obvyklym monoklonalnim protilatkdm anti-CD4, napf. vysokou
afinitu k lidskym CD4" a maji u lidi malou nebo Zadnou imunogenicitu. Verze gama 4 ukazuji
sniZzenou nebo chybgjici efektorovou funkei, napf. vazebnou aktivitu pro receptor Fc nebo fixaci
komplementu, a malou nebo Zadnou T buné&énou depleéni aktivitu.

Zpsoby ziskavani monoklonalnich protilatek z opic Starého svéta specifickych k CD4 a klond,
které produkuji monoklonalni protilatky z opic Starého svéta specifické k CD4, mohou byt
nalezeny ve znimém stavu techniky.

Vieobecné to zahrnuje imunizaci opice Starého svéta proti lidskému antigenu CD4 za podminek,
které jsou takové, Ze opice Starého svéta produkuje protilatky anti-CD4,0pici buiiky, které jsou
zodpovédné za produkei protilétek anti-CD4, se imortalizuji, napt. hybridomovou fiizi, virovou
transformaci s Herpes papio, jednoduchym B bunéénym klonovanim (také nazyvanym
.prechodnd imortalizace), a vytvofeni knihovny rekombinantnich imunoglobulind.
Ve vyhodnych provedenich tento zplisob zahrnuje vybér opi¢i B buiiky z leukocyti periferni
krve, sleziny, kostni dfené nebo lymfatické uzliny, vybér jadra, které tvofi pfisluSnou protilatku,
ziskani imunoglobulinovych genti kédujicich tuto protildtku z imortalizované bunééné linie,
a expresi genll v produk&ni buné&né linii (tj. bun&&né linii, kterd umoziiuje dostate<nou produkeci
protilatky pouzitelné pro lidskou terapii). Jak je znamo, opice Starého svéta zahruji paviany
a opice rodu makak (v&etné Macaca rhesus a Macaca fascicularis).
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Jak je pojednano vySe, ve vyhodném provedeni predmétné chimérické protilatky zahrnuji
variabilni t€zké a variabilni lehké sekvence anti-CD4 z opic Starého svéta ukdzané na obrazku 1
a obrazku 2, fiizované k lidskym sekvencim konstantni domény. Prostiedky vhodné pro ziskani
téchto specifickych sekvenci variabilni t&zké a variabilni lehké domény jsou znamy
z dosavadniho stavu techniky. Také odpovidajici uplné sekvence nukleové kyseliny a prisluiné
aminokyselinové sekvence jsou znamy.

Tyto sekvence variabilnich domén mohou byt fizovany s jakymikoliv pozadovanymi sekvencemi
lidské konstantni domény. Konkrétni vybér ovlivni efektorovou funkci vysledné chimérické
protilatky anti~CD4. Vyhodn¢ konstantni domény lidského tézkého fetézce zahrnuji konstantni
doménu gama 1, gama 4 nebo mutovanou gama 4, zde nazyvanou jako gama 4E, nebo
mutovanou gama 4, zde nazyvanou jako gama 4PEPTID. Vyb&r gama 4 je vyhodny, protoze bylo
shledno, Ze ma za nésledek chimérické protilatky postradajici nebo podstatnd postradajici
T bun&nou depledni aktivitu (80-100 % relativné ke gama 1). V&i se, ze tomu tak je, protoze
konstantni doména gama 4 neni schopna vazby s komplementem. Konstantni doména miize byt
také mutovana tak, aby se zesilily vlastnosti vysledné chimérické protilatky, napr. stabilita,
a/nebo aby se eliminovala deple¢ni aktivita. Konkrétn& modifikace P a E domény gama 4, které
jsou popsany niZe, jsou modifikace gama 4 v ohybové oblasti, které propiijéuji aktivité zvyienou
stabilitu a odstrafiuji deple¢ni aktivitu. Kromé toho se o&ekéava, ze dali modifikace by také mély
poskytnout chimérické protilatky majici zesilené vlastnosti.

Konstantni doména lidského lehkého fetézce obsazena v predmétnych chimérickych protilatkach
anti-CD4 je vyhodng konstantni oblast lidského lehkého fetézce kappa nebo Jambda, vyhodnéji
konstantni oblast lidského lehkého fet&zce lambda. Aminokyselinové a DNA sekvence, které
koduji lidské konstantni domény gama 1, gama 4, kappa a lambda, jsou v oboru znimy.
Aminokyselinové sekvence a sekvence nukleové kyseliny pro lidskou gama 4 a mutanty E

a PEPTID a sekvence konstantni domény lambda je také moZno nalézt na obrazcich 4 a2
6 a obrazku 3.

Provedeni vynélezu doloZen4 pfiklady zahrnuji specifickou chimérickou monoklonalni protilatku
anti-CD4, nazyvanou CE9.1, kterd obsahuje domény vézajici antigen ziskané z opic Macaca
Jascicularis imunizovanych lidskym sCD4 (ukizino na obrazcich 1 a 2), vkombinaci
s konstantnimi doménami lidského IgG1 a monoklondlnimi chimérickymi protilatkami z nich
pochazejicimi, napt. CE9y4, CE9y4AK a CE9Y4E, CE9y4PE, které maji tytéz domény vazajici
antigen z CE9.1, ale byly ziskany metodami genového inZenyrstvi z kostry vazebné domény Fc
lidského IgG4. Monoklonalni protilitka CE9y4E obsahuje mutaci, a sice zménu leucinu na
kyselinu glutamovou (L236E) blizko ohybové oblasti protilatky (modifikace E). Monoklonalni
protilitka CE9y4PE obsahuje tutéZz mutaci leucinu na kyselinu glutamovou a mutaci serinu na
prolin (S229P) (modifikace ,E*“ a ,,P“). Protilitka CE9y4AK se li$i od CE9y4 nahrazenim
konstantni oblasti jejiho lehkého fetézce z lidského subtypu K na subtyp A.

Tyto vymény a mutace konstantni domény byly uginény proto, Ze je zndmo, Ze biologické
odpovedi protilatek IgG zavisi na sloZeni jejich domén na karboxy— koncich, tj. na jejich izotypu.
Tedy zménou protilatkového izotypu metodami proteinového inZenyrstvi je potenciilné mozné,
aby se modifikovala biologickd odpovéd® protilatky IgG, a ptesn&ji predmétné chimérické
monoklonalni protilatky anti-CD4.

Pozadovanym vysledkem této strategie bylo to, aby vymé&na izotypi &asti Fc protilatky nesnizila
vazebnou aktivitu oblasti Fab vézajicich antigen CD4. Av3ak toto nebylo na za¢atku zndmo. Bylo
mozn€, 7¢ zména konstantni oblasti nebo jeji modifikace by mohly nepiiznivé ovlivnit
vazbu CD4. Proto byly vysledné protilitky testovany, aby se uréily Géinky modifikace na
vlastnosti protiltek, zejména vazbu antigenu CD4. Aby se zjistily moZné Géinky vymény
konstantni domény na vazbu antigenu, byly pouZity znamé testovaci zpiisoby. Konkrétné studie
interakce mezi CD4 a CE9.1, CE9y4, CE9y4AK, CE9y4E a CE9y4PE byla provedena
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Scatchardovou analyzou a povrchovou plazmonovou rezonanci (SPR). Vysledky téchto analyz
dokézaly, 7e vazby CD4 ke kazdé ztestovanych protilitek byly rovnocenné. Pfi SPR bylo
shledano, Ze ekvilibradni disociaéni konstanty v 25 °C pro vazbu CD4 k protilatkdm byly
viechny pFiblizng 1.0 nmol. Méfeni dale dokazala, Ze:

1) vazba CD4 k protilatkim nastavé dle dvoustranného nezavislého a identického vazebného
modelu, a

2) funk&ni vazebné vlastnosti domén vazajicich antigen jsou nezavislé na strukturdlnich
modifikacich uéinénych v &asti Fc protilatky v€etng izotypu gama 1, gama 4 nebo mutovaného
gama 4. Proto predkladany vynalez poskytuje diikaz, Ze vyména izotypu mezi IgG1 a IgG4 je
pouzitelnou strategii pro konstrukci protilatek bez ztraty afinity vézajici antigen, a pfesnéji
protilatek k CD4.

Také, jak popsano niZe, bylo zjidténo, Ze substituce konstantni domény gama 1 doménou gama 4
podstatné snizuje vazbu receptoru Fc, fixaci komplementu a T bunéénou depledni aktivitu a dale,
7e modifikace E a P odstratiuji vazbu receptoru Fc a T bun&nou deple¢ni aktivitu a zajiSt'uji
zvySenou stabilitu protilatky. Proto je rozumné predpokladat, Ze daldi chimérické protilatky
tvofené podle vynalezu (konstruované tak, aby obsahovaly lidskou konstantni doménu gama 4
nebo jeji mutované formy) jsou vybrany ty, které maji pozménénou efektorovou funkei Fc,
a které podstatné postradaji nebo jsou Gpin& zbaveny T bunéiné depledni aktivity a/nebo které
projevuji zvy$enou stabilitu. Zplsoby testovani T bunéiné depleéni aktivity, efektorové
funkce Fc a stability protilatky jsou v oboru znamé.

Predkladany vynalez tedy poskytuje specifické rekombinantni protilatky, které jsou chimérické
monoklonalni protilatky z primatt/¢lovéka a jsou namifeny proti lidskému antigenu CD4, a ktere
projevuji zlepsené vlastnosti, napf. nizkou T bun&tnou depledni aktivitu a vétsi stabilitu. P
té&chto vlastnostech jsou tyto rekombinantni protilatky konkrétné pouZitelné jako imuno-
modulatory a jsou uZite¢né zejména pro 1é&bu autoimunitnich nemoci, jako je revmatoidni
artritida, psoriaza, systémovy lupus erytematosus (SLE), a také v imunitnich indikacich jiného
nez autoimunitniho piivodu, jako je nemoc §t&p—proti-hostiteli (GVHD) — transplantagni rejekee,
astma a HIV. Pfedmétné protilatky jsou také prospésné jako doplnék genové terapie. Konkrétng
mohou byt piedmétné protilatky podavany pfed, soucasné nebo po podavéani vektoru
(obsahujiciho terapeutickou DNA), aby odvrétily nebo redukovaly hostitelskou humoralni
odpovéd’ na uvedeny vektor. Tyto nemoci jsou pfiklady CD4 ptibuznych stavi.

Jak je detailn&ji popsano v piikladech, rekombinantni protilitka CE9.1 vznikd pfipojenim
variabilnich domén Fv véazajicich antigen z Macaca fascicularis k lidskym konstantnim oblastem,
napt. konstantnim doménam IgG1l. Konkrétngji protilitka CE9.1 obsahuje lidskou doménu
gama 1 a konstantni doménu lambda. CE9y4, CE9y4AK, CE9y4E a CE9y4PE obsahuji konstantni
doménu gama 4 nebo jeji mutovanou formu a konstantni oblast lambda nebo kappa. Sekvence
vysledné rekombinantni protilatky jsou nerozlisitelné od sekvenci lidského imunogiobulinu. Jako
vysledek by mély tyto protilatky, a také dal3i protilatky CD4 tvofené podobnymi zpisoby,
projevit pfi podani in vivo u lidi snizenou nebo Z4dnou imunogenicitu a pomalejsi vymizeni ze
séra (sérovou clearance) ve srovnani spodobnymi my3imi monoklonalnimi nebo
mysimi-lidskymi chimérickymi protilatkami namifenymi proti CD4.

Protilatka CE9.1 se vaZe k domén& 1 lidského CD4, ale ne makaka, coZ je oblast, ktera je
zapojena do interakce s molekulami MHC t¥idy II na bufikach prezentujicich antigen. Testy také

dokazaly, 7e dalii protilatky uvedené v ptikladech maji stejné vlastnosti pro vazbu antigenu
jako CE9.1.

U protilatky CE9.1 byla pozorovana silnd imunomodulaéni aktivita jak in vitro, tak in vivo.
Pfi téchto vlastnostech, tj. sniené imunogenicité, pomalejsi sérové clearanci a silné imuno-
modulaci, pi srovnani s jinymi znAmymi protilidskymi mAbs CD4, které pochézeji z my3i nebo
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hlodavey, je tato protilatka, stejné jako dal3i protilatky zde popsané, obzvla§té vhodna pro
dlouhodobou terapii nemoci, kdy je Zadouci imunosuprese, napf. autoimunitni poruchy
a chronické zanétlivé nemoci, jako je revmatoidni artritida. OSekava se viak, Ze tyto protilatky
budou pouZitelné pro 1é&bu mnoha dalich chorobnych stavii, v&etng, napiiklad, Hashimotovy
tyreoiditidy, primarniho myxedému, tyreotoxikézy — Gravesovy nemoci, pernicidzni anémie,
autoimunitni atrofické gastritidy, autoimunitni karditidy, Addisonovy nemoci, preddasné
menopauzy, diabetu mellitu typul, Goodpasteurova syndromu, myastenie gravis, sclerosis
multiplex, muzské infertility, pemfigus vulgaris pemfigoidu, sympatické oftalmie, fakogenni
uveitidy, autoimunitni hemolytické anémie, idiopatické trombocytopenické purpury, idiopatické
leukemie, primamni biliarni cirh6zy, aktivni chronické hepatitidy (HBsAg negativni), kryptogenni
cirhdzy, syndromu zan&tlivé nemoci stfevni, Sjogrenova syndromu, psoridzy, revmatoidni
artritidy, dermatomyozitidy, sklerodermie, smiSené nemoci pojiva, diskoidniho lupus
erytematosus, systémové vaskulitidy a systémového lupus erytematosus (SLE).

Jak pojedndno vyse, revmatoidni artritida (RA) je zénétlivdA nemoc synovia, kterd zahrnuje
manifestaci autoimunitniho jevu, ktery ma za nasledek erozi, deformitu a destrukci kloubtl. Jak
plati pro vétSinu autoimunitnich nemoci, etiologie RA neni dobfe definovana, ale je
charakterizovana zvySenymi hladinami aktivovanych T lymfocytii CD4" v postizenych kloubech.
V soucasnosti neexistuje vyléZeni RA a terapie pro 1é¢bu této oslabujici nemoci je navriena
pouze tak, aby kratkodobé poskytla tlevu od pfiznaki a zlepseni ve funkénich schopnostech.
Kromé toho, imunosupresiva a steroidy druhé a treti linie, jako je azathioprin, metotrexat
a prednisolon, které cili na zdkladni nemoc, jsou podavany pouze ve vaznéjiich pripadech a jsou
obvykle mirn& G¢inné nebo projevuji neptijatelnou toxicitu pro pouZivani v chronické 16¢bé. Na
rozdil od toho se ofekava, Ze pfedmétna protilatka je vhodna pro dlouhotrvajici a chronické
podéavani diky faktu, Ze projevuje sniZenou imunogenicitu, del$i polo¢as rozpadu a silnou
imunomodula¢ni aktivitu ve srovnani sjinymi zndmymi protilidskymi mAbs CD4, které
pochazeji od mysi nebo hlodavci.

V podstaté rekombinantni monoklonalni protilatky anti-CD4, uvedené jako ptiklady v této -

piihlaSce, nebo jiné protilatky, tvofené podle predkladaného vynalezu, pravdépodobng ~ -

zprostiedkovavaji 1é€ebnou aktivitu zastavenim nebo pozménénim destrukéni aktivity
bunék CD4", zejména b&hem akutnich fizi autoimunitnich poruch jako je revmatoidni artritida.
Podavéni protilatek podle vynilezu ma tedy za nasledek stav imunologické neodpovidavosti
(anergie) nebo dlouhodobé tolerance ke skodlivym antigentim (nebo specifickym tkanim), které
udrzuji zékladni nemoc, aniZ by se ohrozila normalni obrana hostitele proti oportunnim infekcim.
Nehled€ na RA, monoklonalni protilatky CD4 mohou byt prosp&$né pro lé&bu vyse zminénych
nemoci a umoZziuji konkrétni aplikaci pro 1é¢bu diabetu mellitu zavislého na inzulinu,
systémového lupus erytematosus, cirhdzy, zanétlivé stfevni nemoci, sclerosis multiplex, a také
dalich autoimunitnich nemoci. Mohou byt pouzitelné také v lééeni neautoimunitnich nemoci,
jako je leukemie, lymfom, reakce §tépu proti hostiteli, transplantaéni rejekce, astma a HIV.

Rekombinantni monoklonalni protilatky anti~CD4, tvofené podle vynalezu, zprostfedkovévaji

poZadovany terapeuticky u¢inek in vivo prostfednictvim jednoho nebo vice nasledujicich
mechanismii:

i)  blokovani interakce CD4 s molekulami MHC II. t¥idy,
ii) utlumeni CD4 na bun&&ném povrchu,

iii) zpisobeni anergie a/nebo apoptozy,

iv) deplece bung&k CD4, nebo

v) indukce tolerance k autoantigenim,
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Agkoliv prechodna deplece bunék CD4" ma za nasledek imunosupresi a snad normalizaci jinak
hyperaktivniho imunitniho systému, hlavni mechanismus, kterym protilatky anti-CD4 projevuji
svilj uginek in vivo neni nezbytné zavisly na depleci T bun&k. Ma se spide za to, Ze vazba
protilatky k molekule CD4 zabrafiuje aktivaci pomahadskych T bun¢k antigeny vézanymi
k T bun&&nému receptoru, coz vede k antigen—specifické T bun&né anergii nebo toleranci.
Naptiklad protilatka CE9.1, ktera obsahuje lidskou doménu gama 1, projevuje podstatnou imuno-
supresivni aktivitu, aviak u §impanzi vyerpava buiiky CD4 pouze ¢aste¢né. Kromé toho nyni
vysledky klinickych zkousek u lidi naznaduji, Ze tato protilatka ma za nasledek podstatné mensi
buné&nou depleci ve srovnani s jinymi monoklonalnimi protilatkami.

Také v experimentalnich modelech in vivo, byla specificka tolerance alo3tépli navozena
nedepleénimi protilatkami anti—-CD4 podavanymi v Ease transplantace. UdrZeni stavu tolerance
nevyzaduje depleéni protilatku anti-CD4, ale zd4 se byt zavislé na nepreruSovaném vyskytu
antigenu. Na zakladé téchto zjisténi se odekava, Ze pfedmétné rekombinantni protilatky nebo jiné
rekombinantni protilatky anti-CD4 tvofené podle vynalezu jsou vhodné pro 1é¢bu autoimunitnich
nemoci. Kratka lé¢ebna schémata s protilitkami anti-CD4 interferuji s odpovéd'mi
pomahaéskych T bun&k proti autoantigeniim, coz vede k dlouhotrvajicim klinickym zlepSenim
v nepfitomnosti generalizované imunosuprese.

Na zékladé informaci v predmétné piihlasce a za pouZiti znamych metod, odbornik miize snadno
zjistit bezpeény, tolerovany a (¢inny rezim dolozenych rekombinantnich protilatek anti-CD4 zde
vyjevenych, a také dal3ich protilatek tvofenych v podstatné shodé s vynalezem.

Jak bylo zminéno, CE9.1 je monoklonalni protilatka anti-CD4, makak/lidskd chiméricka
protilatka molekuly IgG1, ktera je exprimovéana v buiikach ovarii Einského kiecka (buiiky CHO),
ktera projevuje 91-92% homologii s kostrou molekuly lidského imunoglobulinu. Proto tato
molekula u lidi projevuje snizenou nebo dokonce Zadnou imunitni odpovéd’ a projevuje delsi
polotas rozpadu vséru pii srovnani smyS$imi monoklonalnimi nebo my3imi/lidskymi
chimérickymi protilatkami. Protilatka projevuje také omezenou zkfiZenou reaktivitu s lidskymi
tkanémi. Napiiklad pfi testovani nebyl pozorovan zadny dikaz vazby této protilatky
k nelymfoidnim tkanim. Jak se olekavalo, protilatka se vaze k nékterym, ale ne ke viem
lymfoidnim buiikam periferni krve a dalSich organd. Bylo také nalezeno, Ze tato protilatka
reaguje s Simpanzimi T buiikami CD4", ale nereaguje s T buiikami CD4" Macaca rhesus,
Macaca fascicularis nebo Macaca nemestrina, paviani, krys, mysi nebo kraliki. Vzhledem
k této reaktivité, Simpanzi obsahuji prisluiné druhy k potvrzeni farmakologickych a&inki této
protilatky in vivo, tj. jeji schopnost pisobit jako i¢inné imunosupresivum.

Protilatka CE9.1 projevuje reverzibilni T bun&&nou deplegni aktivitu u $impanzii. Kromé toho je
pravdépodobné, %e bude lepsi oproti souéasnym my3im a mysim/chimérickym monoklonélnim
protilitkam anti-CD4 pro sviij ofekavany delsi pologas rozpadu v lidském séru a sniZenych
potencialnich nepfiznivych imonogennich uginkd. Vzhledem k pfitomnosti sekvenci lidské
konstantni domény se také otekava, ze predmétna protilatka bude pfi podavéni lidem udrZovat
normalni efektorové funkce lidskych protilatek. Vskutku byly efektorové funkce protilatky
CE9.1, a také dalsich zmin&nych protilatek, vyhodnoceny v nékolika odlidnych testech. Bylo
shledano, Ze protilatka CE9.1 projevuje inhibiéni aktivitu ve smi3ené lymfocytarni reakci (MLR),
projevuje slabou vazbu Clq, ale neprojevuje bunétnou cytotoxicitu zprostfedkovanou
komplementem. Bylo také zji$téno, Ze projevuje bun&tnou cytotoxickou aktivitu komplementu
zavislou na protilatce (ADDC) a vaze se k FcR. Protilatka CE9.1 byla také vyhodnocena in vivo
na §impanzech, kde bylo zji§téno, Ze podavani méa za nasledek Caste¢nou depleci bunék CD4
a modulaci receptoru CD4.

Protilaitka CE9.1 byla podavana $impanziim v riiznych davkach. Pfesn&ji byly u Simpanze
studovany davky 0,1; 0,3; 1; 5; a 10 mg/kg, které byly podavany v intervalech 7 az 14 dnd. Nebyl
pozorovan 74adny dikaz toxicity. Davky 1 mg/kg nebo vétdi zpisobily 80-95% redukci
v cirkulaci bunék CD4"24 hodin po podani davky. Vyznamné snizeni bunék CD4" nebylo
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pozorovano sedm dni po divce 1 mg/kg. Po davce S mg/kg polty cirkulujicich bunék CD4”
nabyly znovu pfiblizn€ 40 % vychoziho stavu po sedmi dnech a priblizné 60 % vychoziho stavu
po &trnacti dnech. Po davce 10 mg/kg se pocty cirkulujicich bung&k CD4" po sedmi dnech
neobnovily a nabyly znovu pouze 40 % vychoziho stavu &tyticet dva dny po podani davky.
V dalsich klinickopatologickych parametrech nebyly pozorovany zadné zmé&ny.

Protilatka CE9.1 byla také. testovana na lidech. Naptiklad aktivita protilatky CE9.1 byla
vyhodnocena u pacienti s revmatoidni artritidou v jednofazovych zkouskach stoupajici jednotlivé
davky. Vysledky byly velmi slibné. Presng&ji, u poloviny pacienti, kterym byla protilitka
podéavana, se projevilo alespoii 30% zlep3eni stavu malych kloubu, a profil neptiznivych ptihod
byl extrémné benigni. Kromé toho, jak diskutovano vyse, zatimco se piivodné predpokladalo, Ze
CE9.1 je deplecni, ve skutecnosti tato protilatka projevila pouze &4steénou a prechodnou depleci
po jednom podani. Caste¢né nedepleeni povaha této protilatky mize byt prosp&ina, protoze
v n€kolika studiich provedenych na zvifatech bylo publikovano, %e deplece T bunék CD4™ neni
zjevné nezbytna pro ucinnost monoklonélnich protilatek CD4. (Viz Carteron et al., Induction
of Immune Tolerance During Administration of Monoclonal Antibody to L3 T4 Does Not Depend
on L3 T4 Cells, Underlying Journal of Immunology, 140, 713-716, 1988, Carteron et al.,
F(ab)2 Anti-CD4 and Intact Anti-CD4™ T Cells, CD8 T Cells a BT T Cells a B Cells
in the kidneys of Lupus—Prone NZB/NZW Mice, Clinical Immunology Immunopathology,
56, 373-383, 1990). Tato protilitka miZe tedy pusobit jako klasicky receptorovy antagonista tim,
Ze: i) blokuje interakci CD4 svym opa&nym receptorem MHC II, nebo ii) zpiisobuje modulaci
CD4 z buné&ného povrchu. Za téchto podminek jsou T bunééné odpovédi CD4", které vyiaduji
zapojeni receptoru CD4, oslabeny nebo blokovany Fakt, Ze pfedmétna protilatka CE9.1 zjevné
projevuje malo deple¢ni aktivity u lidi, Je vyhodny, protoze zlep3uje bezpednost, odstrafiuje
potiebu &astého sledovani poctu bungk CD4" a také zlepSuje G¢innost.

Protilatka CE9.1 byla navrZena tak, aby snizovala poéty bunék CD4 in vivo prostiednictvim -
receptoru Fc a mechanismil vazajicich komplement. Studie na Simpanzech naznaduji, e CE9.1 *
zplsobuje ¢astegnou depleci bunék CD4 a potatedni vysledky naznaduji, e bun&ina deplece
ulidi je velmi sniZena pii srovnani s jinymi mAbs CD4. Aviak je také Zadouci produkovat -
protilatky, které jsou zbaveny deple&ni aktivity.

Pouzitelnost ,,nedeple¢nich“ mAbs CD4 miiZe byt zlep3ena vzhledem k nasledujicim faktim:
i) pro G¢innost mAbs CD4 neni vyZadovéna deplece bunék CD4,

ii) chybéni bun&né deplece CD4 zvy3uje bezpeénost protilatky,

ii) vetsi bezpe¢nost umoZiiuje, Ze mAbs jsou pouzity dfive v priib&hu nemoci,

iv) chybéni bunétné deplece CD4 zlepsi i¢innost, a

v) chybeni bun&né deplece CD4 odstraiiuje nebo sniZuje potiebu Eastého monitorovéani poétu
bunék CD4, a tak zvySuje vyhodnost a cenu celkového 1é&eni.

Toto podporuji fakta, Ze na nékolika zvifecich modelech bylo ukazano, Ze pro G&innost mAbs
CD4 neni vyzadovana T bunééné deplece CD4". Tedy nedepleéni mAb CD4 piisobi jako klasicky
receptorovy antagonista tim, Ze:

i)  blokuji interakci CD4 se svym opa&nym receptorem MHCII,

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

iii) zphsobuji T bunéEnou anergii a/nebo apoptdzu.
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Tudiz T bun&né odpovédi CD4", které vyZaduji Gcast receptoru CD4, jsou zménény nebo
blokovany.

Vieobecng, T bunééné odpovédi, které jsou Fizeny silnymi nebo vysokoafinitnimi antigeny se
zdaji byt nezavislé na koreceptorovych funkcich CD4 a nejsou tedy Ginné blokovany mAbs
CD4. Naopak T bunééné odpovédi na slabé antigeny (jako autoantigeny) vyZzaduji koreceptorové
funkce CD4 a proto jsou inhibovany mAb CD4. Normalné€ silng autoreaktivni T buiiky (T buiiky
s vysokou afinitou TCR k vlastnim antigeniim) jsou vthymu odstrangny ,klonalni deleci™
a nikdy se tudiz neobjevi v periferii. Na rozdil od toho T buiiky, které fidi autoimunitni odpovédi,
se povazuji za slabé autoreaktivni buiiky, které unikly normalnim mechanismim periferni
tolerance. Takové buiiky jsou pro plné zpracovéani odpovédi zavislé na soucinnosti koreceptord,
jako je CD4. Proto blokovani koreceptori zbavuje tyto T buiiky kritickych spolenych signélnich
funkei, které maji za nasledek astednou aktivaci nebo anergii. Také, jak zmin€no vyse, je dale
7adouci, aby se tvotily chimérické protilatky specifické pro CD4 majici v&tSi stabilitu (deli
biologicky polo€as in vivo).

Co se toho tyle, byly syntetizovany rizné chimérické protilatky, které obsahuji lidskou
konstantni doménu gama 4. Tato doména byla vybrana, protoZe podle vieho nevaze lidsky
komplement nebo receptory FCyl. Proto vznikla hypotéza, Ze chimérické protilatky obsahujici
tuto konstantni doménu postradaji nebo podstatn& postradaji T bunéénou deple¢ni aktivitu. Bylo
také vytvoteno nékolik chimérickych protilatek, které obsahovaly znamé modifikace konstantni
domény gama 4. Konkrétné nékolik obsahuje modifikaci ,,E“, ktera je popsana Duncanem et al,,
Nature, 332, 563—564, 1988, a Winterem et al., WO 88/07089, 1988, kterézto modifikace byly
vyjeveny jako modifikace redukujici vazbu komplementu a receptoru FCyl. Tato modifikace
obsahuje zménu leucinu na kyselinu glutamovou v pozici 236 (248 Kabatova tislovani), aby se
zrusila jakakoliv rezidudlni vazba receptoru Fc. Také n€kolik chimérickych protilatek obsahuje
modifikaci ,,P*, kterd je popsina Angalem et al., Mol. Immunol., 30, 105-8, 1993. Tato
modifikace, ktera obsahuje zménu serinu v pozici 229 (241 Kabatova &islovani) na prolin,
zvy3uje stabilitu (biologicky pologas v séru) stabilizaci disulfidovych vazeb mezi tézkymi fetézci
a bylo publikovéno, Ze zvySuje zlep§enou tkafiovou distribuci v porovnani s chimérickym IgG4,
ktery postrada tuto modifikaci.

Ptesn&ji, zakladnim diivodem pro vyvoj CE9y4 bylo odstranéni fixace komplementu a snizeni
vazebnych aktivit FcR. Tato protilatka se li§i od CE9.1 v tom, Ze obsahuje lidskou konstantni
doménu gama 4 (ne gama 1). Aviak, zatimco bylo toto vyzadovéno, vysledek nebyl rutinni nebo
predpovéditelné povahy. Piitomni vynalezci vskutku nalezli, ze chimérické protilatky obsahujici
nemodifikovanou y9, mély tutéz vazbu receptoru Fc jako protildtka y2. Na rozdil od toho,
zakladnim diivodem pro tvorbu CE9y4AK bylo zvysit produktivitu konstruktu y4. Tato protilatka
se od CE9.1 li§f vtom, e obsahuje lidsky lehky fetézec kappa a nikoliv lambda. Hodnoceni
CE9y4 in vitro vazebnym testem na receptor Fc, ktery méfi vazbu protilatky na stimulované
monocyty a monocytarni buné¢né linie, ukazalo, ze CE9y4 stile ma vyznamnou vazebnou
aktivitu pro receptor Fc. Nadto vazba CE9y4 byla v tomto testovacim systému nerozliSitelna od
CE9.1 (gama 1). Zakladnim d@vodem pro vyrobu CE9y4 tedy bylo kompletné odstranit
jakoukoliv rezidualni vazbu FcR ve srovnani k chimérickym protilatkam obsahujicim
nemodifikovanou y4. CE9y4 obsahuje konstantni doménu gama 4 modifikovanou v jednom misté
(modifikace E). Kone&ng, zakladni diivod pro vyrobu CE9y4PE bylo zvy3eni stability oproti
chimérickym protilatkdim obsahujicim nemodifikovanou y4 nebo mutaci v jednom misté
(modifikace E). Tato protildtka obsahuje konstantni doménu gama 4 modifikovanou ve dvou
mistech (modifikace P a E).

Jak bylo jiz diskutovano, lidska konstantni doména y4 byla vybrana jako izotyp pro odstranéni
efektorovych funkci, tj. reaktivity s lidskymi receptory Fcy nebo Clq, a nepfitomnost deplece
bunék CD4" in vivo. Tito &tyfi kandidati byli vybrani a exprimovani v buitkach CHO.
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Dvé ztéchto monoklonalnich protilatek byly vybrany pro rozsahlejsi studii, tj. CE9y4E
a CE9y4PE. Jak zmin&no, obé& obsahuji substituci kyselinou glutamovou v oblasti CH2 vnesenou
proto, aby eliminovala rezidualni vazbu FcR sdruzenou s konstantni oblasti gama 4. Kromé toho

CE9Yy4PE obsahuje substituci prolinem v ohybové oblasti, zamy3lenou zvysit stabilitu interakce
disulfidové vazby t&zkého fetézce.

Bylo nalezeno, Ze tyto protilatky jsou nerozeznatelné v jejich afinité pro CD4, molekulové
hmotnosti, stabilité k tepelné denaturaci, supresi MLR, chybéni vazby k FcR a nedostatku
aktivity v ADCC a CDC. Tedy obg tyto protilatky spliiuji in vitro kritéria pro vysokoafinitni mAb
CD4, které nemaji zadné efektorové funkce FcR a komplementu.

Vlastnosti CE9.1 a CE9y4PE jsou srovnany v tabulce 1. SniZena vazba receptoru Fc se vztahuje
k chimérickym protilatkam, které vazou k receptoru Fc méné nez 1 chimérickou protilatku
obsahujici y1, vyhodné je snizeni alespoii o 30 az 80 % ve srovnani s tim, a vyhodng;j3i je sniZeni
alespoit 0 50 az 80 % a nejvyhodnéjsi je Uplné odstranéni. Av3ak, jak doloZzeno vysledky

s nemodifikovanou chimérickou protilatkou gama 4, pozadovany vysledek nebyl piedpovéditelné
povahy.

Tabulka 1

Srovnani efektorovych funkci CE9.1 a CE9y4PE

Aktivita CE9.1 CE9y4PE
Invitro

MLR ano ano
Vazba Clq slaba ne
CDC ne ne
ADCC ano - ne
Vazba FcR ano ne
In vivo (Simpanz)

Deplece bunék CD4 ¢astecna ne
Modulace receptoru CD4 ano ano
In vivo (transgenni mysi HuCD4")

Deplece bunék CD4 ¢astecna ne
Modulace receptoru CD4 ano ano

ADCC = buné&na cytotoxicita zavisla na protilatce

CDC = bunéna cytotoxicita zprostfedkovana komplementem
FcR =receptor Fc

MLR = smiSena lymfocytarni reakce

Tyto vysledky tedy potvrzuji, Ze podle vynalezu jsou tvofeny chimérické protilatky, které vazi
lidsky CD4, které postradaji urgité efektorové funkce nasledkem selekce specifickych sekvenci
konstantnich domén.

Pii pouziti chimérickych protilatek anti-CD4 dolozenych v piikladech nebo jinych chimérickych
protilatek tvofenych podle vynalezu jako imunosupresiv nebo modulatori CD4 pro 1é¢bu
autoimunitnich nemoci, v€etn& napfiklad revmatoidni artritidy, jsou takové protilatky podavany
samotné nebo v kombinaci s dal$imi slou¢eninami vhodnymi pro 1é&bu konkrétniho chorobného
stavu. Napfiklad pfedmétna protilatka miZe byt poddvana v kombinaci s daldimi proteiny, jako
Jjsou napfiklad monoklonalni protilitkové rozpustné receptorové proteiny k TNF-alfa,
monoklonalni protilatky k receptoru IL-2, monoklonélni protilatky a receptorové fiizni proteiny,
které antagonizuji interakci CD40/gp39 a CTLA 4-IgG v monoklonélnich protilatkach, které
antagonizuji interakci B7/CD28. Také, v pfipadé lécby revmatoidni artritidy, mohou byt
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predmétné protilatky podavany v kombinaci s dalsimi 1égivy, jako je napfiklad Rapamycin,
Leflunomid, Tenidep, RS—-61443 (mykofenolat mofetil), Surenyl (hyaluronét sodny), peptidova
vakcina anti-TCR (VB17), Anerva X (vakcina anti-MHC) a extrakorporalni imunoabsorbenty
proteinu A nebo jejich kombinace. Dodate¢né muZe byt pfedmétna protilatka podavana
v kombinaci s dalimi protilatkami tvorenymi podie vynéalezu nebo v oboru znamymi, které jsou
specifické pro lidsky CD4. To ma za nasledek synergické G&inky, napiiklad jestlize se tyto
protilatky vazi k odlinym epitoplim proteinu CD4.

Nasledujici ptiklady jsou uvedeny pro dalsi popis vynalezu.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Klonovani a exprese opi¢i/lidské chimérické protilatky se specifitou k CD4
Nasledujici popis je specificky ptiklad zpisobt a protilatek tohoto vynalezu.
Vytvafeni imortalizovanych linii opi¢ich B bunék

Dospéla opice Macaca fascicularis (White Sands New Mexico Primate Center) byla
intramuskularné imunizovana na &etnych mistech 150-300 pg rozpustného CD4 (sCD4) nebo
bunéénymi membranami (1x10° bunék) zCD4 pozitivni bun&iné linie SupT1 za pouZiti
standardniho adjuvans. Imunizace se opakovala kazdé 2-3 tydny celkem Sestkrat. Opici byla
dana druh4 injekce 100 pg sCD4 do ingvinélni oblasti stehna a o tyden pozdéji byla chirurgicky
odstranéna drenadzni lymfatickd uzlina ztéhoZ stehna. Lymfocyty byly z lymfatické uzliny
odstranény nafezanim tkan& na platky a proplachnutim sterilnim médiem DMEM. Bunéna
suspenze byla procezena skrze nylonové sitko a sebrana odstfedénim pfi 1000 x g po dobu
10 minut.

Priblizné 1 x 10® lymfocyti bylo suspendovano v Tris—amonium chloridovém pufru
(16 mM, pH 7,5) a zaht4to na 37 °C po dobu 45 minut. Buiiky o$etfené LME byly filtrovany pfes
nylonovy filtr a stoéeny. Pfidal se 1 ml fetalniho teleciho séra, buiiky se suspendovaly a dvakrat
promyty v RPMI bez séra. Buiiky byly spogitany a promichany v jedné 50mililitrové konické
centrifugaéni zkumavce se stejnym mnoZzstvim heteromyelomovych bunék K6H6/BS5, pfedem
dvakrat promytych v médiu bez séra. Buriky byly jemn& suspendovany v 1 ml 50% PEG
(polyetylenglykol) pfiddvaném pomalu s jemnym michanim po dobu 1 minuty. Buiiky byly poté
resuspendovany pfidanim 20 ml média bez séra po dobu 5 minut za mirného michani, aby se
rozfedil PEG. Po dvojim promyti médiem bez séra byly buiiky resuspendovany v koncentraci
5x 10%0,1 ml v médiu RPMI, obsahujicim 20% fetalni teleci sérum a gentamycin a umistény na
96jamkové mikrodesti¢ky pro tkafiové kultury v mnozstvi 0,1 ml na jamku. Do kazdé jamky byl
pfidan stejny objem média HAT (0,1 ml) a hybriddm bylo umoZnéno riist po dobu 14-17 dni
pfed testovanim.

Testovani fizovanych bunéénych hybridi na tvorbu anti-CD4

Test na uréovani specifity anti-CD4 byl proveden, jak je popsano dale: desticky pro ELISA byly
povle¢eny rekombinantni sCD4 v koncentraci 100 ng na jamku a blokovany 1% bovinnim
sérovym albuminem v PBS. Z kazdé jamky byly odstranény pomé&rné &asti 50 pl hybridomového
supernatantu a nechaly se inkubovat po dobu 60 minut s destitkami povleenymi sCD4. Vazba
byla detekovana inkubaci s kozim proti-lidskym nebo kozim proti—opi¢im IgG znalenym 2 po
dobu 60 minut. Po promyti étyfikrat destilovanou vodou byly jamky vyhodnoceny pocitatem
impulzii gama. Pozitivni jamky byly v duplikdtech testovany znovu a hybridomové buiiky
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z té&chto jamek byly trikrat subklonovény, poprvé v 5 buitkich na jamku a poté dvakrat v 1 burice
na jamku. V tomto stadiu byly pozitivni anti-sCD4 testovany na schopnost vézat se k CD4 na
bunéném povrchu. To bylo provedeno inhibici vazby my$i monoklondlni anti-CD4,
nazyvané 1F3, k CD4 pozitivni bun&&né linii supT1. V kratkosti to bylo provedeno spolednou
inkubaci riiznych mnozstvi opi¢i anti-CD4 a 10 pg 1F3 znatené *I's 3 x 10° bungk supT1 na
1 jamku v 96jamkové desti¢ce. Po 1 hodiné inkubace pfi teploté mistnosti (20-25 °C) byly buiiky
pomoci vakua pfemistény na filtry ze sklengnych vlaken. Po diikladném promyti PBS byly filtry
vyhodnoceny po¢itatem impulzii gama, aby se urgila inhibice vazby 1F3 na buiiky supTl
supernatanty opi¢ich hybridomu.

Byl vybran klon, ktery tvofil protilatku, kterd vykazovala silnou inhibici proti 1F3. Klon byl
izotypizovén za pouziti lidskych izotypizujicich reagencii a bylo shled4no, Ze je IgG2 a ma lehky
fetézec lambda. Tato bunééna linie byla p&stovana do velkého mnoZstvi pro klonovani jejich
imunoglobulinovych genil.

Klonovéni geni variabilni oblasti t&7kého a lehkého fetézce z opigich imortalizovanych B bungk

Z 1x10" opitich imortalizovanych B bun€k byla izolovana celkova RNA za pouziti
guanidiniumizothiokyanatové metody. Jedna desetina celkové RNA byla pouzita, aby se
vytvofila jednovldknovd cDNA za pouziti oligonukleotidového primeru oligo—dT a reverzni
transkriptazy. Jedna desetina mnoZstvi jednovlaknové ¢DNA byla pouZita pro reakce PCR
(polymerazova fetézova reakce). Kazda ze 3esti reakci PCR obsahovala jeden ze 3esti 5' oligo-
nukleotidovych primeri specifickych pro rodinu Vy obsahujicich restrukéni misto Sal I spolu s 3
oligonukleotidem pro konstantni oblast IgG obsahujicich misto Nhe I, oboji je ukdzano na
obrazku 7-1. Podobné probihalo pét reakci PCR, které vyuZivaji jeden zpéti 5’ oligo-
nukleotidovych primeri pro vedouci sekvenci lambda obsahujicich misto Bgl 1I a 3’ primer pro
konstantni oblast lambda obsahujici misto Avr II. Reakéni podminky byly jak popsino vys3e.

Kazda reakce PCR byla provedena v trojnasobném opakovani. Produkty z kazdé amplifikagni - -

reakce pro t€zky a lehky fetézec byly analyzovany na 1,2% agar6zovych gelech. Primer pro t&2ky
fetézec CH4 (5'-ACTAAGTCGACATGAAACACCTGTGGTTCTT-3") a primer lambda
(5'-ATCACAGATCTCTCACCATGACCTGCTCCCCTTCTCCTCC-3") davaly silné pasy pti
elektroforéze v agarézovém gelu. Produkty t&chto reakci byly pouzity pro klonovani do vektoru
TCAE 6, ktery obsahuje sekvence konstantni oblasti lidského IgG1 a lambda.

Klonovéni dvou genil variabilni oblasti do expresniho vektoru TCAE 6 bylo provadéno postupng.
Zaprvé byly produkt PCR tézkého fetézce a vektor TCAE 6 $tépeny restrikénimi enzymy Sal I
aNhe I, produkty byly poté extrahovany fenolem/chloroformem a predistény pres centrifugaéni
kolonu SEPHADEX G-25. Produkt PCR byl ligovin do na3t&peného vektoru ptes noc ve 14 °C
v pfitomnosti DNA ligazy T4. Pfiblizné¢ 500 ng celkové DNA se ligovalo v objemu 10 pl
vmolarnim poméru inzert/vektor 10:1. Ligovany material se pouzil - k transformaci
kompetentnich bunék XL-1 Blue (Stratagene) a transformované buiiky byly vysety na misky
s agarem LB obsahujicim ampicilin v koncentraci 50 pg/ml. Kolonie bakterii rezistentnich na
ampicilin byly sebrany a péstovany jako 5 mililitrové tkafiové minikultury. Z kazdé z t&chto
kultur byla extrahovina plazmidovda DNA standardni metodou alkalické lyzy, na3t&pena
restrikénimi enzymy Sal I a Nhel a produkty byly rozdéleny na 1,2% agarézovém gelu.
Plazmidy sinzerty o pfiblizné velikosti 450 bp byly pouzity jako templaty pro nasledné
klonovéni variabilnich oblasti lehkého fetézce. Produkty reakce PCR pro lehky fetézec, a také
plazmid obsahujici inzert t&zkého fetézce byly na$tépeny restrikénimi enzymy Bgl I a Avr Il
a ligovany k sobé&. Plazmidové minikultury byly testovany $tépenim s Bgl Il a Avr II. St&pené
produkty, které udavaly inzert pfiblizné velikosti 400450 bp byly povaZovany za pozitivni.
Plazmidy obsahujici oba inzerty Sal I/Nhe I a Bgl II/Avr I byly péstovany ve vét$sim mnozstvi
pro sekvencovani DNA.
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Expresni vektory TCAE 5.2 a TCAE 6 pro tandemové chimérické protilatky byly odvozeny
z vektoru CLDN, ktery sam je derivat vektoru RLDN10b (Science, 253, 77-79, 1991). RLDN10b
opét je derivatem expresniho vektoru TND (DNA, 7, 651661, 1988).

RLDN10b se lisi od vektoru TND v nasledujicim. Transkripéni kazeta (promotor, cDNA a poly-
adenylagni oblast) pro dihydrofolatreduktazu (DHFR) byla umisténa mezi kazetu tkarového
aktivatoru plazminogenu (t-PA expresni kazeta) a kazetu neomycinfosfotransferazy (NEO) tak,
7e viechny tii kazety jsou zafazené jedna za druhou a v téZe transkripéni orientaci. Navic
promotor genu DHFR v CLDN byl nahrazen hlavnim promotorem mysiho beta globinu
(Mol. Cell. Biol., 3, 124654, 1983) a cDNA t-PA nahrazena mnoho¢etnym klonovacim mistem
(polylinker). V3echny tfi eukaryotické transkripéni kazety (expresni, DHFR, NEO) mohou byt
oddéleny od bakterialni plazmidové DNA (derivat pUC9) $tépenim s restrikéni endonukledzou
Not L.

CLDN se lisi od RLDN10b, protoze LTR z Rousova viru pfed polylinkerem byl nahrazen
promotorovym zesilovaéem &asného genu lidského cytomegaloviru (Cell, 41, 521, 1985).

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

1) obsahuji ¢tyfi transkripéni kazety (misto tfi) sefazené za sebou:

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

b) konstantni oblast tézkého fetézce lidského imunoglobulinu, v obou konstruktech to byla
konstantni oblast gama 1 tézkého fetézce lidského imunoglobulinu (Kabatovo &islovani amino-
kyselin 114-748, alotyp Gm1la, Gm1z), ktera byla odvozena prostfednictvim amplifikace cDNA
polymerazovou fetézovou reakei,

c) DHFR, obsahujici sviij vlastni eukaryoticky promotor a polyadenyla¢ni oblast,
d) NEO, také ma sviij vlastni eukaryoticky promotor a polyadenylaéni oblast.

2) Kazety lehkého a tézkého fetézce lidského imunoglobulinu obsahuji syntetické signalni
sekvence pro sekreci imunoglobulinovych fetézcd.

3) Kazety lehkého a tézkého fetézce lidského imunoglobulinu obsahuji specifické spojky DNA,
které umoziiuji inzerci variabilnich oblasti lehkého a t&Zkého Fetézce imunoglobulinu, které
udrzuji transladni &teci rdmec a nepozméfiuji aminokyseliny normalné nalézané v imuno-
globulinovych fetézcich. Zavedeni popsanych zmén vedlo ke konstrukci vektori TCAE 5.2
a TCAE 6. Klonovani geni pro variabilni oblasti lehkého a tézkého fetézce imunoglobulinu
z bunééné heterohybridomové linie anti-CD4 E9.1 do TCAE 6 vedlo ke konstruktu, ktery je
ulozen v ATCC. Konstrukt, ktery byl ulozen, a ktery kéduje protilatku CE9.1, obsahuje variabilni
oblast tézkého fetézce imunoglobulinu Macaca fascicularis a variabilni oblast lehkého fetézce
imunoglobulinu Macaca fascicularis, jejichz sekvence jsou ukdzany na obrazcich 1 a 2,
klonované z anti-CD4 bun&éné hybridomové linie E9.1. Konstantni oblast tézkého fetézce je
lidského piivodu izotypu gama 1 a alotypu Gmla, Gmlz. Konstantni oblast lehkého fet€zce
lambda je také lidského plivodu, genotypu Oz minus, mcg minus a alotypu Ke minus. Imuno-
globulinové geny jsou klonovany do savéiho expresniho vektoru TCAE 6, popsaného ve vyse
zminénych aplikacich zahrnutych v odkazech, ktery, je-li zaveden elektroporaci do savei bun&€né
linie CHO, tvofi chimérickou opi¢i/lidskou protildtku anti-CD4. Konstrukt DNA popsany
vtomto textu byl pouzit pro transformaci bakteridlniho kmene XL-1 Blue, vybran pomoci
antibiotika ampicilinu a uloZen jako bakterialni buné&na suspenze ve sterilnim Zivném médiu LB
obsahujicim 15% glycerol.
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Sekvenovani DNA

Plazmidovd DNA byla pfipravena ze 100mililitrovych kultur. Byla dale purifikovana precipitaci
(1 objem) se smési 2,5 M chloridu sodného a 20% polyetylenglykolu (6 objemi) na ledu po
15 minut. Po stoCeni v 10 000 x g po dobu 20 minut byla peleta omyta 70% etanolem, op8t
stoena a ususena v pfistroji Speedivac (Savant). Peleta DNA byla resuspendovana v deionizo-
vané vodé€ v koncentraci 150~250 pg/ml. Sekvenovani se provadélo s 5 pg dvojvliaknové DNA za
pouziti techniky dle Sangera. Byly pouzity sekvenéni primery, které byly homologni k sekvencim
v expresnim vektoru v protisméru a po sméru &teni kazdého z inzertd lehkého fetézce a tézkého
fetézce. Inzerty byly sekvenovany v obou smérech, 5’ az 3’ a 3' az 5'. Dva klony lehkého fetézce
anti-CD4 a dva klony tézkého fetézce anti—-CD4, které vznikly z nezavislych reakci PCR, byly
sekvenovany paralelng, aby se uréilo zda nebyla zavedena néjaky nukleotidova zména b&hem
reakci PCR. Oba z vybranych klonii téZkého fetézce a oba klony lehkého fetézce byly shledany
identickymi po celé délce, coz potvrdilo, ze b€hem amplifikaéniho procesu nebyly zavedeny
Zadné chyby. Sekvence anti—-CD4 lehkych a téZkych Fetézcu jsou ukazany na obrazcich 1 a 2.

Exprese opiti/lidské chimérické anti-CD4

Expresni vektory TCAE 5.2 a TCAE 6 jsou schopné nejen trvalé exprese v bung¢nych liniich
Sp2/0 a CHO, ale protoZze obsahuji potatek SV40, jsou také schopné pfechodné exprese
v bunééné linii COS. Exprese v buiice COS byla provedena, jak nasleduje: buiiky COS byly
vysety den pied transfekci, takze mohly nasledujici den z 50-70 % splyvat. Kultivaéni médium
bylo odstranéno a buiiky byly dvakrat promyty transfekénim pufrem (TB- 140 mM NaCl,
25mM Tris, 5mM KCI, 0,5mM Na,HPO,, | mM MgCl,, 1 mM CaCl,). 30 ug plazmidu
TCAE 6, purifikovaného chloridem ceznym a obsahujiciho anti-CD4 opidi/lidské chimérické
imunoglobulinové tézké a lehké fetézce, se smisilo se 3 ml DEAE dextranu na misku (1 mg/ml
v TB). DNA se inkubovala s buitkami po 1 hodinu pti 37 °C. Roztok DNA byl odstranén
anahrazen 3 ml 20% glycerolu po dobu 1,5-2,5 minuty, po které byly buiky dvakrat
promyty TB. Buiiky se inkubovaly v 5§ ml erstvého média obsahujiciho 100 uM chlorochin po
3-5 hodin pfi 37 °C, a poté byly dvakrat promyty médiem a inkubovaly se 72 hodin s norméainim
DMEM. Supernatant (100 pl) z transfekovanych bunék COS byl testovan v riznych fedénich na -
pfitomnosti protilatky technikou zaloZenou na testu ELISA. Kozi proti-lidska lambda byla
pouzita k povle€eni 96jamkovych testovacich desticek a jako detekéni protilatka byl pouzit kozi
proti-lidsky IgG znafeny peroxidazou, za standardnich podminek pro testy ELISA. Bylo
shledano, Ze buiiky COS tvofi mezi 10 a 40 ng/ml opic¢i/lidské chimérické protilatky. VEtsi
objemy supernatantu byly 10x koncentrovany a pouzity pro pfimy vazebny test RIA k CD4
pozitivnim buiikdm SupT1. Jako pozitivni a negativni kontroly byly pouZity parenteralni cela
opici protilatka a irelevantni lidsky imunoglobulin. Opié¢i anti-CD4 a opi¢i/lidska chiméricka
anti-CD4 byly také pouzity pro inhibici vazby vysoce afinitni mysi protilatky anti—-CD4 (1F3).
Tyto vysledky dokazaly, Ze opiéi/lidska rekombinantni protilatka (ATCC &. 69030) se nejenom
vaze k CD4 pozitivnim burikam, ale je schopna inhibovat vazbu 1F3 k CD4 pozitivnim burikdm
v pfiblizné tychz koncentracich celé opiéi protilatky nebo samotné 1F3.

Priklad 2

Tento ptiklad se tykd in vitro funkeni charakterizace CE9.1, véetné jejiho plsobeni na
T bun&énou proliferaci a produkci IL-2 v MLR, jejich vazebnych vlastnosti k receptoru Fc
a komplementu, a jeji kapacity zprostiedkovavat odpovédi ADCC a CDC. Kromé toho byly
analyzovany u€inky in vivo na mediaci receptoru CD4 a lymfoidnich podskupin v periferni krvi.
Bylo analyzovano nasledujici. V tomto pfikladé byly pouzity nésledujici materidly a metody.
(Anderson et al., ,, In vitro and in vivo characterization of a primatized mAb to human CD4: mAb
causes CD4 receptor modulation but not CD4 T cell depletion in chimpanzes*).
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Material a metody
Molekularni konstrukce a exprese PRIMATIZED" anti~CD4

Variabilni oblasti imunoglobulinovych geni byly amplifikovany PCR a klonovéany z hetero-
hybridomd pochézejicich z opice imunizované sCD4, jak bylo dfive popsano (Newman, R.A, et
al., ,,Primatization of recombinant antibodies for immunotherapy of human disease: a macaque/-
human chimeric antibody against human CD4“, Biotechnology, 10, 1455, 1992). Geny
variabilnich oblasti t&zkého a lehkého fetézce byly vioZeny do kazetového expresniho vektoru,
TCAE 6, zafazené za sebou, a exprimovany jako IgGlA po trvalé integraci do bunék
CHO DHFR™ (Newman, vy3e). Tfi béhy amplifikace pfi zvySujicich se mnoZstvich metotrexatu
umoznily vyvoj bun&nych linii, které exprimovaly vice nez 750 pg/ml protilatky po dobu 8 dnil.
Vznikla produktivni bun&gna linie, kterd byla pé&stovana v suspenzni kultufe a progresivné
expandovala pfed inokulaci do bioreaktoru zdutych vlaken (Evans et al., ,Large-scale

production of murine monoclonal antibodies using hollow fiber bioreactors®, BioTechniques,
6(8), 762, 1988).

mAb CE9.1 byla purifikovana prichodem supernatantu tkafiové kultury z reaktoru pies kolonu
Prosep A (300 ml, Bioprocessing Inc.), ktera byla predem ekvilibrovéana fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfatem, pH 7,2, rychlosti 125 ml/min. Kolona byla promyvana PBS dokud nebyl
dosazen zakladni vychozi stav, a navdzana protilatka pak byla eluovana Snasobkem objemu
kolony 0,2M kyseliny octové/0,1M glycinovym pufrem, pH 4,0. Vytézek byl 90%. Eluat byl
upraven na pH 5,5 a precidtén pres kolonu Q-Sepharose (Pharmacia). CE9.1 navazané na kolonu
byl promyta 25mM Tris-HCl, pH 8,5. Protilatka byla eluovana 50mM Tris-HCl, pH 6,5,
obsahujicim 100mM NaCl a koncentrovana filtraci (Millipore Pellicon) proti normainimu
fyziologickému roztoku pro injekce dle USP. CE9.1 se nakonec filtrovala pres filtr 0,04 pm
Nylong NDP (Pall Filtration).

Vazebna specifita: vazba CE9.1 k burice SupT-18 CD4"

Devadesatiestijamkové mikrotitraéni desti¢ky se dnem jamek ve tvaru U (Corning) byly pfedem
blokovany po 1 hodinu na ledu s PBS obsahujicim 0,2% bovinni sérovy albumin a 0,1% azid
sodny. Buiiky SupT-18 (1 x 10°), pfedem promyté tymz pufrem, byly 30 minut inkubovéany na
ledu sriznymi koncentracemi CE9.1 (2,4 pg/ml— 10 pg/ml). Buniky byly dvakrat promyty
a inkubovany 30 minut na ledu s protilatkou druhé vrstvy (kozi proti-mysi Ig zna€eny FITC).
Buiiky byly dvakrat promyty, resuspendovany ve fixaénim pufru (2% formaldehyd v PBS)
a analyzovany za pouziti pritokového cytometru FACScan (Becton Dickinson).

Vazebna specifita: pratokova analyza vazby CE9.1 k lidskym leukocytim periferni krve

Mononuklearni buiiky byly izolovany z lidské periferni krve za pouziti standardni centrifuga¢ni
techniky s Ficoll/Hypaque (Boyum, A., ,Separation of blood leukocytes, granulocytes and
lymphocytes®, Tissue Antigens, 4, 269, 1974). Vrstva na rozhrani (interfaze) obsahujici mono-
nuklearni buiiky periferni krve (PMNC) byla odebrana, promyta Hanksovym izotonickym
roztokem (HBSS) a buiiky byly spoitany. 5x 10°bungk se inkubovalo s 20 pl CE9.1
(25 pg/ml), po 30 minut pfi 4 °C. Buiiky byly poté promyty s HBSS a inkubovany s 20 ul koziho
proti~lidského IGG-FITC (Fisher Scientific). Po inkubaci na ledu po dalsich 30 minut byly
buiiky analyzovany na pfistroji FACScan firmy Becton Dickinson za pouZiti autokompenzace
a prekalibrace s kulitkami Calibrite. Ziva lymfocytdrni populace byly rozpoznany rozptylem
pfimého a pravothlého svételného paprsku a byla tak ohranitena celkovéa populace lymfocyti.
Nasledna méfeni fluorescence zaznamenévala pouze vymezené lymfocytarni jevy. mAbs pouzité
pro kvantifikaci dvojité znaGenych bun&k a nasledné studie na Simpanzi krvi zahrnovaly
proti~lidsky CD3 (Leu—4-FITC, Becton Dickinson), proti-lidsky CDS konjugovany s fluores-
ceinem (Leu—2a-FITC, Becton Dickinson), proti-lidsky CD8 konjugovany s fykoerytrinem
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(Leu—2a-PE, Becton Dickinson), proti-lidsky CD20 konjugovany s fykoerytrinem (Leu—16-PE,
Becton Dickinson), kozi proti~lidsky IgG F(ab’)2 konjugovany s fluoresceinem (Cappel) a mysi
anti—-CD4 konjugovany s fykoerytrinem (OK T4, Ortho Pharmaceuticals).

Zkiizena reaktivita lidské tkane

Hodnotila se zkiizend reaktivita CE9.1 na normalni lidské tkani. Biotinylovand CE9.1 se
testovala na zmrazenych tkariovych fezech nafezanych na kryostatu ze 32 rliznych tkani za
pouziti avidin—biotinové imunoperoxidazové techniky (Wilchek, M., et al., ,, The avidin-biotin
complex in bioanalytical applications®, Anal. Biochem., 171, 1, 1983). Buiiky SupT1 (CD4")
byly pouzity jako pozitivni kontrola a buiiky SB (CD4") jako negativni kontrolni bun&&na linie.
Irelevantni biotinylovana mysi/lidska (IgG1) chiméricka protilatka byla pouzita jako negativni
protilatkova kontrola.

Pro vétdinu tkani byly vySetfovany tii nezavislé vzorky a reaktivita s CE9.1 byla hodnocena ve
Skale od 0 do 3*. V nékterych tkanich byly riizné struktury ve tkani hodnoceny oddéleng.
Naptiklad v jatrech byly hodnoceny nezavislé hepytocyty, zlu¢ovody a Kupfferovy buiiky.

Druhova specifita

Periferni krev n€kolika bé&znych laboratornich primatd a jinych zvifat byla testovana s CE9.1 na
rozpoznani mozné zkiizené reaktivity T bunék CD4 pozitivnich. Skupina zahrnovala §impanze,
paviany, Macaca rhesus, Macaca fascicularis a Macaca nemestrina, krysy, mysi, kraliky a psy.
Krevni buiiky byly izolovany z 1-5 ml plné krve odstfedénim (1500 rpm po 5 min) p¥i 4 °C
a promyty resuspendovanim ve stejnych objemech PBS. Procedura se opakovala jest& jednou a
buiiky se resuspendovaly ve stejnych objemech fetalniho bovinniho séra. Dvé sté mikrolitrd
bun&né suspenze od kazdého druhu bylo umisténo do 15mililitrové kénické centrifugaéni
zkumavky s 20 pl CE9.1 (25 mg/ml). Protilatka a buiiky se smichaly, umistily na led po
30 minut, a poté se dikladné promyly s HBSS. Pak se pfidalo 20 pl koziho proti-lidského
IgG-FITC (Fisher Scientific) a vzorky se promichaly. Po inkubaci na ledu po dal3ich 30 minut
byly vzorky z ledu odstranény a bylo ptidano 10 ml lyzujiciho pufru (0,01 M hydrogenuhligitan
draselny, pH 7,4, obsahujici 0,16 M chlorid amonny a 0,1 M EDTA sodnou sul), pfedehfatého na
37°C. Vzorky se inkubovaly pfi teploté¢ mistnosti po 135 minut, nésledovalo odstfedéni
v 1500 rpm po 5 minut. Oznadené bun&iné pelety byly jesté dvakrat promyty v HBSS (pH 7,4)
obsahujicim 1% bovinni sérovy albumin a 0,05% azid sodny. Oznagené buiiky se fixovaly
resuspendovanim ve fixaénim pufru (0,5 M chlorid sodny obsahujici 1,0% formaldehyd, filtrovan
pies 0,22 um filtr). Vzorky se analyzovaly na pfistroji FACScan firmy Becton Dickinson, jak
popséno vyse.

Funkéni testy in vitro: jednocestna a trojcestna smisena lymfocytarni reakce

Lidské nebo $impanzi T buitky (1,3 x 10°) byly pé&stovany s nebo bez CE9.1 v mikrojamkach
s plochym dnem po sedm dnii s PBMC (6,0 x 10*) o3etfenymi mitomycinem C, ziskanymi od
nepfibuzného darce lidského nebo Simpanziho piivodu. Béhem poslednich 18 hodin kultivace byl
do kultur pfidan *H-thymidin, a sice 1 pCi/jamka. Mikrotitra¢ni desti¢ky byly stodeny, bun&&né
pelety promyty HBSS a poté se pogitaly impulzy kapalinovym scintilaénim poéitatem. Kazdy
vzorek se vyhodnocoval ve tiech opakovanich.

Lidské MLR se provadély se vzorky od tfi nezavislych nepfibuznych darc, které byly uzity jako
stimulatorové a odpovidavé smési. Tento laboratorni protokol byl pouzit, aby se maximalizovala
moZnost dobré odpovédi u nahodnych, na HLA necharakterizovanych vzorki krve (resp.
krevnich bungk z ,buffy coat*) darci z Cerveného kfize. V tomto protokolu nebyl Zadny
darcovsky vzorek krve o$etfen mitomycinem C ani ozéfen.

Adhezivni test bunék THP-1 pro méfeni vazebné aktivity receptoru Fc pro CD9.1
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Tento test zavisi na pfemosténi dvou bunénych linii, jedné exprimujici receptor CD4 a druhé
receptor Fc, protilatkou anti~CD4. Pouzity GCastnik exprimujici CD4 byla adherujici mysi
fibroblastova bunéné linie DAP, kterd byla transfekovana lidskou CD4 (DAP/CD4). Buiky
nesouci receptor Fc byly THP-1. Buiiky DAP/CD4 byly umistény na 96jamkové destiCky
s plochym dnem (100 pl/jamka), 25 000 bunék/jamka) a nechaly se pies noc adherovat.
Buiiky THP-1 byly resuspendovany v 50 ml média RPMI (1 x 10° bun&k/ml) a indukovany po
24 hodin pfi 37 °C ptidanim 50 U/ml yIFN.

Buiiky THP-1 indukované yIFN byly obarveny kalcinovanym methoxyacetitem, CAM
(Molecular Probes), a to nasledovné: buiiky byly promyty plnicim pufrem (OBS dle Dulbecca
s vapnikem a hoféikem a 0,1% bovinnim sérovym albuminem) a resuspendovany v mnoZstvi
5x 10° bun&k/ml v 10 m! téhoz pufru. CAM (1 mg/ml v DMSO) byl natedén (1:50) plnicim
pufrem a pfidan k bunéénym suspenzim THP-1 v poméru 1:1 (objem/objem). Po inkubaci po
20 minut pfi teplot€ mistnosti bylo pfidano ke kazdym 4 ml smési buitky/CAM 20 ml Cerstvého
plniciho pufru a inkubace pokracovala dal3ich 40 minut pfi teploté mistnosti. Buriky byly poté
dvakrat promyty plnicim pufrem a resuspendovany v mnozstvi 8 x 10° bun&k/ml. Sériov fedéni
CE9.1 v PBS (bez véapniku, hoi¢iku nebo BSA) byla pfidana do jamek obsahujicich buiiky DAP
CD4" a inkubovana po 5 minut pti teploté mistnosti. Poté bylo ptidano 50 ul bun&né suspenze
THP-1 obarvené CAM a desti¢ky se inkubovaly 1 hodinu pfi teploté mistnosti ve tmé. Testovaly
se také kontrolni jamky bez bunék DAP. Po inkubaci byly jamky tfikrat promyty s PBS. Po
zavéreCném promyti se piidalo 100 pl PBS na jamku, nasledovano 10 pl 20% Tritonu X-100. Po
umisténi na tiepagce po 10-15 sekund se desticky odetitaly na pfistroji Fluoroscan (MTX Lab
systems Inc.).

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

Test receptoru Fc byl proveden, jak bylo popsano pro buiiky THP-1 vyse, kromé& nasledujicich
odli$nosti. Monocyty byly pfipraveny z gerstvé lidské periferni krve standardni gradientovou
separaci pomoci Ficoll/Hypaque a Percoll. Monocyty byly stimulovany s yIFN, jako vyse, ale po
dobu 48 hodin. Desti¢ky byly povlékany stimulovanymi monocyty po 24 hod., a v tomto testu
byla CAM, popsanym vySe, obarvena linie SupT—18 CD4". Buiiky SupT-18 byly poté pfidany na
destitky povleené stimulovanymi monocyty. Hlavni rozdil v tomto testu je buné¢na linie CD4"
obarvena CAM a piidana k buiikdim na desti¢ce nesoucim FcR. Ve vySe uvedeném testu
pouzivajicim butiky THP-1 byl pofadek obraceny.

Vazba k my$im fibroblastim transfekovanym FcyRII
Mysi fibroblastova buné&néa linie (CDW32-L), kterd byla transfekovana lidskym FCRH, byla

ziskdna od ATCC. Pfima vazba CE9.1 byla stanovena inkubaci protilatky v pfitomnosti
a nepfitomnosti sCD4. Vazba CE9.1 se detekovala inkubaci skozimi proti-lidskymi

" Ig-protilatkami konjugovanymi s kfenovou peroxiddzou (Southern Biotech). Fragmenty Fab

CE9.1 vznikaly enzymatickym 3t€penim a byly pouzity jako negativni kontroly. Hodnoty
absorbance ziskané z CE9.1 (a fragmenti Fab) preinkubovanych s buiikami za pfitomnosti sCD4
byly odecteny od absorbanci ziskanych pro protilatky v nepfitomnosti sCD4.

Test ADCC (lyze bung&k SupT1)

Byly odebirany &erstvé vzorky heparinizované lidské krve a izolovany PMNC standardnimi
centrifugaénimi postupy na Ficoll/Hypaque. Cervené krvinky z interfaze se lyzovaly pufrem
s chloridlem amonnym a buriky byly dvakrit promyty v Hanksové izotonickém roztoku.
Lymfocyty periferni krve (PBLs) se stimulovaly 10 jednotkami IL-2 na ml RPMI/10% fetalniho

teleciho séra (FCS) po 24 hodin pfi 37 °C a 5% CO,. Po 24 hodinach byly PBLs resuspendovéany
v RPMI/5% PCS.
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Buiiky SupT1-18 (1x 10% byly znateny inkubaci se 100 uCi *'Cr po 1 hodinu pti 37°C
a 5% CO,. Buiiky byly dvakrat promyty s RPMI/5% FCS a 1 x 10* bunék bylo ptidéno do kazdé
jamky. Tti davky protilatky CE9.1 byly sériové nafedény 1:2 s RPMI/5% FCS a pomérné asti
byly pfidany ve tfech opakovanich do jamek obsahujicich SupTi-18 po 30 minut pfi 37 °C
a 5% CO,. Jako kontrola maximalniho a spontanniho uvolnéni bylo pouzito 100 pl 1% Tritonu
X—100 a 100 pl média. Do jamek se pfidaly PBLs stimulované IL-2 (8 x 10’ bungk). Destitky se
sto€ily 3 minuty v 900 rpm a inkubovaly 16 hodin pti 37 °C a 5% CO,. Byl odebran supernatant
z kazdé jamky a mnozstvi radioaktivity se odegitalo pogitatem impulzi gama. Test byl proveden
v trojnasobném opakoviéni. Procento bunééné lyzy se urilo za pouziti nasledujiciho vzorce:

(pocet impulzi vzorku — spontanni pocet)
% lyzy = x 100
maximalni poCet impulzi — spontanni

Clq vazebny test

Cilq vazebny test se provadél pomoci CD4 pozitivni bun&né linie SupT-18 v suspenzi
4x10%ml. Kcilovym buiikim CD4 pozitivnim v mnozstvi 2 x 10° byla pfidana CE9.1
a kontrolni afinitni purifikovana opi¢i anti-CD4 protilitka (50 pl) ve stejné koncentraci
20 pg/ml. Bun&na suspenze a protilatky byly inkubovany po 1 hodinu na ledu, a poté dvakrat
promyty 1% BSA v PBS. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 50 pl lidského Clq (10 pg/ml)
a inkubovano 1 hodinu na ledu. Kazda zkumavka byla dvakrat promyta a fixovana v 0,5 ml
1% formaldehydu/PBS. Bufiky se analyzovaly na pritokovém cytometru FACScan firmy Becton
Dickinson za pouziti programového vybaveni Consort 30 pro sbér a analyzu dat.

Test cytotoxicity zprostfedkované komplementem

Buiiky SupT-18 1 x 10 byly zna&eny inkubaci se 100 uCi >'Cr po 1 hodinu pfi 37 °C, 5% CO,. -
p

Buriky byly dvakrat promyty s RPMI/5% FCS a do kazdé jamky bylo pfidano 1 x 10* bunék..
Protilatky CE9.1a kontrolni anti-CD4 byly sériové nafedény 1:2 s RPMI/5% FCS a pomémné.
&asti 50 pl byly pfidany v triplikitech do jamek obsahujicich SupT—18. Do jamek se pridalo:
100 pl 1% Tritonu X~100 nebo 100 pl média, aby se zméfilo maximalni a spontanni uvoliiovani
51Cr. Po 90 minutich inkubace pti 37 °C, 5% CO, byl do jamek pridan kraligi komplement
(Cappel) nafedény 1:5. Desti¢ky se inkubovaly dal3ich 90 minut pfi 37 °C, 5% CO,, a poté se
sto¢ily 3 minuty v 900 rpm. Z kazdé jamky byl odebran supernatant a mnoZstvi radioaktivity se
odetitalo na pogitadi impulzi gama. Test byl proveden v trojniasobném opakovani. Procento
bunééné lyzy se urdilo za pouziti nasledujiciho vzorce:

(pocet impulzi vzorku — spontanni pocet)
% lyzy = x 100
maximalni pocet impulzl — spontanni

Studie na Simpanzech in vivo

Sest simpanzi bylo rozdéleno do tti skupin po dvou zvifatech: skupina I (kontrolni fyziologicky
roztok), skupina II (10,0 mg/kg protilatky CE9.1) a skupina III (10,0 mg/kg protilatky CE9.1).
Zvitata ve skuping II byla o3etfena znovu 10,0 mg/kg CE9.1 po 30 dnech, pod podminkou, Ze se
podet jejich T bunék CD4" vratil na 30 % vychoziho stavu. Zvifata ve skupiné II byla ofetfena
znovu 10,0 mg/kg CE9.1 po 30 dnech, pod podminkou, Ze se pocet jejich T bunék CD4" vratil na
70 % vychoziho stavu. Jestlize tyto hodnoty nebyly 30. den dosazeny, byla zvifata testovana na
hodnoty T bunék CD3", CD4” a CD8" ve dvoutydennich intervalech dokud hodnoty T bunék
CD4" nedosahly prislusnou cilovou hodnotu pro danou skupinu. V ten okamzik zvifata obdrzela
intraven6zné opét 10,0 mg/kg protilatky CE9.1, aZ do maxima ti davek.
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Urceni vychoziho stavu celkového poctu bilych krvinek, hodnot lymfocyti a granulocytd,
a subpopulaci lymfocytd CD3", CD4" a CD8" se provadély v den —6, v den 0 tésné pred podanim
davky a opét 24 hodin a 14 dnii po podani davky. V této studii byly poskytnuty $impanzim ti
o3etrovaci cykly, kazdy s davkou 10,0 mg/kg.

Vysledky
Vazebna specifita mAb CE9.1

Méfeni afinity SPR vazby CE9.1 k rozpustnému CD4 ukéazalo Kd 1,0 mM (Brigham—Burke
etal, North American BIAsymposium 1995, v tisku). Nebyla pozorovana Zidnad vazba
k buné&nym liniim CD4" a inhibi¢ni studie prokazaly, Ze vazba k buiikim CD4" je kompletn&
zruena rozpustnym CD4 zptisobem odpovidajicim stechiometrickym pomériim.

Pro stanoveni specifity reaktivity CE9.1 byla zjistovana vazba k Eerstvé izolovanym lidskym
PBMC pritokovou cytometrii pfi pouZiti dvojiho znageni. Obrazek 9 ukazuje, Ze 2/3 bunék CD3"
vaze CE9.1. V lymfoidni subpopulaci v§echny buiiky, které vazou OKT4 jsou také pozitivni pro
CE9.1, zatimco buiiky CD8" byly vSechny negativni. Nékteré buitky CD3™ také vykazovaly
reaktivitu s CE9.1, adkoliv povaha této reaktivity nebyla jasné uréena.

Imunohistochemicka analyza byla provedena pro urleni tkafiové reaktivity CE9.1, v&etné
32 riznych normalnich lidskych tkani lymfoidniho a nelymfoidniho piivodu. Nelymfoidni tkan&
zahrnovaly hlavni organy, mozek, srdce, kosterni svalstvo, kizi, jatra, ledviny, tkané Zlaz
a reprodukenich organi. Tato analyza neprokazala zkiizenou reaktivitu k jakékoliv jiné tkani nez
lymfoidniho ptvodu, véetng lymfatickych uzlin, sleziny, tonzil a periferni krve (data nejsou

uvedena). ZnaCeni omezené na lymfoidni agregaty bylo také pozorovano v tlustém stievé,
plicich, jicnu a kdzi.

Inhibice lidské MLR CE9.1

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

Vazebna aktivita receptoru Fc pro CE9.1

Adhezni testy ,buiika—buiika“ zaloZené na CD4 a receptoru Fc byly vyvinuty, aby se urgila
reaktivita CE9.1 s receptory Fc na monocytérnich buiikdch. V jednom uspofddani testu jsou
izolovany monocyty z&erstvych PBMC stofenim na perkolovém gradientu, vyraZzeny na
mikrotitratni desticky a stimulovany yIFN po 48 hodin. Po 48 hodinich byly k aktivovanym
adherovanym monocytiim p¥idany znagené buiiky SupT1 CD4" v pfitomnosti nebo nepfitomnosti
CE9.1. V dalSim usporadani tohoto adhezniho testu byla yIFN stimulovdna monocytirni
nadherentni bunétna linie THP-1. Po 24 hodinach byly aktivované buiiky THP-1 oznadeny
a pfidany, v pFitomnosti nebo neptitomnosti CE9.1, k adherovanym CD4" fibroblastovym
transfektantam, které byly predtim (o 24 hodin dfive) vysety na mikrotitradni desti¢ky. V obou
pfipadech je adheze ,,buitka—buiika“ zavisla na vazb& mAb k CD4 na jedné butice a k receptorim
Fc na buiice druhé.

Data uvedena na obrazcich 10a, 10b a 10c, zaloZena na Cerstvych monocytech a T buiikach
SupT1 CD4" aktivovanych yIFN, ukazuji, Z¢ CE9.1 zprostiedkovava adhezi ,buiika-buiika“
zplisobem zavislym na davce, s pfibliznou EDsy 20 ng/ml. Adheze byla kompletné blokovana
sCD4 a nemiiZe byt zprostiedkovana fragmentem F(ab’)2 z CE9.1. Monocyty neaktivované yIFN
nebyly schopné vazat CE9.1 (obrazek 10b). Podobna data byla také ziskana v testu zaloZzeném na
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THP-1 a CD4" fibroblastovém testu (data nejsou ukazina). Byla také pozorovana pfima vazba
CE9.1 k mysi fibroblastové linii transfekované lidskymi receptory FCyRII (data nejsou ukazéna).

Burikami zprostfedkovana cytotoxicita zavisla na protilatce (ADCC)

Ukazalo se, ze buikky SupT1 znadené radioizotopem pouzité jako cile v testu ADCC, jsou
specificky lyzovany efektorovymi buiikami v pfitomnosti CE9.1. Maximélni cytotoxicity bylo
dosaZeno pfi pfiblizné 6 pg/ml s celkovou specifickou Iyzou 50% (obr. 12). Jako pozitivni
kontrola byla pouzita mysi anti-CD4 izotypu I1gG2a (4D9). Tato protilatka se chovala velmi
podobné jako CE9.1 a poskytovala stejny stupeii celkové bun&&né lyzy. CE9.1 byla proto velice
0¢inna ve vazbé na receptory Fc na efektorovych buiikich a pfi zprostfedkovani usmrcovani
CD4" cilovych buné&&nych linii.

Fixace komplementu CE9.1

Vazba Clq se méfila pritokovou cytometrii, jak bylo popsano vyse (Material a metody). Jak je
ukdzano na obrazku 13, navzdory faktu, ze CE9.1 obsahuje konstantni oblast lidského t&Zkého
fet€zce subtypu gama 1, vykazuje pouze minimalni vazbu Clq (obr. 13). Afinitné purifikované
opi¢i sérové protilatky anti-CD4 byly ¢inné ve zprosttedkovani vazby Clq, coZ svédéi pro to,
Ze nepfitomnost vazby C1q CE9.1 je vlastnost specificka pro tuto protilatku. Neptitomnost vazby
Clq CE9.1 se odrazi v neschopnosti fixovat komplement (obrazek 14). Afinitné purifikované
protilatky anti-CD4 z opi¢iho séra a my3i monoklonélni IgG2a zphisobuji ob& vyznamnou lyzu
ve stejném rozmezi koncentraci.

Druhova zktizena reaktivita CE9.1

Analyza lymfocytl z riznych druhii pomoci pritokové cytometrie ukézala, Ze pouze $impanzi -
a lidské buriky vazi silné¢ CE9.1. Jediny dal3i druh, ktery vykazoval slabou reaktivitu s CE9.1
(10x slab3i nez ¢lovék), byl pavian. Lidské a Simpanzi lymfocyty reagovaly stejné dobfe s mAb
(tabulka 2). To se odrazilo ve srovnatelné inhibici T bun&&né proliferace a produkce IL-2
v Simpanzich MLR protilatkou CE9.1 (data nejsou uvedena).

Tabulka 2

Druh Reaktivita
Clovék +++
Simpanz +++
Pavian +
Macaca rhesus -
Macaca fascicularis v -
Macaca nemestrina -
Pes -
Kralik -
Potkan —
My3 -

Studie in vivo na $esti §impanzech

Vzhledem k nepfitomnosti deplece bunék CD4 ve studii pfi pouZiti stoupajici davky u jednoho
Simpanze, byla 4 $impanzim podana divka 10 mg/kg (kromé& toho 2 zvifata v kontrolni skupiné
obdrzela fyziologicky roztok). Jak je popsano v Materialu a metodach, dvéma skupinam bylo
podano 10 mg/kg v den 0 studie. Obrazek 15 sumarizuje u€inky na poget CD4 a CD8 u t&chto
zvifat. Je mozné pozorovat, Ze byly snizeny buiiky exprimujici receptor CD4 okamzité po podéni
protilatky. SniZeni Cetnosti CD4 bylo vidét pouze okamZit& po kaZdé davce podané protilatky.
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V kontrolni skupiné s fyziologickym roztokem nebyla pozorovana Zddnd podobnd zména ve
stavu CD4. Poget CD8 zistal neovlivnén v prib&hu osetfeni, ackoliv byla pozorovina denni
variabilita (obr. 15, panel vlevo, prazdné krouzky). Pki vysetieni populace CD3" ~ CD8" byly
pozorovany méné vyrazné poklesy v poétu CD4. Data naznaluji vyskyt CD3" CD8 T bun&&nych
populaci, které mohou byt vysledek modulace antigenem CD4. Pfesny mechanismus modulace je
v tomto stadiu nejasny, ale miZe zahrnovat internalizaci nebo ztratu molekul CD4 jako vysledek
zkiizené vazby receptory Fc exprimovanymi na jinych lymfoidnich nebo monocytarnich
buiikach. Srovnani bunéénych poétd na obrazku 15 ukazuje, Ze uréita deplece bungk CD4™ mize
nastat, akoliv hlavni ¢inek je zpisobeny modulaci receptoru CD4. Zda se, ze ve vétSiné
pfipadi modulagni G&inek trva 7-10 dni pfimo po podévani protilatky, po kterych se exprese
CD4 vrati pravé pod vychozi hodnoty.

Celkovy potet CD4 zistava sniZen relativné k vychozimu stavu o 10-50 %, ale po ukon&eni
oSetieni se vraci do normalniho rozmezi. Simpanzi byli sledovano po dobu az 150 dnti
(skupiny 1 a 2) nebo 300 dnd (skupina 3). Poget CD4 u zvifat skupiny 2 se vratil k normalnim
hodnotdm 80 dni po kone&ném oSetfeni, zatimco u zvifat ze skupiny 3 se vratil ve stejném
¢asovém ramci na 20 % vychoziho stavu.

Priklad 3

Tento piiklad popisuje genetickou konstrukci expresniho vektoru DNA pouzitého v sav&ich
buiikach k produkci CE9y4PE, coz je makakova/lidska chiméricka protilatka anti—-CD4,
obsahujici lidsky izotyp y4 zahrnujici zmény P a E.

Konstrukce expresniho vektoru DNA

Lidsky gen tézkého fetézce gama 4 byl izolovin metodou PCR zbun&né linie TPIT10.4
(ziskané od S. Morrisona, UCLA) za pouZiti 5’ IDEC primeru ¢. 479 a 3' IDEC primeru ¢&. 462
(viz obr. 16), které obsahuji mista Nhe I a BamH I. Cely klonovany fragment lidského gama 4
byl sekvenovén a shledan identickym s fragmentem popsanym v Kabat et al., (NIH Publication
Fifth Edition No. 91-3242, U.S. Dept. Of Health and Human Services, 1991) (viz obr. 17).
Fragment Nhe I/BamH 1 byl klonovan do expresniho vektoru Anex 2. Celé geny lehkého
atézkého fetdzce imunoglobulinu ztohoto plazmidu byly pfesunuty do jiného expresniho
plazmidu do fragmentu Bgl Il az Sac 1. Tento plazmid byl nazvan anti-CD4 (G4, L, Oz-)
v NEOSPLAJF.

Mutageneze PCR byla pouzita ke zmé&né aminokyselin €. 229 a 236 v konstantni oblasti gama 4.
PCR bylo provedeno za pouziti 5’ primeru GE212 (Midland) a 3’ IDEC primeru €. 698, které
obsahuji restrikéni mista Nhe I a BspH I (viz obr. 16) a fragment byl klonovén do anti-CD4 (G4,
L, Oz-) plazmidu ligaci tii &asti a sekven&ni plazmid byl nazvan anti-CD4 (G4(PE), L, Oz-)
v NEOSPLA3F.

Ptiklad 4

Exprese v burikach ovaria ¢inského krecka (CHO)

Integrace plazmidu a vybér klonti produkujicich protilatku

Buiiky CHO (DG44) (Urlaub et al., Som. Cell. Mol. Genet., 16, 555-566, 1986) byly péstovany

v zivném médiu CHO-S-SFM II obsahujicim (GIBCO/BRL, média CHO) 50 uM hypoxanthin
a 8 uM thymidin (GIBCO/BRL, média CHO). Tato média se nazyvaji média CHO a HT.
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Bylo provedeno 5 elektroporaci se 4 x 10° bunék a 5 pg plazmidové DNA (anti-CD4(y4(PE),
lambda, Oz—) v NEOSPLA3F) za pouziti elektroporaéniho zafizeni BTX 600 (BTX, San Diego,
CA) v kyvetach na jedno pouZiti o objemu 0,4 ml. Pred elektroporaci byl plazmid nastipen
s Pac I, coz oddélilo geny exprimované v sav&ich buiikach od €asti plazmidu pouZivané pro rist
plazmidu v bakteriich. Podminky pro elektroporaci byly 230 V, 400 pF, 13 Q. Buiiky z kazdé
elektroporace byly vysety na jednu 96 jamkovou desti¢ku (40 000 bun&k/jamka). Desti¢ky byly
napinény médiem CHO + HT obsahujicim G418 (Geneticin, GIBCO), 400 pg/ml aktivni
slougeniny, dva dny po elektroporaci, a poté dle potieby dokud kolonie rostly. Supernatant ze
slévajicich se (konfluentnich) kolonii byl testovan na pFitomnost chimérického imunoglobulinu
testem ELISA specifickym pro lidskou protilatku. Dvacet osm kolonii rezistentnich na G418
rostlo na péti desti¢kach (ze 480 jamek). Kolonie rezistentni na G418 exprimujici nejvice
protilatky, klon 5C1, byly konfluentni 30 dnii po elektroporaci. Analyza metodou Southernova
prenosu ukézala, Ze klon 5C1 zaglenil jednu kopii (data neuvedena). Ve &tyidenni kultufe vyseté
v koncentraci 10° bungk/ml do 125mililitrové kultivagni nadoby se tento klon kazdych 28 hodin
zdvojnasobil a rychlost produkce protilatky byla 0,5 pg/bunka/den (0,9 mg/l).

Amplifikace

Klon 5C1 byl rozmnoZen a vyset vriznych koncentracich od 10° bunék/destitka do
3 x 104 bunék/desti¢ka na 96jamkové desti¢ky obsahujici média CHO + 5 nM metotrexat (MTX,
Slgma (*) Amethopterin). Dvacet dnii pozdéji se klon 5C1-5B9 stal konfluentnim pfi
3 x 10° bungk/desticka (49 z 96 jamek rostlo na této desti¢ce). Tento klon byl namnozen. Ve
&tykdenni kultufe vyseté v koncentraci 10° bunék/ml v T150 se tento klon zdvojnésobil kazdych
35,5 hodin a rychlost produkce protilatky byla 15,3 pg/buiika/den (18 mg/l). Klon 5C1-5B9 byl
rozmnoZen a vyset v rliznych koncentracich od 100 bunék/desti¢ka do 3 x 10* bunék/destitka na
96jamkové destitky obsahujici média CHO + 50nM metotrexat. Tficet Sest dnii pozdgji byl klon
5C1-5B9 50C1 konfluentni z 60 % pti 10° bun&k/destitka (50 z 96 jamek rostlo na této destiéce).
Tento klon byl namnoZen.

Buné&&né banky faze I rodi¢ovského zasobniho kmene CE9Y4PE pro vysévani (PSS, parent seed ‘
stock)

PSS klonu 5C1-5B9-50C1 s 50nM MTX bylo zmrazeno. Buiky byly nejdfive kultivovany
v 500mililitrové kultivagni nadob& obsahujici médium CHO a 50nM MTX. V okamZiku mraZeni
kultura dosahla hustoty 1,1 x 10* bun&k/ml s 96% Zivotaschopnosti a &asem zdvojnisobeni
29,3 hodiny. Produkce protilatky se urovala ,,sendviCovym“ testem ELISA a byla piiblizné
27 pg/bunka/den Buiiky byly stoenim oddéleny od média a davkovany do ampulek v hustoté
2,0 10" bungk/ml v 95% fetalnim bovinnim séru od JRH Biosciences a 5% obecné hlavni smési
Sigma, pfi¢emZ v ampulkidch byl zmraZzen 1 ml mraziciho média s buikami. Ampulky byly
zmrazeny pfi —70 °C a nasledujici den umistény do nadoby s tekutym dusikem.

Jedna ampulka PSS s 50 nM MTX byla rozmraZena a obsah byl vyset do 100mililitrové
kultiva¢ni nadoby obsahujici médium CHO a 50nM MTX. Tfi dny pozdéji byl obsah kultiva¢ni
nadoby rozdélen do dvou kultiva¢nich nadob o obsahu 125 ml, hustota bunk byla 10° bunék/ml,
Jjedna nadoba obsahovala médium CHO a 50nM MTX a druhé pouze médium CHO.

Tti dny pozdéji bylo 150 ml bun&k s médiem z kultivaéni nadoby se samotnym médiem CHO
zmrazeno a poslano na vyhodnoceni a testovani mykoplazmat do Tektagenu. Produkce
pokratovala osm tydni, s MTX i bez ného. Vysledky z Tektagenu prokazaly, ze PSS klon
5C1-5B9-50C1, anti-CD4 (gama 4(PEPTID), lambda, Oz-) NEOSPLA3F v CHO, je bez
pfitomnosti mykoplazmat. Deset ampulek PSS s 50nM NM bylo pieneseno do tekutého dusiku
pro uskladnéni.
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Hlavni bunétna banka (MCB)

Dvé ampulky PSS s S0mM MTX klonu 5C1-5B9-50C1 byly rozmraZeny a jejich obsah vyset do
100mililitrové kultivagni ldhve obsahujici médium CHO a 50nM MTX. Kultura se rozmnoZovala
6 dnli do postupné vétSich kultiva¢nich lahvi, dokud nedosdhla objem 2000 ml, s hustotou
9,5 x 10° a Zivotaschopnosti 98 %. Buiiky byly stofenim oddéleny od média a resuspendovany
v hustoté 2,0 x 107 bunék/ml v 95% fetalnim bovinnim séru od JRH Biosciences a 5% Hybrimax
DMSO od Sigmy. Buné&na suspenze v zamrazovacim médiu byla rozdélena do pomé&rnych Casti
(10 ml) do 80 zmrazovacich ampulek oznagenych jako MCB G4PES0-M-A. Ampulky byly

zmrazeny pii —70 °C. Dvacet ¢tyfi hodiny pozdéji byla bunéna banka pfenesena do tekutého
dusiku pro uskladnéni.

Priklad 5

Stabilita mAbs CD4

Fyzicka a chemicka stabilita roztokit CE9y4PE a CE9y4E se sledovala po dobu 3 mésict pfi 5 °C,
40 °C a rozptyleném svétle pomoci SDS-PAGE (redukujici a neredukujici), IEF, reverzni
fazovou HPLC, vylu€ovaci chromatografii (SEC) a testem ELISA. Pocate¢ni testovani
RP-HPLC a neredukujici SDS-PAGE své&d¢i pro to, ze CE9y4E je slozena ze dvou hlavnich
druhli, a to neredukované celé molekuly a nekovalentné pfidruzené molekuly, ktera se
v podminkach analyzy $tépi do dvou stejnych jednotek oznagenych jako ,,polo—mer* (“halfmer).
Je zajimavé, Ze nebyly pozorovany zadné vétsi rozdily v bio—analytickych profilech t&chto dvou
mAbs pfi pouziti metod SEC, IEF, SDS-PAGE (redukujici) a ELISA. MnoZstvi ,,polo—mera®
v CE9y4E je méné nez 1 % jak pfi RP-HPLC, tak SDS-PAGE (neredukujici). Obrazek 18
ukazuje SDS-PAGE (neredukujici) analyzu monomeru a ,,polo-meru“ v roztocich CE9y4PE
a CE9y4E. Mnozstvi ,,polo-meru“ v CE9y4E ziistivalo konstantni vzhledem k pocateénimu
testovani po dobu téi mésict v jakychkoliv testovacich podminkach. Obsah ,polo—meru®
v CE9Y4PE zustaval pod 2 % po celou dobu za vSech testovacich podminek. Zadny vétsi rozdil
ve stabilit¢ mezi CE9y4E a CE9y4PE nebyl pozorovan pii 5 °C a 40 °C. Roztok CE9y4E
skladovana pfi rozptyleném svétle je ponékud méné stabilni nez CE9y4PE. Data naznacuji, ze
»polo—mer“ CE9Y4E nema vyznamny &inek na vieobecnou stabilitu celé molekuly. Zadné vétsi
rozdily ve fyzikalni stabilité roztokii CE9y4PE a CE9Y4E nebyly pozorovany.

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

Stechiometrie vazby rozpustného CD4 k imobilizovanym mAbs miZe byt urfena saturaénimi
vazebnymi experimenty na pfistroji BIAcore (Pharmacia). Data pro asociaéni a disociatni faze
procedury SPR (obrazek 19) byla analyzovana pfimo za pouziti integrované formy rychlostnich
rovnic, jak je popsali O’Shanessey et al., Anal. Biochem., 212, 467468, 1993. Shrnuti
vyslednych 1dajii o vazbg, vyjadfenych v mol CD4/mol mAb, je ukazano v tabulce 3. Z téchto
dat je mozné vidét, Ze ve viech pripadech je stechiometrie vazby vétsi nez 1,5:1. Vzhledem
k tomu, ze BIAcore je systém pro interakce v pevné fazi a Ze imobiliza¢ni protokol je nahodny,
tyto vysledky naznaduji, Ze ob& mista vazajici antigen u kazdé mAb jsou funk&ni. Stechiometrie
vazby CD4 byla tedy tatdZ pro viechny mAb a pfitom blizka teoretické hodnoté 2,0. Méfeni
afinity déle ukazala, Ze afinita byla shodna pro viechny komplexy mAb, a to 1,0nM.
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Tabulka 3

Stechiometrie a afinita vazby méfena povrchovou plazmonovou rezonanci

Protilatka Stechiometrie dle BlAcore | Afinita (nM 25 °C)
CE9.1 1,56 0,99
CE9%4 1,61 1,34
CE9%4E 1,72 1,43
CE9y4AK 1,67 1,08
CE9v4PE 1,09
Priklad 6

Biologické hodnoceni CE9Y4PE in vitro

Shrnuti

Aktivita zprostfedkovana oblasti Fab (MLR) a doménou Fc (vazba receptoru F¢, ADCC a CDC)
byla srovnavana u CE9.1, CE94PE a dalsich derivati gama 4. Aktivita zavisla na Fab (MLR) se
mezi protilatkami neliSila, ale byly rozdilné ve vazebnych vlastnostech pro receptor Fc.
Nemodifikovany derivat gama 4 CE9y4 vykézal piekvapivé silnou vazbu k receptorim Fc, ale
mutace E v CE9y4E a CE9y4PE odstranila tuto vazbu, stejné jako aktivitu ADCC.

Utinky mAbs na odpovédi smisenych lymfocyti (MLR)

Test trojsmérné odpovédi smienych lymfocyti (MLR) se provadél pro uréeni u€inku konstrukti
mAb na T bunéénou proliferaci fizenou alo—antigenem a na produkci IL-2. MLR jsou zavislé na
piitomnosti T bun&k CD4" a velkd &st odpovédi je zavisld na Wwcasti receptoru CD4 ~
prostiednictvim interakce s molekulami MHCII. tfidy na buiikich prezentujicich antigen.
Odpovéd’ MLR je in vitro korelat aspekt transplantalni rejekce in vivo. Co se tyce dalSich
farmakologickych pfipravki jsou MLR také blokovany imunosupresivnimi ptipravky, jako je
cyklosporin A.

V3echny konstrukty mAb mély stejnou schopnost blokovat MLR, a to jak proliferaéni odpovéd’

T bunék, tak produkci IL-2 (obr. 20 a tab. 4). Tedy presunuti domény V z CE9.1 na struktury

lidské A4 a substituce ,,P a E“ v ohybové a CH2 doméné neovlivnily schopnost mAbs blokovat T
bunééné odpoveédi zavislé na CD4 in vitro.

Tabulka 4

Ukinek mAbs na MLR - shrnuti

Protilatka Proliferace (IC50) Produkce IL-2 (IC50)
CE9.1 20 ng/ml 5 ng/ml
CE9%y4 20 ng/ml 5 ng/ml
CE%v4E 20 ng/ml 10 ng/ml
CE9y4 K 20 ng/ml 20 ng/ml
CE9y4PE 20 ng/ml neurceno
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Zavér
Vsechny mAbs jsou rovnocenné v inhibici MLR.
Vazebné vlastnosti mAbs pro receptor Fc

Ovéfeni testu pro uréeni vazby receptoru Fc

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

Obrazek 21 ukazuje, ze CE9.1 usnadituje adhezi monocytarnich bunék exprimujicich FcR (buiiky
THP-1 indukované IFN-y) k fibroblastim CD4" (fibroblastovd buné¢na linie transfekovana
CD4) v adheznim testu. Vazba je zavisla na doménach Fc mAb CE9.1, protoze zkraceny F(ab')2
vazbu neumoziiuje. Vazba také vyzaduje misto rozpoznavajici antigen na CD4, protoZe jeho
obsazeni sCD4 blokuje spojeni buitka—buiika.

Ur¢eni vazebnych aktivit mAbs pro receptor Fc

mAbs CE9.1(IgG1), CE9y4 (IgG4), CE9y4AK (hybrid IgG4 AK), CE9Y4E (IgG4, mutant E)

a CE9y4PE (IgG4, mutant PE) byly hodnoceny z hlediska schopnosti soudasné vazat CD4
bunééného povrchu a FcR.

Jak se ocekavalo, CE9.1 ma v tomto testu dobrou vazebnou aktivitu. Piekvapivé konstrukty IgG4
CE9y4 a CE9y4AK si podrzely dostateénou afinitu pro FcR, ze byly v tomto testu nerozeznatelné
od CE9.1. Aktivita vtomto testu se ztratila pouze kdyz byla zavedena substituce ,.E“, jako
v CE9Y4E a CE9y4PE (viz obr. 22).

Vazebné vlastnosti CE9y4PE pro Clq in vitro

Komplementovy systém zahrnuje, mezi svymi riznymi funk&nimi slozkami, schopnost
interagovat s urlitymi typy protilatek zpisobem, ktery vede k bunééné lyzy a destrukci. Lidské
protilatky IgG1 jsou normalné schopné vazat Clq a vy&erpat cilové buiiky nesouci povrchové
antigeny, pro které jsou specifické. Jiné lidské izotypy, jako IgG4, projevuji sniZzenou schopnost
vazat Clq a jsou tedy neschopné deplece cilovych bungk. Uprava CE9y4PE v konstruktu gama 4
mize do urdité miry dosédhnout takového cile, Ze zabrani fixaci komplementu a umozni vazbu
protilatky na CD4 cilové buiiky pfi eliminaci potencialnich destruktivnich vedlejsich G&inki.

Srovnani CDC efektorovych vlastnosti CE9y4PE a CE9.1 se provedlo za pouziti klasické metody
komplementem zprostiedkované cytolyzy bungk SupT1 CD4" znalenych chromem v pfitomnosti
krali¢iho komplementu. V t&chto studiich byl jako pozitivni kontrola pouZit mysi komplement
fixujici mAb k HuCD4, 4D9 (IgG2a). Jak CE9.1 tak i CE9y4PE byly nei&inné ve fixaci kréli¢iho
komplementu (obr. 23). Jak bylo zmin&no jiz dfive, CE9.1 véaze slab& Clq a je tedy neschopna
fixovat lidsky komplement. Tyto vysledky ukazuji, Ze oba konstrukty jsou neschopné podpofit
bunéCnou lyzu prostfednictvim komplementového efektorového mechanismu.

ADCC efektorové vlastnosti CE9y4PE in vitro
Buiiky s cytotoxickym potencidlem, které mohou véazat mAbs prostfednictvim FcR mohou
zprostfedkovat ADCC namifenou na cilové buiiky pokryté antigenem. Lidské T pomahadské

buiiky exprimujici molekulu CD4 jsou rozpoznavany mAb CE9.1, ktera spousti cytolyticky dtok
zabijeCskych bunék nesoucich FcR, granulocyt a/nebo makrofagl. Cilem konstrukce CE9y4PE
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bylo odstranit schopnost mAb vazat se k FcR, coz by odstranilo schopnost pfidatnych bunék
zprostiedkovat depleci cilovych bunék CD4, zatimco by stale umoziiovalo mAb, aby zistala
imunosupresivni.

Srovnani ADCC efektorovych vlastnosti CE9y4PE a CE9.1 se provadélo za pouziti klasické
metody buiikou zprosttedkované cytolyzy bunék SupT1 CD4" znaZenych chromem. My3i CD4
mAb 4D9 (IgG2a, K) byla vybrana jako pozitivni kontrola. Efektorové buiiky byly leukocyty
lidské periferni krve ziskané zinterfize v hustotnim gradientu (,buffy coat). Obrazek 12
ukazuje schopnosti obou mAbs 4D9 a CE9.1 zprostredkovat specifickou lyzu bunék CD4". Za
stejnych podminek ma CE9y4PE velice maly ucinek.

Tyto vysledky ukazuji, ze CE974PE je neschopna zprostiedkovat buné&nou lyzu prostfednictvim
mechanismu PcR nebo komplementu.

Ptiklad 7
Komparativni PK analyza CE9y4E a CE9y4PE

Komparativni farmakokinetika dvou vedoucich A4 mAbs, CE9y4E a CE9y4PE, se vysetfovala na
samcich laboratorniho potkana linie Sprague-Dawley. CE9y4E nebo CE9Y4PE se podavala jako
bolus i.v. vdavce 1 mg/kg (Etyfi zvifata ve skuping) a 4 tydny po davce se odebiraly krevni
vzorky. Plazmatické koncentrace CE9y4E a CE9y4PE se urovaly za pouZiti ,sendvi¢ového®
testu ELISA s SCD4/proti-lidskym IgG navrzeném tak, aby potvrdil nejenom pfitomnost
cirkulujiciho lidského IgG, ale také schopnost vazat rekombinantni lidsky rozpustny CD4.

Po podani intravenézniho bolusu 1 mg/kg CD4 mAb se plazmatickd koncentrace CE9Y4E
snizovala trojfazovym zpiisobem a plazmaticka koncentrace CE9Y4PE se sniZovala dvojfazovym :

zplisobem (obr. 24). Za Ggelem srovnani a kvili nedostate¢ném poctu dat pro adekvatni popis

terminalni faze pro CE9Y4E, byly viechny profily plazmatické koncentrace v ¢ase analyzovany
za pouziti dvoufazového modelu. Byla pozorovana mala variabilita mezi pfipady. Prevladajici
sekundarni faze t,, byla pfiblizn& 4 dny pro CE9y4E, a 9 dnii pro CE9Y4PE a odpovidala za 67 %
a 93 % celkové plochy pod k¥ivkou zavislosti plazmatickd koncentrace—¢as. Zjevna plazmaticka
clearance pro CE9y4PE byla nizka (6,4 ml/hod/kg) a byla pfiblizné polovina clearance CE9Qy4E
(1,0 ml/hod/kg). Farmakokinetické vlastnosti PE mutanta A4 mAb, CE9y4E, jsou tedy podobné
jinym humanizovanym A1 mAbs u laboratorniho potkana.

Dlouhy poloéas cirkulace funk&né intaktni CE9y4PE u laboratorniho potkana také svéd¢i pro to,
7e CE9Y4PE je pfi podani &lovéku pravdépodobné ucinna delsi dobu.

Tyto vysledky potvrzuji, Z¢ mutant PE CE9y4PE ma u laboratorniho potkana dvakrat niZsi
plazmatickou clearanci a delsi biologicky polo¢as, nez mutant CE9y4E.

Tabulka 5

Farmakokinetické parametry (primér + SD) CE9y4E a CE9Y4PE po i.v. bolusu 1 mg/kg podaném
laboratornim potkanim Sprague-Dawley

mAb CD4 CL AUCq ins MRT Tz Tin? %AUC, Ve
(ml/h/kg) (pgxh/ml) (h) (h) (h) (ml/kg)
CE9y4E 0,999+137 1010+130 109+12 15,2+3,8 97,7+£29,5 55,7+14,2 109+14
CE%4E 1,32+0,30 760+138 79,5+16,0 16,6+6,9 95,3+30,8 52,1+20,0 103+18
CE9Y4PE | 0,410£0,074 | 25004440 295+43 9,9+3,3 224433 93,4122 119+16
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Zkratky farmakokinetickych parametrd v tab.5:CL =celkovd plazmaticka clearance,
AUCo s = celkova plocha pod kfivkou zavislosti plazmatické koncentrace na &ase,
MRT = sttedni reziden&ni &as, T\, = zjevny pologas rozpadu v polatedni fazi, Ty, = zjevny
polo¢as rozpadu v sekundarni fazi, %AUC, =procento plochy pod k¥ivkou zavislosti
plazmatické koncentrace na ¢ase b&hem sekundarni faze, V, = distribuéni objem v rovnovazném
stavu.

Vzhledem k t€mto vysledkiim, CE9y4PE by méla byt vhodné pro terapeutické pouziti, nap¥. pfi
i.v. podavani. Také dalsi zpisoby podavani jsou vhodné.

Piiklad 8

Farmakologické studie na vivo
Popis transgennich my3ich HuCD4
Uvod

Vysoky stupeii druhové specifity CE9.1 a CE9y4PE komplikuje stanoveni u&innosti in vivo.
Farmakologické odpovéd’ na CE9.1 miZe byt u Simpanze snadno sledovéna, skrze depleci CD4"
bunék zavislé na davce. Ofekavana nepfitomnost této aktivity u CE9y4PE nas ptiméla k pouziti
Jinych prostfedki pro stanoveni uginnosti. Konkrétng, Gi¢innost se studuje na transgennich mySich
HuCD4. Studie v tomto systému jsou popsany niZe.

Transgenni mysi HuCD4"

U transgennich my$i HuCD4 vypéstovanych v UCFS (Killeen et al., EMBO J., 12, 1547-53,
1993), byl endogenni gen MuCD4 porusen homologni rekombinaci a lidsky minitransgen CD4
byl zaveden tak, aby podléhal regulaci promotorem MuCD4. U téchto mysi, které byly k¥izeny
do vzniku homozygotniho potomstva, byl MuCD4 nahrazen HuCD4. HuCD4 obnovuje pozitivni
a negativni selekci vthymu, vedouci k produkci nezavislych pozitivnich perifernich T bungk
CD4" nebo CDS’, a to v lirovni srovnatelné se stupném nalezenym u normalnich mysi. Kromé
toho, ve srovnani s rodi¢ovskou generaci s vyfazenym genem MuCD4 (,MuCD4 knockout),
vykazuji zralé T butiky HuCD4 vlastnosti blizké jejich normalnim mysim proté&jikéim: 1) in vivo,
sérové hladiny IgG jsou navraceny k normélnim hodnotém a 2) tato zvifata vykazuji ptislusné
odpovédi zavislé na MHC v in vitro NMR.

Genetické pozadi t&chto mysi je dosti slozité kvili tomu, Ze bylo tfeba pouZit rizné kmeny
embryonélnich kmenovych bunék a mysi v plvodnich pokusech svyfazenym genem
(,-knockout®) a transgennich pokusech. Pivodni knockout/transgenni mysi byly postupné k¥izeny
tak, dz‘iiby byly v lokusu MHC homozygotni, a tedy mysi nyni pouzivané v SB jsou haplotypu
H-2".

Vysledky ukazaly, ze u t&chto my3i se ziskd dobra odpovéd’ na cizorody antigen, ovalbumin,
a poCatecni studie prokézaly in vivo aktivitu pro CE9y4PE.

Ptedbézné vyhodnoceni CE9y4PE u transgennich my$i HuCD4
Dostali jsme dvanact transgennich my$i HuCD4 (H-2%), které byly pouZity ke srovnani
CE9Y4PE s IF3 (mys3i proti-lidsky CD4) a GK1.5. My3im byla podény davka v den -2, -1 a 0,

ato 1 mg protilatky i.p. a byly imunizovany OVA 3 hodiny po posledni davce. Mysi se usmrtily
2 tydny pozdéji a sérum a builky se hodnotily na funkéni aktivitu. Protilatkova odpovéd
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specificka pro OVA je ukazana na obrazku 25. Jak se ofekavalo, mAb k mysimu CD4 (GK1.5)
neméla Zadny u¢inek na humorilni odpovéd’, zatimco obé mAbs k HuCD4 tuto odpovéd’
blokovaly. Z téchto dvou mAbs byla vyrazn&jsi CE9y4PE.

V3echny skupiny mysi odpovidaly viak na Con A a LS, bylo zde viak urgité kolisani v odpovédi
na ovalbumin a v MLR. To miiZze byt zpisobeno faktem, Ze tento soubor zvifat obsahoval jak
my$i samce, tak samice rizného véku.

Mysi MuCD4 —/— (CD4 knockout) a HuCD4 +/+ (transgenni mysi) byly oSetfeny s CE9.1,
CE9y4PE nebo fyziologickym roztokem. Studie se provadéla po dobu 28 dnu se vzorky
odebiranymi ve dnech 1, 3, 7, 14 a 28. Pro sledovani osudu T bun& CD4" a CD8" byla pouzita
analyza pritokovou cytometrii se tfemi znagenimi splenocyti téchto mysi. Pro vyseteni hladiny
T bungk byly pouzity nasledujici protilatky: CD3-PE, OKT4-FITC, CD8-TC. Pro sledovani
osudu T a B bunék u téchto my3i byly pouzity nasledujici protilatky: CD3-PE, CD2-FITC,
CD45-TC. Pro sledovani osudu bun&k povlegenych CE9.1 nebo CE9y4PE byl pouzit nasledujici
panel mAb: OKT4-Pe, Leu3a-FITC, CD3-TC.

Data ukdzala, Ze u transgennich mysi (HuCD4 +/+) o3etfenych CE9.1 a CE9y4PE byly vechny
CD4" butiky pokryty protilatkou v 1. den. Povlak pietrvaval po n&kolik dni a 28. den nebyl
detekovatelny. Celkovy poget bunék CD4" u mysi osetienych CE9.1 se vyznamné snizil, dokonce
28. den. Na rozdil od toho mysi o3etfené CE9y4PE nevykazaly zadné snizeni celkového poctu
bunék CD4". U obou protilatek byla dok4zina, modulace receptoru CD4. A&koliv se procento
bunék CD8" u mysi oSetfenych CE9.1 reciproéné zvysilo, nebylo prokazano, Ze tato absolutni
¢isla byla vyznamné ovlivnéna o3etfenim. Podobné byly po&ty bunék CD8" neovlivnény u mysi

oSetfenych CE9y4PE. Ve viech pokusech s kteroukoliv protilatkou zustaval polet B bunék
konstantni.

Studie na §impanzech in vivo

U %esti Simpanzi se vySetfovala deplece T bunék CD4" a/nebo modulace receptori CD4
bun&éného povrchu po infazich zvySujicich se davek CE9y4PE az do 15 mg/kg. Kazdému
$impanzi se odebiraly vzorky periferni krve tfi a dva tydne pfed zatatkem studie, aby se stanovil
vychozi stav poétu T bungk CD4". Kromé bunék CD4" se pritokovou cytometrii méfily také
hladiny bun&k CD3" a CD8". Jako kontrola byla pouZita mAb OKT4, ktera se vaze k odliSnym
astem molekuly CD4 a nesoutéi o vazbu s CE9y4PE. Subtrakci podtu CD8" od celkového
po&tu CD3" mohla byt vypotitana teoreticka hodnota pro potet T bung&k CD4". Srovnanim této
hodnoty s buitkami CD4" méfenymi pomoci OKT4, mohla byt rozliSena modulace receptoru
CD4 od deplece bunék CD4.

Na zadatku studie obdrZel kazdy Simpanz i.v. infuzi fyziologického roztoku. Vzorky krve se
odebiraly okamzit¢ po inflizi a 3 a 14 dnit pozdé&ji. Kazdému Simpanzi se podala infizi C9y4PE
(0,05 mg/kg) a 3 a pak 14 dnii pozdji se odebiraly krevni vzorky. Sledoval se potet bungk CD4"
a jestlize byl v normalnim rozmezi, podala se dalsi davka CE9y4PE. Kazdy Simpanz byl o3etfen
podle nasledujiciho schématu: fyziologicky roztok, 0,05 mg/kg CE9Y4PE, 1,5 mg/kg CEQY4PE,
fyziologicky roztok, 15 mg/kg CE9y4PE.

Po infuzich fyziologického roztoku nebo CE9y4PE v davce 0,05 mg/kg nebyl pozorovan zadny
a¢inek na hladiny CD4. Pfi davce 1,5 mg/kg nebyl pozorovan zadny 0ginek na hladiny CD4. Pti
davce 1,5 mg/kg byl pozorovan povlak bungk CD4" a pfechodna a &astetna modulace receptor
CD4 buné&éného povrchu, akoliv nebyla pozorovana 2adn bun&tna deplece CD4". Pfi davce
15 mg/kg CE9y4PE nebyla pozorovana bunééna deplece CD4" u zadného zvifete, atkoliv u viech
zvitat byla pozorovana vyznamni modulace. Modula¢ni uginek byl pfechodny a vrétil se
k vychozimu stavu b&hem 14-21 dni. U 2adného zvifete nebyly pozorovany zadné vedlejSi
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winky. CE9y4PE mohla byt detekovana na bun&ném povrchu a vséru do dvou dnii po
podavani.

CE9y4PE byla navrzena tak, aby neméla deplegni (€inek a u 7ddného zvifete nebyla pozorovana

deplece, dokonce ani pii relativné vysoké davce 15 mg/kg. CE9y4PE byla v sérech $impanzi
stabilni a ziistavala v ob&hu az 21 dnd.

Pouziti

Protilatky tvofené zplisobem popsanym vySe nebo rovnocennymi technikami mohou byt pro
charakterizaci ve funk&nich biologickych testech purifikovany kombinaci afinitni a velikostni
chromatografie. Tyto testy zahrnuji uréeni specifity a vazebné afinity, a také efektorové funkce
pfidruZené k exprimovaném izotypu, napf. ADCC nebo fixace komplementu. Takové protilatky
Jsou uzivany jako pasivni nebo aktivni terapeutické ptipravky proti fadé lidskych nemoci, které
postihuji expresi CD4 a T buiiky, vCetné B buné&&ného lymfomu, infekénich nemoci véetné
AIDS, autoimunitnich a zanétlivych nemoci a transplantace. Protilatky mohou byt pouzity bud’
ve své nativni form& nebo jako &ast komplexu protilatka/chelat, protilatka/lék nebo
protilatka/toxin. Kromé toho mohou byt pouzity celé protilatky nebo protildtkové fragmenty
(Fab,, Fab, Fv) jako reagencie pro zobrazovani, potencialni vakciny nebo imunogeny v aktivni
imunoterapii pro vyvolani antiidiotypové odpovédi.

Mnozstvi protilatky pouzitelné k vyvolani terapeutického G¢inku méize byt uréeno standardnimi
technikami odbornikim dobfe znamymi. Protilatky budou vseobecné poskytovany standardni
technickou ve farmaceuticky pfijatelném pufru a mohou byt podavany jakymkoliv zadoucim
zplsobem. Vzhledem k &innosti pfedkladanych narokovanych protilatek a jejich toleranci
¢lovékem je mozné tyto protilatky podavat opakovang, aby se bojovalo proti riznym nemocem
niebo chorobnym staviim u &lovéka.

Rekombinantni protilatky anti-CD4 (nebo jejich fragmenty podle tohoto vynilezu jsou také
pouZitelné pro navozeni imunomodulace, napf. navozeni imunosuprese lidského nebo zviteciho
imunitniho systému. Tento vynalez se proto tyka zpisobu, ktery profylakticky nebo terapeuticky
navozuje imunomodulaci u &lovéka nebo zvitete, ktery toho potiebuje, podavanim uginného
netoxického mnoZstvi protilatky podle tohoto vynalezu lovéku nebo zvifeti.

Schopnost sloucenin podle tohoto vynélezu navodit imunomodulaci miZe byt prokizina
standardnimi testy pro tento ucel pouzivanymi, jako je napiiklad test smisené lymfocytarni
reakce nebo test méfici inhibici T bun&&né proliferace méfenim vychytavani thymidinu.

Fakt, Ze protilatky podle tohoto vynalezu jsou uZite¢né v navozeni imunosuprese, znamena, Ze
Jsou pouZitelné v 1é¢b& nebo prevenci rezistence k transplantovanym organim nebo tkanim (napf.
ledviny, srdce, plice, kostni dfefi, kiize, rohovka atd.) nebo jejich rejekce, 16¢bé nebo prevenci
autoimunitnich, zangtlivych, proliferadnich a hyperproliferaénich nemoci, a koznich manifestaci
imunologicky zprostfedkovanych nemoci (napf. revmatoidni artritida, lupus erytematosus,
systémovy lupus erytematosus, Hashimotovy tyreoiditidy, sclerosis multiplex, myastenia gravis,
diabetes I. typu, uveitida, nefroticky syndrom, psori4za, atopicka dermatitida, kontaktni
dermatitida a dalSi ekzemat6zni dermatitidy, seboroickd dermatitida, lichen planus, pemfigus,
buldzni pemfigus, bulézni epidermolysis, kopfivka, angioedém, vaskulitidy, erytém, koZni
eosinofilie, alopecia areata, atd.), 1é&ba reverzibilni obstrukéni nemoci dychacich cest, stfevni
zanéty a alergie (napf. celiakie, proktitida, eosinofilni gastroenteridita, mastocyt6za, Crohnova
nemoc a ulcerativni kolitida) a potravinové alergie (napf. migréna, ryma a ekzém). Predmétné
protilitky jsou také potencialné pouZitelné pro 1é&bu neautoimunitnich stavii, kde je zadouci
imunomodulace, jako je kromé jiného napf. reakce §t&pu proti hostiteli (GVHD), transplanta&ni
rejekce, astma, HIV, leukemie, lymfom.
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Odbornik by byl schopny rutinnimi pokusy urgit jaké u¢inné netoxické mnoZstvi protilatky by
bylo vhodné k navozeni imunosuprese.

Protilatky (nebo jejich fragmenty) podle tohoto vynalezu jsou také pouZitelné pro 1é¢eni nadord
u savel. Konkrétngji jsou pouzitelné pro zmenseni nadoru, inhibici nadorového ristu a/nebo
prodlouZeni doby preZiti zvifat majicich nador. Tento vynalez se tudiz také tyka zplisobu léCeni
nadorti u lidi nebo zvifat podavanim G&inného netoxického mnozstvi protilatky takovému
¢loveku nebo zvifeti. Odbornik by byl schopen rutinnimi pokusy uréit jaké ucinné netoxické
mnoZzstvi protilatky by bylo vhodné k léZeni karcinogennich nadorti. Vieobecné se ofekava, Ze
a¢inné davkovani je v rozmezi od 0,05 do 100 mg/kg télesné vahy/den.

Protilatky podle vynalezu mohou byt podavény &lovéku nebo zvifeti podle vySe zminénych
zpiisobii 1é&eni v mnoZstvi dostateéném k vyvolani takového Géinku na terapeutickém nebo
profylaktickém stupni. Protilatky podle vynilezu mohou byt podavany takovému &lovéku nebo
zvifeti v obvyklé davkovaci formé pripravené kombinaci protilatky podle vynalezu s obvyklym
farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo fedidlem podle zndmych technik. Odbornikovi bude
ziejmé, Ze forma a charakter farmaceuticky pfijatelného nosi¢e nebo fedidla zavisi na mnoZstvi
aktivni slozky, se kterou se bude kombinovat, zpisobu podévéni a dal3ich znamych proménnych.

Zpusob podavani protilatky (nebo jejiho fragmentu) podle vynidlezu miZze byt perordlni,
parenteralni, inhalaci nebo mistni. Termin parenteralni, jak se zde pouZiva, zahruje intravenézni,
intramuskularni, subkutanni, rektalni, vaginalni nebo intraperitonealni podavéni. Vieobecné se
preferuji subkutanni a intramuskularni formy parenteralniho podavani.)

Denni parenterélni a peroralni davkovaci schémata pro pouZiti sloucenin podle vynalezu, aby
profylakticky nebo terapeuticky navozovaly imunosupresi nebo terapeuticky oSetfily nadory,
budou vieobecn& v rozmezi od 0,05 do 100, ale vyhodné od 0,5 do 10 mg/kg télesné vahy/den.

Protilatka podle vynilezu miZe byt také poddvana inhalaci. Inhalaci se mini intranazalni
a peroralni inhalagni podavani. Prislu$né davkové formy pro takové podavani, jako je acrosolovy
pfipravek nebo inhalator odmétujici davku, se piipravi obvyklymi technikami. Preferovana davka
slou¢eniny vynalezu, ktera bude pouzita, je vieobecné v rozmezi od 10 do 100 mg.

Protilitka podle vynilezu miZe byt také podivana lokalné. Lokalnim poddvénim se mini
nesystémové podavani a zahrnuje aplikaci protilatkové (nebo jejiho fragmentu) slougeniny podle
vynalezu extern& na epidermis, bukélné a instilaci této protilatky do ucha, oka a nosu, a kde
nevstoupi vyznamn& do krevniho feisté. Systémovym podavanim se mini peroralni,
intravendzni, intraperitonedlni a intramuskularni podavani. Mnozstvi protilatky vyZzadované pro
terapeuticky nebo profylakticky aginek bude oviem kolisat podle vybrané protilatky, povahy
a vaznosti 1é8eného stavu a zvifete podstupujiciho 1é&eni a zavisi kone¢né na usudku lékafe.
Vhodna lokalni davka protilatky podle vynalezu bude vieobecn& v rozmezi od 1 do 100 mg/kg
télesné vahy/den.

Pripravky

Ackoliv je mozné, aby protilatka nebo jeji fragment byly podavany samotné, je vyhodné je
podévat jako farmaceuticky pfipravek. Aktivni slozka pro lokalni podavani miZe byt od
0,001 % do 10 % (hmotnostnich), napf. od 1 % do 2 % hmotnosti pfipravku, ackoliv miZe byt aZ
10 % (hmotnostnich), ale vyhodné ne vice nez 5 % (hmotnostnich) a vyhodnéji od 0,1 % do
1 % (hmotnostniho) pfipravku.

Piipravky pro lokalni pouZiti predkladaného vynalezu obsahuji aktivni slozku spolu s jednim

nebo vice pfijatelnymi nosiéi a jakoukoliv dalsi volitelnou slozku. Nosi¢ musi byt ,pfijatelny® ve
smyslu kompatibility s dal3imi slozkami pfipravku a nesmi byt Skodlivy pro pfijemce.
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Pripravky vhodné pro lokélni podavani zahrnuji tekuté nebo polotekuté léky vhodné pro
penetraci skrze kiizi na misto, kde se vyzaduje léceni, jako mazani, lotion, krém, mast nebo pasta
a kapky vhodné pro podavani do oka, ucha nebo nosu.

Kapky podie predkladaného vynalezu obsahuji sterilni vodné nebo olejnaté roztoky nebo
suspenze a jsou pfipravovany rozpudténim aktivni slozky ve vhodném vodném roztoku
baktericidniho a/nebo fungicidniho pripravku a/nebo jakéhokoliv dalsiho vhodného
konzervacniho prostiedku a vyhodné zahrnujici povrchové aktivni pripravek. Vysledny roztok je
poté ¢iStén filtraci, pfenesen do vhodné nadobky, ktera je poté t&sné uzaviena a sterilizovana
v autoklavu nebo udrzovanim teploty 90 °C az 100 °C pul hodiny. Alternativng mize byt roztok
sterilizovan filtraci a pfenesen do nadobky asepticky. Priklady baktericidnich a fungicidnich
pfipravki vhodnych pro zahrnuti do kapek jsou dusinan nebo octan fenylrtutnaty (0,002%),
benzalkoniumchlorid (0,01%) a chlorhexidin (0,01%). Vhodna rozpoustédla pro ptipravu
olejnatého roztoku zahrnuji glycerol, nafed&ny alkohol a propylenglykol.

Lotiony podle predkladaného vynélezu zahrnuji takové, které jsou vhodné pro aplikaci na kiiZi
nebo do oka. O¢ni lotion zahrnuje sterilni vodny roztok, ktery voliteln& obsahuje baktericidni
latku a miiZe byt ptipraven zpisoby podobnymi jako pro ptipravu kapek. Lotiony nebo linimenta
pro pouZiti na kiizi mohou také obsahovat ptipravek pro urychlené osychani a chlazeni kiize, jako
alkohol nebo aceton, a/nebo zvihovaé jako glycerol nebo olej, jako ricinovy olej nebo
podzemnicovy olej.

Krémy, masti nebo pasty podle predkladaného vynélezu jsou polotuhé ptipravky aktivni slozky
pro vnéjSi pouZiti. Mohou byt tvofeny misenim aktivni slozky v jemné oddélené nebo praskové
formé, samotné nebo v roztoku nebo suspenzi v tekuting vodné nebo jiné povahy, pomoci
vhodného zafizeni, v mastném nebo nemastném zékladu. Zaklad miize obsahovat uhlovodiky,
jako je tvrdy, mékky nebo tekuty parafin, glycerol, v&eli vosk, kovové mydlo, arabskou gumu,
olej pfirodniho piivodu, jako mandlovy, kukufi¢ny, podzemnicovy, ricinovy nebo olivovy olej,
tuk z ov&i viny, nebo jeho derivaty, nebo mastné kyseliny, jako je stearova nebo olejova spolu
s alkoholem, jako je propylenglykol nebo makrogol. Ptipravek miize zahrnout jakékoliv vhodné
povrchové aktivni ¢inidlo, jako jsou estery sorbitanu nebo jeho polyoxyetylénové derivaty.
Mohou byt také zahrnuta suspendujici &inidla, jako jsou pfirodni gumy, derivaty celulézy nebo
anorganické latky, jako jsou oxidy kfemiku, a dal3i slozky, jako je lanolin.

Odbornikovi je znamo, Ze optimalni kvantitu a odstup jednotlivych davek protilatky podle
vynélezu nebo jejich fragment urdi povaha a stupeil 1é¢eného stavu, forma, zplsob a misto
podavani a konkrétni lé&ené zvife, a Ze takova optima mohou byt uréena obvyklymi technikami.
Odbornikem bude také ocenéno, Ze optimalni 1é&ebny postup, tj. podet davek protilatky vynalezu
nebo jejiho fragmentu podavany denn& po definovany pocet dnii, miize byt odborniky zjistén pfi
pouZiti testd, které uruji obvykly priibéh 1é&by.

Véfime, Ze odbornik mize za pouZiti pfedchoziho popisu vyuZit predkladany vynalez v plném
rozsahu bez dal$iho podrobného rozpracovéani. Proto je nasledujici chdpano pouze jako

ilustrativni pfiklad a ne jako omezeni rozsahu predkladaného vynélezu jakymkoliv zptisobem.

Pripravek ve formé tobolky
Farmaceuticky ptipravek podle tohoto vyndlezu ve form& tobolky se pfipravi napinénim

standardni tvrdé zelatinové tobolky slozené ze dvou &4sti 50 mg protilatky vynalezu nebo jejiho
fragmentu, ve formé prasku, 100 mg laktozy, 32 mg talku a 8 mg stearanu hofeénatého.
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Injekeni parenteralni piipravek

Farmaceuticky pfipravek podle tohoto vynalezu ve formé vhodné pro podéavéni injekci se pfipravi
smichanim 1,5 % (hmotnostniho) protilatky vynalezu nebo jejiho fragmentu v 10% (objemovém)
propylenglykolu a vodé. Roztok se sterilizuje filtraci.

Ptipravek ve form¢ masti

Protilatka vynalezu nebo jeji fragment 1,0 g.
Mékky bily parafin do 100,0 g.

Protildtka podle vynalezu nebo jeji fragment se disperguje v malém objemu vehikula tak, aby
vznikl hladky homogenni produkt. Disperzi se poté plni mackatelné kovové tuby.

Ptipravek ve formé krému pro lokalni podavani

Protilatka podle vynalezu nebo jeji fragment 1,0 g.
Polawax GP 200 20,0 g.

Bezvody lanolin 2,0 g.

Bily veeli vosk 2,5 g.

Metylhydroxybenzoan 0,1 g.

Destilovana voda do 100 g.

Polawax, v&eli vosk a lanolin dohromady se zahfeji pfi 60 °C. Pfida se roztok metylhydroxy-
benzoanu a pfi pouziti michani vysokou rychlosti se dosahne homogenizace. Poté se ponechd
teplota poklesnout na 50 °C. Pak se prida protilatka podle vynalezu nebo jeji fragment a celé
minoZstvi se dikkladné rozptyli a pripravek se poneché chladnout za pomalého michani.

Pripravek ve formé lotionu pro lokalni podavani

Protilatka vynalezu nebo jeji fragment 1,0 g.

Sorbitan monolaurat 0,6 g. Polysorban 20 0,6 g.
Cetostearylalkohol 1,2 g. Glycerin 6,0 g.
Metylhydroxybenzoan 0,2 g.

Purifikovana voda B.P. do 100,00 ml. (B.P. = britsky Iékopis)

Metylhydroxybenzoan a glycerin se rozpusti v 70 ml vody pfi 75 °C. Sorbitan monolaurat,
polysorban 20 a cetostearylalkohol se rozpusti dohromady pfi 75 °C a pfidaji se k vodnému
roztoku. Vysledni emulze se homogenizuje, ponecha se chladnout za stalého michani a pfida se
protilatka podle vynalezu nebo jeji fragment jako suspenze ve zbyvajici vod€. Cela suspenze se
micha, dokud se plné nehomogenizuje.

Pripravek ve formé o€nich kapek

Protilatka podle vynalezu nebo jeji fragment 0,5 g.
Metylhydroxybenzoan 0,1 g.
Propylhydroxybenzoan 0,04 g.

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

Mety! a propylhydroxybenzoany se rozpusti v 70 ml purifikované vody pii 75 °C a vysledny
roztok se ponecha chladnout. Poté se ptida protilatka vynélezu nebo jeji fragment a roztok se

sterilizuje filtraci pfes membranovy filtr (velikost p6rti 0,022 pm), a asepticky bali do vhodnych
sterilnich nddobek.
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Ptipravek pro podavani inhalaci

Pro aerosolovou nddobku s kapacitou 15-20 ml: smichej 10 mg protilatky podle vynalezu nebo
Jejiho fragmentu s 0,2-0,5 % lubrikacniho ginidla, jako je polysorban 85 nebo kyselina olejova,
arozptyl tuto smés v pohonné latce, jako je freon, vyhodn& v kombinaci (1,2—dichlorotetra-
fluoroetanu) a difluorochlorometanu a vloz do prislu$né aerosolové nadobky upravené bud’ pro
intranazalni nebo peroralni inhala¢ni podavani. P¥ipravek pro podavani inhalaci pro aerosolovou
nadobku s kapacitou 15-20 ml: rozpust’ 10 mg protilatky podle vynalezu nebo jejiho fragmentu
v etanolu (6-8 ml), pridej 0,1-0,2 % lubrikagniho &inidla, jako je polysorban 85 nebo kyselina
olejova, a rozptyl v pohonné latce, jako je freon, vyhodn& v kombinaci (1,2 dichlorotetra-
fluoroetanu) a difluorochlorometanu a vloz do piislu$né aerosolové nadobky upravené bud’ pro
intranazalni nebo peroralni inhalaéni podavani.

Protilatky a farmaceutické pfipravky podle vyndlezu jsou obzvla$t¢ vhodné pro parenteralni
podavani, tj. subkutanng, intramuskuldrné nebo intravendézné. Pfipravky pro parenteralni
podavam obecné obsahuji roztok protllatky podle vyndlezu nebo jejiho fragmentu nebo jejich
smési rozpustény v pfijatelném nosici, vyhodng ve vodném. MiiZe byt pouzita cela fada vodnych
nosi¢l, napf. voda, pufrovana voda, 0,4% fyznologlcky roztok, 0,3% glycin, a podobne Tyto
roztoky jsou sterilni a bez &4stic. Tyto roztoky jsou sterilizovany obvyklymi, dobfe znamymi
sterilizacnimi technikami. Ptipravky mohou obsahovat farmaceuticky pfijatelné pomocné latky,
jak se vyzadUJe pfi pfiblizeni se fyziologickym podminkam, jako jsou pufrujici ¢inidla a &inidla
upravuji pH, atd. Koncentrace protilitky podle vynalezu nebo jejiho fragmentu v takovém
farmaceutickém pfipravku mizZe Siroce kolisat, tj. od méné nez 0,5 %, obvykle alespoit 1 %, az
do 15 nebo 20 % (hmotnostnich), a vybira se primarné podle objemt tekutin, viskozit atd., podle
konkrétniho vybraného zpiisobu podavani.

Farmaceuticky pfipravek podle vynalezu pro intramuskularni injekci se pripravi tak, aby
obsahoval 1 ml sterilni pufrované vody a 50 mg protilatky vynilezu nebo jejiho fragmentu.
Podobné farmaceuticky ptipravek podle vynalezu pro intravendzni infizi je vyroben tak, e
obsahuje 250 ml sterilniho Ringerova roztoku a 150 mg protilatky vynalezu nebo jejiho
fragmentu. Soucasné zpiisoby pfipravy parenteraln& podavatelnych piipravki jsou dobie znamy
nebo jsou odbornikiim zjevné, a jsou detailngji popsany napiiklad v Remington’s Pharmaceutical
Science, 15. vyd., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, zahrnuto v odkazech.

Protilatky podle vynalezu (nebo jejich fragmenty) mohou byt lyofilizovany pro uskladnéni a pred
pouzitim rekonstituovany ve vhodném nosici. Tato technika se ukazala byt ii¢inna u obvyklych
imunoglobulinii 2 mohou byt pouZity lyofiliza¢ni a rekonstituéni techniky v oboru znamé.

V zévislosti na zamySlenych vysledcich mize byt farmaceuticky ptipravek podle vynalezu
podavén pro profylaktické a/nebo 1é¢ebné o3etieni. PFi Ié&ebné aplikaci se pripravky podavaji
pacientovi, ktery jiz nemoci trpi, v mnoZstvi postadujicim pro vylé&eni nebo alespori ¢astedné
zastavujicim nemoc a jeji komplikace. U profylaktickych aplikaci se ptipravky obsahujici
pfedkladané protilatky nebo jejich smési podéavaji pacientovi, ktery jest& neni v chorobném stavu,
aby se posilila jeho odolnost.

Jedno nebo vice podavani farmaceutickych pripravki se provadi davkami a zptsobem, ktery
vybral oSetfujici 1ékaf. V kazdém pripadé farmaceuticky pripravek podle vynalezu poskytne
mnoZzstvi pozménénych protilatek (nebo jejich fragmentd) podle vynalezu, postadujici Gginné
1é¢it pacienta.

Je tfeba také poznamenat, e protilatky podle tohoto vynilezu mohou byt pouzity pro navrzeni

a syntézu bud’ peptidovych nebo nepeptidovych slougenin (mimetik), které mohou byt pouzitelné
v téZe 1éEbE, jako protilatka. Viz napi. Saragovi et al., Science, 253: 792-795, 1991.
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UlozZeni

Kmen XL1 Blue, anti-CD4 v TCAE 6, ktery exprimuje CE9.1. byl uloZen ve sbirce ATCC pod
¢islem 69030. Toto uloZeni bylo uéinéno 9. Eervence 1992.

Zadatelé a jejich zmocnénci potvrzuji svou zodpovédnost nahradit tyto kultury, kdyby zahynuly
pred koncem terminu platnosti patentu na n& vydaného, nebo v obdobi 5 let po posledni Zadosti o
kulturu, nebo po dobu 30 let (pfi€emZ plati nejdelsi termin). a svou zodpovédnost uvédomit
sbirku o vydani patentu, a od této doby pak bude depozit nezvratng dostupny vefejnosti. Do této

doby bude depozit ptistupny patentovému zmocnénci za podminek 37 C.F.R. Oddil 1-14
a35U.S.C. Oddil 112.

SEZNAM SEKVENCI

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 420 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni doména lehkého fetézce CE9.1
(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/KLIC: CDS
(B) POZICE: 4...420

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/KLIC: hotovy peptid
(B) POZICE: 61...420

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:
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Gac

TGG
Txp

AAG

Lys T

ATC
Ile

GGA
Gly
45

TAC

AAG
Lys

GCC
Ala

TTA
Leu

ATG
Met

=19

GTC
Val

ccT

¥

i
]
(o]

AGC
Ser

30
CIG
Leu

AAT
Asn

AAC
Asn

GTIC
Val

TaC

110

GGT

GAG
Glu

ccc
Pro

CTC
Leu

TAT

CAC
His

TCC
Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

TGG
Txp

TCC
Ser

TTC
Phe
80

TAC
Ty

GGC
Gly

-~
3

Leu

CAG
Gln

Acc
Thr

TAT
Tyr

ATC
Ile

CTC
Leu
65

TCC
Ser

TGT
Cys

CAG
Gln

TGG
Tro

~15

-

e
-\

val

CTG
Leu

TAT
Tyr

GGC
Gly
50

AAC
Asn

CTG
Leu

GCG
Ala

GGA
Gly

TTC
Phe

CAG
Gln

TCC
Ser

TGG
Trp
as

TAC
Tyr

AAT
Asn

AAA
Lys

AGT
Ser

GTC
val
115

CZ 291036 B6

TTC
Phe

CTG
Leu

CTC
Leu
20

TTC
Phe

ATC
Ile

cGA
Arg

CTG
Leu

AAT
asn
100

CTG
Leu

CTC CTC CTG GTG GCA GCC CCC AGA
Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg
-10 -5

CAG GAG GCG GGC CCA GGA CTG GTG
Gln Glu Ala Gly Pro Gly Leu Val
5 10

ACC TGC AGT GTC TCT GGT GGC TCC
Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Sser
25

TGG ATC CGC CAG TCC CCA GGG AAG
Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys
40

TAT GGC AGT GGT GGG GGC ACC AAT
Tyr Gly Ser Gly Gly Gly Thr Asn
55 680

GTC TCC ATT TCA ATA GAC ACG TCC
Val Ser Ile Ser Ile Asp Thr Ser
70 75

AGG TCT GTG ACC GCCT GCG GAC ACS
Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr
85 90

ATA TTG AAMA TAT CTT CAC TGG TTA
Ile Leu Lys Tyr Leu His Trp Leu
108

GTC ACC CGTC TCC

val Thr Val Ser
120

-39.
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240
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 139 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 2:

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala
-19 -15 -10

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ala Gly Pro
1 5

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser
15 20 25

Ser Gly Asp Tyr Tyr Trp Phe Trp Ile Arg Gln Ser
30 35 40

Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Gly Ser Gly Gly
50 55

Asn Pro Ser Leu Asn Asn Arg Val Ser Ile Ser Ile
Asn Leu Phe Ser Leu Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala
80 85

Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Asn Ile Leu Lys Tyr Leu
95 100 105

Tyr Trp Gly Gln Gly Val Leu Val Thr Val Ser
110 115 120

Ala

ala
90

His

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 387 par bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(vii) PUVODNI ZDROJ: opice

(viii) POZICE V GENOMU:

P

L

G

ra

ey

ly

azg
-3

Val

Asn
60
Ser

Tar

Leu

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni doména tézkého fetézce CE9.1
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(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 4...387

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: hotovy peptid
(B) POZICE: 61...387

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:
ACC ATG GZC

GAC
ASD

TCC
Ser

AGG
Arg

CTG
Leu
45

TTC
Phe

GTC
Val

ACT
Thr

GGT
Gly

Met
=19

TCT

Ser

cca
Pro

Ada
Lys
30

GTIC
Val

TCT
Ser

GAG
Glu

GCT
Ala

Ala

GCG
Ala

GGA
Gly
15

AGT G

Serx

ATC
Ile

GGC
Gly

GCC
Ala

GAT
Asp
95

TGG
Tz

~r
\o'w

Ala

GGG
Gly
80

CAT
His

cT

Ala

TCC
Ser
1

ACG
Thr

GCT
Ala

AAC
Asn

GAT
Asp

TGS
Trp

CTG
Leu
-15

TAT
Tyx

GCC
Ala

GAC
Asp
50

TCA
Ser

GAG
Glu

GTC
val

CTG
Leu

GAG
Glu

GGG
Gly

TAC
Tyr
35

AGC

Ser

GGG
Gly

GCT
Ala

TTC
Phe

CTC

CTC GGC

CTC CTT

GCT

Leu Leu Gly Leu Leu Ala

TG
Leu

TTC
Phe
20

CAG
Gln

GAA
Glu

AAC
Asn

GAC
AsSD

GGC
Gly
100

AGT CAG
Ser Gln
5

ACC TGT
Thr Cys

CAG AAG
Gln Lys

CGG cce
Arg Pro

ACC GCC

Thr Ala
70

TAT TAC
Tyr Tyr
8s

GGA GGG
Gly Gly

-10

CCT CGC
Pro Arg

GGG GGA
Gly Gly

CCA CCG
Pro Pro
40

TCA GGG
Ser Gly
55

ACC CTG
Thr Leu

TGT CAG
Cys Gln

ACC CGG
Thr Arg

TCA
Ser

GAC
Asp
25

CAG
Gln

ATC
Ile

ACC
Thr

GTG
Val

CTG
Leu
105

CAC TTT ACA
His Phe Thr
-5

GIG TCC GTG
Val Ser val
10

AAC GTT GGA
Asn Val Gly

GCC CCT GTG
Ala Pro Val

CCT GCG CGA
Pro Ala Arg
60

ATC AGC GGG
Ile Ser Gly
75

TGG GAC AGT
Trp Asp Ser
S0

ACC GTC CTA
Thr val Leu

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 128 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

-4] -
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86

144

192

240

288

336

384

387
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Met Ala Trp Ala Leu Leu
-19 -15

Sar Ala Alz Ser

1

Pro Gly Gln Thr Ala Gly
15

Lys Ser Val Gln Trp Tyr
30 35

Val Ile Tyr Ala Asp Ser
50

Ser Gly Ser 2asn Ser Gly
: 65

Glu Ala Gly Asp Glu Ala
80

Ala Asp His Trp Val Phe
95

CZ 291036 B6

Asn

Arg Pro

Thr Ala
70

TyT

-

Gly Gly

Ser

Thr

Leu Ala

Ang

Gly
Pro
40

Gly

Ley

Ser

Thr

val

Leu
105

His

val
10

® Asn

Ala

Trp
90

Thr

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 5:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 702 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomové)

(vii) PUVODNI ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens

(viii) POZICE V GENOMU:

Ser
75

val

]
th M

val

val

AXg
60

Gly

D Ser

- A:g

Leu

45

val

Thr

Gly

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni a variabilni domény lehkého fetézce

lambda CE9.1

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS

(B) POZICE: 4...702

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: hotovy peptid

(B) POZICE: 1...702

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:
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ATG GCC TGG
Met Ala Trp
1

TCT GCG GCC
Ser Ala Ala

CCA GGA CAG

Pro Gly Gln
35

AAA AGT GTA
Lys ser Val
50

GTC ATC TAT
Val Ile Tyr
65

TCT GGC TCC
Ser Gly Ser

GAG
Glu

GCC

Ala Gly

GCT
Ala

GAT
Asp

CAT
His
115

CAG
Gln

ccc
Pro
130

AAG
Lys

GAG
Glu
145

CTT
Ley

caa
Gln

TAC
Tyr

(sl eled
Pro

GGA
Gly

ARG
Lys

GCG
Ala

GGA
Gly

TAC
Tyr

GCG
Ala

GCC
Ala
195

CAC
His

AGC
Ser

AAG
Lys
225

GIT
adla Leu Lau Leu

20

ACG

he

CAG
Gln

GCT
Ala

AAC
Asn

Asp
100

TGG

Tro

GCT
Ala

GCC
Ala

GCC
Ala

GTIG
Val
180

AGC

Ser

TAC
Tyxr

-

GCC

1 Ala

CTG CTG CTC

5

TCC TAT GAG TG
Sex

Tyr Glu Leu

GCC

Ala

TGG T

GAC
Asp

TCA
Ser
85

GGG GAT GAG

Glu

GTC
val

GCC
Ala

AAC
Asn

GTG
Val
165

GAG
Glu

AGC
Ser

AGC
Ser

CCT
Pro

GCT
Ala

TTC
Phe

TAC
TYY

TGC
Cvys

2CA
Thr

230

T7C !

Phe

CAG
Gln
33

GAA
Glu

AAC
Asn

GAC
Asp

GGC
Gly

TCG
Ser
135

GCC
Ala

GTG
Val

ACC
Thr

CTG
Leu

CAG
Gln

- =

215

GAA
Glu

AGT

CZ 291036 B6

czC

GGC CTC CTT GCT CAC TTT

ACA GAC

Leu Gly Leu Leu Ala His Phe Thr asp

10

235

Gly

AXG
Lys

cca
Pro

ccc
°ro

TCA
Ser

elele]
Axg

ACC
Thr

GCC
Ala

ACC
Thr
90

TAT
Tyr

TAC TGT
Tvr Cys
105

GGA
Gly
120

GGG
Gly

ACC
Thr

ACT
Thx

GTC
Val

CTG
Leu

ACA
Thr

CTG
Leu

GTG
val

GCC
ala

TGG
Trp

AAG
Lys
170

ACA
Thr

CcCC
Pro
185

TCC
Ser

AGC
Ser
200

CTG
Leu

ACG
Thr

GTC
Val

ACG
Thr

CAT
His

TGT
Cys

TCA

-43 -

GGA

CCG
Pro

GGG
Gly
75

cTG
Leu

AAd
Lys

CCT
Pro

GAA
Glu

Gac

GGG
Gly
229

AAC

Asn
45

GCCe
Ala

CCT
Pro

ATC
Ile

CxG CCT CGC TCA GTG TCC
Ser Gln Pro Arg Ser Val Ser Val

30

GTT
val

ccT
Pro

GCG
Ala

AGC
Ser

GAC
AsD
110
GTC
val

TCC
Ser

AGT
Ser

AGC
Ser

15

GTG TCC

Ser

GGA AGG
Gly Arg

GTG CTG
Val Leu

CGA
Arg

TTC
Phe
80

GGG
Gly
95

GTC
Val

AGT
Ser

ACT
Thr

CTA
Leu

GGT
Gly

TCT
Ser

CGAG
Glu

TTC
Phe
160

GTC
Val

RAG
Lvs

TCC
Ser

GAG
Glu

48

96

144

192

240

288

432

430

576

624

672

702
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

CZ 291036 B6

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(A) DELKA: 234 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

Met

1

Ser

Pro

Lys

val

Ser

Glu

Ala

Gln

Glu

145

Lys

Tyr

His

Lys
225

Ala Trp Ala Leu

Ala

Ser
50

Ile

Pra
130
Leu
Pro
Ala
Ala
Arg

210

Thr

Ala
Gln
35

val

Tyr

Ser

Gly
Gly
Ala
195

Ser

val

Ser

20

Thr

Gln

Ala

Asn

Y AsD

100

Top

Ala

val
180
Ser

Tyr

Ala

5

Tyr

Ala

Trp

Asn
val
1635
Glu
Ser

Ser

Pro

Leu Leu Leu Gly

Glu

Gly

Ser
70
Gly

aAla

Lys
150
Thr
Thr
Tyr

Cys

Thr
230

Leu
Phe
Gln

55

Glu

Asn

Val
Thr
Leu
Gln

215

Glu

Ser Gln
25

Thr Cys
40

Gln Lys

Gly Gly
120

r Val Thr

Thr Leu
Ala Trp
Thr Pro
Sexr Leu
200

val Thr

Cys Ser

-44 -

Leu Leu Ala His Phe

10

Pro

Ser
Thr

90
Cys
Thr

Leu

val

Arg

Gly

Gly
75

Leu

Arg
Fhe
Cys
155
Ala
Lys

Pro

Glu

Ser
Asp
Gln

60
Ile
Thr

Val

Leu

Gln

Glu

Gly
220

val
Asn
45

ala

Ser

Ser

Gln

205

Ser

Ser

30
val
Pro
Ala

Ser

Asp
110

val L

Ser
Ser
Ser
Asn
130

Trp

Thr

Thr

15
Val
Gly
Val
Arg

Gly

Ser

Ser
Asp
Pro
175
Asn

Lys

Val

Asp
Ser
Arg
Leu
Phe

80

vVal

Thr

Glu
Phe
160
vVal
Lys

Ser

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

(i)

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

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni a konstantni oblasti gama 4 t&zkého fetézce

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1...1404

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: hotovy peptid

(B) POZICE: 1...1404

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

ATG
Met

GTC
Val

ccT
Px

AGC
Ser

CTG
Leu

AAT
Asn

AAC
Asn

GTC
val

AAA
Lys

TTG
Leu

TCG
Ser

GGT
Gly
50

GAG
Glu

CCcC
Pro

CTC
Leu

TAT

cac
His

TC<
Ser

GAG
Glu
as

GAC
Asp

TGG
Tro

TCC
Ser

TTC
Phe

TAC
Tyr
115

CTIG
Leu

CAG
Gln
20

ACC
Thr

TAT
Tvr

ATC
Ile

CcTC
Leu

TCC
Ser
1Q0

TGT
Cys

TGG
Ton

GTG
Val

AGT
Ser

TTC
Phe
S3

ATC
Ile

CGA
Arg

\ CTG

Leu

AAT
Asn

ATA

Tle

120

TCT

s Ser

105

TIG
Leu

CTC
Leu
10

CG
Ser

C AGT

Ser

ryg

AGT
Ser

ATT
Ile
Q0

GTG
Val

Lys

- 45 -

GIG
Val

val

GGT
Gly
75

TCA
Ser

Acc
Thr

TAT
Tyr

GCA
Ala

CCa

y Pro

TCT
Ser

TCC

. Ser

60

GGG
Gly

ATA
Ile

GCC
Ala

Leu

GCC
Ala

GGa
Gly

GGT
Gly
45

cca
Pra

GGC
Gly

GAC
Asp

GCG
Ala

CAC
His
125

CCC AGA
Pro Arg
15

CTG GTG
Leu Val
30

GGC TCC
Gly Ser

GGG 2AG
Gly Lys

ACC AAT
Thr Asn

ACG TCC
Thr Ser
95

GAC ACG
Asp Thr
110

TGG TTA
Trp Leu

TGG
Trp

<

AAG
Lys

ATC
Ile

GGA
Gly

TAC
TYyr
80

AAG
Lys

GCC
Ala

TTA
Leu

48

96

144

1392

240

288

336

384




TAC
Tvr

GG
Gly
145

AGC
Ser

GTG
val

~
~

Phe

GTG
Val

GTA
Val
225

Lys

GGA
Gly

ATC
Ile

GAA
Glu

CAT
His
30§

CGT
Arg

Lys

GAG
Glu

TGG
p
130

ca
Pro

ACA
Thr

TAT

CCA
Pro

TCC
Ser

GAC
Asp
290

AAT
Asn

GTG
Val

GAG
Glu

AAA
Lys

GGC

Gly

TCC
Sex

GCC
Ala

GIG
val

GCT
Ala
185

GTG
vVal

CAC
His

GGT
Gly

CGG
Arg
275

ccc
Pro

GCC
Ala

GTC
Val

TAC
Tyr

ACC
Thr

TCG

GTC
val

cece
Pro

AAG C

Lys

Al 2]

Q

A GIC
r Val

250

ACC
Thr

GAG
Glu

23G
Lys

AGC
Ser

AAG
Lys
340

ATC
Ile

GGa

CTG
Leau
165

TGG
Trp

CTA
Leu

CCA
Pro
245

TTC
Phe

CCT
DPro

GTC
val

ACA
Thr

GTC
val
325

TGC
Cys

TCC
Ser

GTC
vVal

CCC
Pro

150

GGC
Gly

AAC
Asn

CAG
Gln

AGC

r Ser

AGC
Ser
230

TGC
Cvs

-

CTs
Len

"GAGT

Glu

CAG
Gln

AAc
Lys
310

CTC

Leu

AAG
Lys

AAA
Lys

CTG
Leu
138

aGc

axc
Asn

CCA
Pro

TTC
rPhe

GTC
val

TTC
Phe
293

CCG

°ro

ACC
™hr

GTC
val

GCC
Ala

CZ 291036

TCA
Ser
200

TTG

Leu

acc
Tar

CA

Ser

Pro

ACG
hr
280

AAC T

Asn

CGG
Arg

GTC

TCC
Ser

AAA
Lys

GAG
Glu

TG

1 Leu

A
Asn
345

GGG

Gly

C GTC
= Val

TGC
Cys

AAG
Lys
170

CIG
Leau

CTC
Lau

AXA

GTG
val

TAC
Tyr

GAG
Glu

CAC
His
330

Lys

CAG
Gin

- 46 -

B6

TCC
Ser

1= 'g
(V)]
(9]

W

GAC
Asp

ACC
Thr

TAC
Ty=

CaG
Gln
315

CAG
Gln

GGC
Gly

ccc
Pro

TCA
Ser
140

AGG

Arg

TAC
TyT

or
N -

Ser

ACT
The
229

AAG
Lvs

——
e

Pra

GAT
Asp
300
T™TC

Phe

GAC
AsD

cTC
Leu

CGA
g

GCT
Ala

AGC
Ser

G GAC

1 ass

285

-~
3

Gly

AAC
Asn

TGG
TrD

~

CcCG

Pr

GAG
Glu

ACC

Ty~

Adamy

ccc

-
fpael

c7G
Lenx

TCC
Ser
350

CCA
Pro

Cac
Eis

-~
£INT

Giu

cIG
Leu
253

CTC
Len

AGC

Ser

GAG

Glu

ACG
Tar

AAC
Asn
335

TCC
Ser

CAG
Gln

AAG

r Lys

GAG
Gluy
1560

cCcs
Prc

acc
Thx

GTG

r Val

&AC
Asn

7Cc

Ser

GGG
Gly

am,
LY

MeatT

CAG
Gln

GTG
Val

TAC
Tyr
320

GGC

Gly

ATC
Ile

GTG
val

432

430

528

576

6§24

672

720

864 -

912

960

1008

1056



TAC
Ty

CTG
Leu
385

TGG
Trp

GTG
val

GAC
Asp

CAT
His

CIG
Leu
463

ACC CTG CCC

370

AcC
Thr

GAG
Glu

CIG
Leu

AAG
Lys

GAG
Glu
450

GGT
Gly

Leu

TGC
Cys

AGC
Ser

GAC
Asp

ACGC
Ser
435

GCT
Ala

AAA
Lys

Pro

CTG
Leu

AAT
Asn

TCC
Ser
420

AGG
axg

CTG
Leu

CCA TCC CaG

Pro

GTC
Val

GGG
Gly
405

GAC
Asp

TGG
Trp

CAC
His

Ser

Lys
330

CAG
Gln

GGC
Gly

CAG
Gln

AAC
Asn

Gln
375

GGC
Gly

ccG
Pro

GAG
Glu

AC
His
455

CZ 291036 B6

GAG
Glu

TTC
Phe

GAG
Glu

TTC

r Phe

GGG
Gly
440

TAC
TYT

GAG ATG ACC
Glu Met Thr

TAC CCC AGC
Tyr Pra Ser
395

AAC AAC TAC
Asn Asn Tyr
410

TTC CTC TAC
Phe Leu Tyr
425

AAT GTC TTC
Asn Val Pre

ACA C:
G

AG AXG
Thr Gln

Lys

AAG
Lys
330

GAC
Asp

TCA
Ser

AGC
Sar
460

AAC CAG
Asn Gln

ATC GCC
Zle 2la

T AGG CTA
r Axg Leu

430

TGT TCC

—
b3
= 0
v
o 0O
4 C

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

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

(ii) TYP MOLEKULY: protein

GTC
Val

GTG
Val

ccT
Pro
413

ACC
Thr

GTG
Val

C CTG
r Lay

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val

1

5

10

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
20

25

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val
35

40

-47 -

AGC
Ser

GAG
Glu
400

cce

Pro

GIG
val

TCT
Ser

1152

1200

1248

1296

1334

1392

1404

Ala Ala Pro Arg Trp

15

Pro Gly Leu Val
30

Lys

Ile




Asn

val

Phe
val
Val
2235
Lys
Gly
Ile
Glu
His

305

Lys

Gly
50

Glu

Asp

P

ala
185

e Val

Pro
Ser
Asp
290
Asn

Val

Glu

Gly

Ser

Arg

275

Pro

aAla

val

TYyr

Leu

Sax
100

Ala
Ser
180

val

Pro

val
2690

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
340

TYyr

Gly

Asn

85
Leu
Ala
Gly
Phe
Leu

165

Leu

Pro
245
Phe
Pro
val
Thr
Val

325

Cys

Asn

Lys

Ser

val

Pro

150

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Ccys

Leu

Gln
Lys
310

Leu

Lys

CZ 291036 B6

Phe
53

Ile

Axg
Leu
Asn
Leu

135

Leu

Ser

Ser

Phe
val
Phe

295

Pro

val

Trp

TYyr

Arg
Ile
120

val

Thr
280
Asn
Arg

val

Ser

Ile

Gly

Ser

Ser

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala
185

Lys

Cys

Pro

265

cys

Trp

Glu

Leu

Asn
345

.48 -

Arg

Ser

Ile

90
val
Lys
val
Cys
Lys
170
Leu
Leu
Thr
val
Pro
250
Lys
val
Tyr
Glu
His
33o

Lys

Gln

Asp
2135

Ala

val-

Val

Gln
315

Ser
60

Gly

-
b
o

Ala
Leu
Ser
140
Arg

Tyr

Ser

T Ser

Thz
220

val

Asp
300

Leu

His
125

Ala

Gly

Leu

205

Arg

Glu

Aspd

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Gly

Thr

Thr

Asp

110

Ser

Thr

Val
190
Ser
Thr
Val
Phe
Thr
270
val
val
Ser

Leu

Ser
350

Lys

Asn

Ser

85
Thr
Leu
Thr
Ser
Glu
175

His

Ser

Leu
255
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn

335

Ser

Gly
Ty>
80

Lys

Lau

Lys

Glu
160

val
Asn
Ser

240

Gly

Gln

val

Tyx
320

Gly

Ile



10

20

25

30

Glu Lys Thr

155

Tyr Thx Leu

370

Leu Thr Cys
385

Tp

Val Leu Asp

Asp Lys Sex

435
Bis Glu Ala
450

Leu
465

Gly Lys

Glu ser

CZ 291036 B6

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

360

365

Pro Pro Ser CGln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser

373

380

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val

Asn
Ser
420

Arg

Leu

390

Gly Gln Pro
405

Asp Gly Ser

Trp Gln Glu

fis Asn His
455

Glu Asn
DPhe Phe
425

Cly Asn
440

Tyr Thr

Asn
410
Leu

val

Gln

395

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser
460

Thr Thr Pro
415

Arg Leu Thr
430

Cys Ser Val
445

Leu Ser Leu

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

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

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(vii) PUVODNI ZDROUJ:

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens

(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: tézky fetézec gama 4 s mutaci E

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1...1404

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: hotovy peptid
(B) POZICE: 1...1404

-49 .

Glu
400

Pro

Val




CZ 291036 B6

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 9:

ATG AAA CAC

Met Lys His
1

GTC TTG TCC
Val Leu Ser

CCT TCG GAG
Pro Ser Glu

AGC
Ser

CIG
Leu
63

AAT
Asn

AAC

Asn

GTC
Val

TAC
Ty=

GGG
Gly
145

AGC
Ser

GTG
Val

TTC
Phe

GTG
Val

GGT
Gly
50

GAG
Glu

ccc
Pro

crTC
Leu

TAT
Tyr

TGG
Tro
130
cca
Pro

ACA
Thr

ACG
Thxr

CCG
Pro

ACC

210

35

GAC
Asp

TGG
T=p

TCC
Ser

TTC
Phe

TAC
TyT
113

GGC
Gly

TCC
Sar

GCC
Ala

GTG
Val

GCT
Ala
195

GTG
Val

CAG
Gln

ACC
Th=o

CTG
Leu

20

TAT
Tyr

ATC
Ile

cTC
Leu

TCC
Sar
100
TG?T

Cys

CAG
Gln

GTC
val

GCC
Ala

TCG
Ser
180

GTC
vVal

cce
Pro

TGG TTC
Trp Phe
5

GTG CAG
val Gln

CTG TCC
Lau Ser

TAT
Tyr

GGC
Gly

AAC
Asn
85

CTG
Lau

GCG
Ala

GGA
Gly

TTC
Dhe

CTG
Leu
165

TGG
Trp

CTA
Leu

TCC
Ser

TGG
Tro

TAC
Tyz
70

AAT
Asn

AAA
Lys

AGT
Ser

GTC
val

cce
Pro
150

GGC
Gly

-

AAC
Asn

CAG
Gln

AGC
Ser

CTG
Leu

CTC
Leu

TTC
Phe

TTC
Phe
55

ATC
Ile

ceca
Arg

CTG
Lau

AAT

Asn

CTG
Leu
135

CTG
Leu

TGC
Cys

TCA
Ser

TCC
Ser

AGC
Ser
215

cTC

CAG
Gln

ACC
Thr

Leu

40

TGG
D

TAT
Tyr

GTC
val

AGG
Arg

ATA
Ile
120

GTC
val

GCG
Ala

CcTG
Leu

GGC
Gly

TCA
Ser
200

TTG
Leu

CcTC

Lau

TGC AGT
Ser

ATC
Tle

Gac
A
Gly

TCT
Sar
105

TG

Leu

ACC

’T‘:-v

g O
O
o0

GTC
val

GCC
Ala
183

GGA
Gly

GGC
Gly

-50-

CTG
Leu

10

GAG TCG
Ser

tete

Arz

AGT
Ser

ATT

r Ile

90

GTG
Val

cTC
Leu

ACG

Thr

GTG

val

2Cce

[
i
w

tn 4
w9 N

acc

GCA GCC
Ala ala

CTA GGA
Pro Gly

C TCT GGT

Ser Gly

TCC
Sex
6Q

GGG

Gly G

Thr Ser

TAC
Tyr

AAG
iys

aACC

220

45

cca
Pra

ccec
Prao

CTG
Leu
30

GGC

Gly

o~
g

AGA
Axg
15

val

TCC

Ser

AAG

Gly Lys

GC ACC

: AGC

Ser

T7¢
Phe

T GGC

Gly

CTC
Leu
205

TAC
Tyr

cac

Asp Thr

119
TGG

Tro

AGC
Ser

ACT
Thr

[»]
(2]
(8]

oro

GTG
Val
120

AGC
Sex

ACC
Thr

GaA
Glu
1738

CAC
His

AGC
Ser

TGC
Ccys

TGS
Trp

AAG
Lys

ATC
Ile

GGA
Gly

TAC
Tyr
:19)

GCce
Ala

TTA
Leu

C AAG
r Lys

GAG

> Glu

1560
CCG
Pro

AcCC
Thr

GTG
val

AAC
Asn

48

192

240

288

336

334

432

480

523

624

672



GTA GAT
Val Asp
225

AAA TAT
Lys Tyr

CAC
His

GGT
Gly

AAG
Lys

cccC
Pro

GGA CCA TCA GTIC

Gly Pro

ATC TCC
Ila Ser

GAA GAC
Glu Asp
230

CAT AAT
His Asn
305

CGT GIG
Arg Val

AAG GAG
Lys Glu

GAG AAA
Glu Lys

P

TAC ACC
370

CIG AcCC
Leu Thr
385

TGG GAG
Trp Glu

GTG CTIG
Val Leu

GAC AAG
Asp Lys

CAT GAG
His Glu
450

CIG GGT
Leu Gly
465

Ser

CGG
Arg
275

ccce
Pro

GCC
Ala

GTC
val

TAC
Tyx

Ace
Thr
355

CTG
Leu

TGC
Cys

AGC
Ser

GAC
Asp

AGC
Ser
435

GCT
ala

AdQ
Lys

val
260

ACC
Thr

GAG
Glu

AAG
Lys

AGC
Ser

AAG
Lys
340

ATC
Ile

ccc
Pro

CTG
Leu

AAT
Asn

TCC
Ser
420

AGG
Arg

CTG
Leu

TGA

CCC AGC
Pro Ser
230

CCA TGC
ro Cys
245

TTC CTIG
Phe Leu

CCT GAG
Pro Glu

GTC CAG
val Gln

ACA ARG
Thr Lys
310

TC CTC
Val Leu
325

TGC AXG
Cvs Lys

TCC ARAA
Ser Lys

CCA TCC
Pro Ser

GTC 2x:
vVal Lys
3290

GGG CAG
Gly Gln
405

GAC GGC
Asp Gly

TGG CAG
Trp Gln

CAC AAC
His Asn

CZ 291036 B6

AAC ACC AAG GTG GAC AAG
Asn Thr Lys Val Asp Lys

235

CCA TCA TGC CCA GCA CCT
Pra Ser Cys Pro Ala Prec

250

TTC CCC CCA AAA CCC AAG
Phe Pro Pro Lys Pro Lys

265

GTC ACG TGC GTG GTG
Val Thr Cys Val Val
280

TTC RAC TGG TAC GTIG
Phe Asn Trp Tyr Val
295

CCG CGG GAG GAG CAG
Pro Arg Glu Glu Gln
315

ACC GTC CTG CAC CAG
Thr Val Leu His Gln
330

GTC TCC AAC AR2A GGC
Val Ser Asn Lys Gly
345

GCC AAA GGG CAG cccC
Ala Lys Gly Gln Pro
360

CAG GAG GAG ATG ACC
Gln Glu Glu Met Thr
375

GGC TTC TAC CCC AGC
Gly Phe Tyr Pro Ser
385

CCG GAG AAC AAC TAC
Pro Glu Asn Asn Tyr
410

TCC TTC TTC CTC TAC
Ser Phe Phe Leu Tyr
425

GAG GGG AAT GTC TTC
Glu Gly Asn Val Phe
440

GTG

AGA GTT GAG

Arg Val

GAG TTC GAG

Glu Phe

GAC ACT CTIC
Leu ?

Asp Thr
270

GAC GTG

Glu

Glu
255

AGC

TCC

Sexr
240

Val Asp Val Ser Gln

GAT
Asp
300

TTC
Phe

GAC
Asp

cTC

v
Lau

CGaA

Arg

AAG
Lys
380

GaAC
Asp

AAG
Lys

AGC
Ser

TCA
Ser

CAC TAC ACA CAG AAG AGC
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

455

-51-

460

285

GGC GTG
Gly val

AAC AGC
Asn Ser

TGG CTG
Tro Leu

CCG TcCC
Pro Ser
350

GAG CC:
Glu Pro
363

AAC CAG
Asn Gln

ATC GCC
Tle Ala

ACC ACG
Thr Thx

AGG CTA
Arg Leu
430

TGC TcCC

GAG
Glu

AAC
Asn
335

TCC

Ser

CAG
Gln

GTC
val

GTG
Val

cCT
Pro
415

ACC
Thr

GTG

G TAC

Tyr
320

GGC
Gly

ATC
Ile

GTG
Val

AGC
Ser

GAG
Glu
400

cce
Pro

GTG
Val

ATG

Cys Ser Val Met

445

CTC TCC CTG TCT

720

7568

gLs

864

(Vo3
)
~N

960

1003

1152

1200

1243

1296

1344

1392

1404
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(if) TYP MOLEKULY: protein

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

(D) TOPOLOGIE: linearni

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

Ser

val

Gly
145

Ser

Ser Glu
Gly asp
S0

Glu Tro
Pro Ser
Leu. Phe

Tyr g
130

Pro Ser

Thr Ala

Leu

Gln
20

Thr

1
1<
i

i
-
o

Leu

Ser

100

cys

Gln

val

Ala

Tro

val

Leu

.Gly

Asn
85

Leu

Ala

Gly

Phe

Leu
165

Phe
Gln
Ser
Trp

Tyx

70
Asn
Lys

Ser

val

Pro
150

Gly

Phe

Leu

Leu
Asn
Leu
135

Leu

cys

Leu

Gln

Arg
Ile
120
val

Ala

Leu

Leu

Glu
25

Ser

Ser

105

Leu

Thr

Pro

val

-52-

Leu
10

Ser

Ile

1]
val
Lys
val

Cys

Lys
170

val

Gly

val

Gln

Tyr
Ser
Ser

155

Asp

Ala

Pro

Ser

Ser

60

Gly

Ile

Ala

Leu

Ser
140

‘Arg

Tyr

Ala

Asp
Ala
His
125
Ala
Ser

Phe

Thr

Pro

Arg
15

val

Asn
Ser

95
frhr
Leu
Thr

Ser

Glu
175

Trp

Lys

Ile

YT

80
Lys
Ala
Leu
Lys
Glu

160

Pro



val

Phe

val

val

225

Lys

Gly

Ile

His
305
Arg

Lys

Glu

Leu

385

Val

Asp

His

Leu
463

Pro
Ser
Asp
290
Asn
vVal
Glu
Lys
Thr
370
Thro
Glu
Leu
Lys
Glu

450

Gly

Val

Ala
195

val

vVal

Tyr

Thr
355

Ser

AsD

Ser
435

Ala

Lys

Ser
130

val

Ser
Lys
340

Iie

Asn

Ser
420

Leu

Pro
val
Thr
val
325
Cys

Ser

His

Asn

Gln

Sar

Ser

230

cys

Leu P

Glu
Gln
Lys
J10

Leu

Lys
Ser
Lys
3s0
Gln
Gly

Gln

Asn

CZ 291036 B6

Ser

Ser

Ser

Glu

His
455

Sar
200

r Leu

Thr

Ser

Thr
280
Asn
aArg
val

Ser

Lys
360

Phe

Gly
440

Tyr

Ala
185

Gly

Leu

Leu

Thr

val

Pro
250

Thr

TyT

Pro Lys Pra

263

cys

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

-53-

val

Asn
410
Leu

val

Gln

Val

val

Phe

Lys

Sar
Ser
Thr

220

Lys

Lys

val

Ser

Ser

Ser
460

Gly
Leu
205

Tyr

Asp
285
Gly

Asn

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

Ccys

445

Leu

Val
190
Ser

Thr

val

Thr
270

val

Ser

Leu
430

Ser

Ser

n
I\
L8]

Cys

Glu

Glu
255

Len

Ser

Asn
335
Ser
Gln
val

val

pt e

]

Thr

val

Leu

Thr
val
Asn
Ser

240

Gly

Met

Gln

val

Tyr

320

Gly

Met

ser
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIiSLEM 11:

()

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

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

(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(vii) POVODNI ZDROJ:

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens

(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: tézky retézec gama 4 s mutaci Pa E

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1...1404

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: hotovy peptid
(B) POZICE: 1...1404

CZ 291036 B6

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

ATG
Met

GTIC
val

CCT
Pro

AGC
Ser

. CTG
Leu
65

AAT
Asn

AAC
Asn

TTG
Leu

TCG
Ser

GGT
Gly
50

GAG
Glu

ccc
Pro

CTC
Leu

CAC
His

TCC
Ser

GAG
Glu
35

GAC
Asp

TGG
Trp

TCC
Ser

TTC
Phe

CTG
Leu

CAG
Gln

ACC
Thr

TAT
YT

ATC
Ile

CTC
Leu

TCC
Ser
100

TGG
T>p

GTG
val

CTG
Leu

TAT
Tyr

GGC
Gly

AAC
Asn
85

CTG
Leu

TGG

TAC
TY®
70

AAT
Asn

Lys

T7¢

e Phe

CTG
Leu

CTC
Leu

TTC
Phe
53

ATC
Ile

CGA
Arg

CTG
Leu

CTC
Leau

CAG
Gln

ACC
Thr
40

TGG

T>p

TAT
Tyr

GTC
val

AGG
Arg

CIC
Lau

GAG
Glu
25

TGC
cys

GGT
Gly

TCC
Ser

TCT
Ser
105

-54-

CTG
Leu
10

TCG
Ser

AGT
Ser

TC CGC

Azg

AGT
Ser

ATT
Ile
94

GTG
val

GTG
Val

GGC
Gly

GTC
val

CAG
Gla

GGT
Gly

TCA
Ser

ACC
Thx

GCAaA
ala

CCA
Bro

TCT
Ser

TCC
Ser
60

GGG
Gly

ATA
Ile

GCC
Ala

GCC
Ala

GGA
Gly

GGT
Gly
45

cca

Pro

GGC
Gly

GaC
Asp

GCG
Ala

cce
Pro

CTG
Leu
30

GGC
Gly

GGG
Gly

ACC
Thr

ACG
Thr

GAC
Asp
110

TCC
Ser

AAG
Lys

AAT
Asn

TCC
Ser
95

ACG
Thr

TGG
Trp

G AAG

Lys

ATC
Ile

GGA
Gly

TAC
Tyr
80

AAG
Lys

GCC
Ala

48

96

144

192

240

288

336



GTC
val

TAC
Tyr

GGG
Gly
143

AGC
Ser

GTG
val

IC
Phe

GTG
val

TA
Val
225

Lys

GGA
Gly

ATC
Ile

GAA
Glu

CAT
His
305

CGT
Arg

TAT
Tyr

766
Trp
130

CCA
Pro

ACA
Thr

bl
L

YT

CCA
Pro

TCC
Ser

GAC
Asp
290

AAT
aAsn

GTG
val

TAC
Tyr
115

GGC
Gly

TCC
Ser

GCC
Ala

GTG
val

GCT
ala
195

GTG
val

CAC
His

GGT
Gly

TCA
Ser

CGG
Arg
275

ccc

Pro

GCC
Ala

GTC
val

TGT
cys

C26
Gln

GTC
Val

Gce
Ala

TCG
Ser
130

GTC
Val

ccc
Pro

AAG
Lyvs

-

cce
Sro

GTC
val
260

ACC

Thr

GAG
Glu

AAG
Lys

AGC
Ser

GCG
Ala

GGa
Gly

TTC
Phe

CTG
Leu

165

TGG
Trp

CTA
Leu

TCC
Ser

cce
Pro

CcCa
Pro
245

TTC
Phe

CCT
Pro

GTC
val

ACA
Thr

GTC
val
325

AGT
Ser

GTC
Val

ccc
Pro
150

GGC
Gly

AAC
Asn

CAG
Gln

AGC
Ser

AGC
Ser
230

TGS
cys

Leu

CAG
Gln

AAG
Lys
310

CTC
Leu

AAT
Asn

CTG
Leu
13s

CTG
Leu

TGC
Cys

TCA
Ser

AGC
Ser
215

AAC
Asn

cca
Pro

N g g
(e A )
wmo O

CCG
Pro

Acc
Thr

CZ 291036 B6

ATA
Ile
120

TTG
Leu

AAA TAT
Lys Tyr

GTC
val

ACC
Thr

GTC TCC
vVal Ser

GCG
Ala

cce
Pro

TGC TCC
Cys Ser
155

CcTG
Leu

C AAG GAC
Val Lys Asp

170
GCC

Ala
185

CTG acc
Leu

GG

GGA
Gly

CTC
Leu

TCA TAC
Ser

200

GGC
Gly

TTG
Leu

ACG
Thxr

GTG
val

ACC
T

asbe

GAC
Lys

cca
Pro

cca
Pro Lys
263

ccC
Pro

ACG
Thr
280

TGC
Cys

AAC
Asn

TGG TAC
Trp

GAG
Glu

GAG
Glu

CGG
Arg
315

GTC
val

CTG
Leu

CAC
His
330

-55-

CTT
Leu

TCA
Ser
140

AGC

Thr Ser Gly Val

TCC

Tyr Ser Lau

AAG ACC TAC
Lys Thr Tvr

220

AAG

CCC AAG GAC
Pro Lys Asp

TG GIG GTG GAC
vVal Val Asp

GTG GAT GGC
val Asp Gly

300

CAG TTC AAC
Gln Phe Asn

CAG GAC TGG
Gln Asp Trp

CAC TGG TTA TTA
1is Trp Leu Leu
125

GCT
Ala

C ACC AAG
r Thr Lys

AGC
Ser

ACC

Thr

TCC GAG
Ser Giu
149

TTC
Pha

CCC
Pro

GAXA CCG
Glu Pro

173
GGC GTG CAC ACC
His Thr
180
AGC AGC GT5

Ser Ser Val

cTC

205

mne
p S RN

TGC 2AC
Thr Cys asn

AGA GTT
g Val

GAG TCC

249

TTC

GAG GGG
Glu Giv
253

ACT CTC ATG
Thr Lau Met
270

GTG AGC CACG
Val Ser Gin
235

GTG

Val Glu Val

ACG TAC
Thr Tyr
320

AGC
Ser

CTG
Leu Asn Gly

335

Glu Ser

84

672

7249

763

864

960

AAC GGT 1008




AAG
Lys

GAG
Glu

TAC

CIG
Leu

385

~
A

GTG
val

GAC
Asp

CAT
Eis

CTG
Leu
465

GAG TAC
Glu Tyxr

AAA ACC
Lys Thr
353

ACC CTG
Thr Leu
370

ACC TGC
Thr Cys

GAG AGC
Glu Ser

CIS GAC
Leu Asp

AAG AGC
Lys Ser
435

GAG GCT
Glu Ala
45Q
GT AMA
Gly Lys

AAG
Lys
340

ATC
Ile

cce
Pro

CTG
Leu

AAT
Asn

TCC
Ser

420

AGG
Arg

”~
~

Leu

TGS
cys

TCC
Ser

ceca
Fro

GTC
Val

e
T\

Gly
408

GAC

Asp

TCG
T

cac
His

AAG
Lys

Lys

TCC
Ser

AAC
Asn

GTC
val

GCC
Ala

CAG
Gln
37s

GGC
Gly

CCG
Pro

TCC

Ser :

GAG
Glu

CAC
His
4355

CZ 291036 B6

TCC
Ser

Lys
360

GAG
Glu

TTC
Phe

AAC
Asn
345

GGG
Gly

GAG
Glu

TAC
Tyx

AAC
Asn

TTC
Phe
425

AAT

Asn

r Thr

AAA GGC CTC
Lys Gly Leu

CAG CCC CGA
Gln Pro Arg

ATG ACC AAG
Met Thr Lys
380

CCC AGC GAC
Pro Ser Asp

395
AAC TAC

Asn Tyr
410

AAG
Lys

CTC TAC
Leu Tyr

AGC
Ser

GTC TTC
val Phe

TCA
Ser

CAG AAG
Gln Lys

AGC
Ser
460Q

CccG
Pro

GAG
Glu
365

AAC
ASn

ATC
Ile

AcCcC
Thr

AGG
Arg

TGC
Cys
445

CTC
Leu

TCC TCC ATC
Ser Ser Ile
350

CCA CAG GTG
Pro Gln Val

CAG GTC AGC
Gln Val Ser

GCC GTG GAG
Ala Val Glu

400

ACG CCT cccC
Thr Pro Pro
415

CTA ACC GTG
Leu Thr Val
430

TCC GTG ATG
Ser Val Met

TCC CTG TCT
Ser Leu Ser

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 468 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

- 56 -

1056

1104

1152

1200

1243

1296

1344

1392

1404



(xi) POPIS SEKVENCE:

Met
val
Pro
Sexr
Leu

63
AsSn

Asn

val

Tyr
Gly
145
val
Phe
val
val
225
Lys

Gly

Ile

Lys
Leu
Ser
Gly

50

Glu

Thr
Pro
Thr

210

ASD

Pro

Ser

Ser

Glu
35

AsD

-3
(A1
Le

0
i
"

Ser
Ala
Val
Ala
195
Val
His
Gly

Ser

Arg
275

Gln
20

Thr

Ser
100

Cys

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Pro

val
260

Leu
YT
Gly
Asn

)

Leu

Leu
163
Trp

Leu

Ser

Pro
245

Phe

Pro

CZ 291036 B6

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 12:

*d
157
®

Glin

Ser

Trp

TYyT

70

Asn

Lys

Ser

Gln
Ser
Ser
230
Cys

Leu

Glu

Lau
135

Leu

Phe

val

Gln
Thr
40

Irp

Bro

Thr
280

Leu
Glu
25

Cys

Ser
10s

Leu

A
T
K

‘g
A}
o

val

Ala
185

Lys
Cys
Pro
263

Cys

-57-

Leu

10

Ser

Arg

Ser

Lys

Val

Lys
170

Leu

To
250

Lys

vVal

Val

Thr

Tyx

Lys

Pro

val

Ala Ala Pro

Pro

Ala

Leu

Ser
140

rA:g

o Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Lys

Val

Gly

Ala

His
125

Ala

Ser

Gly

Leu
205

Ty

Asp
285

Leu
30

Gly

Asp
110

Ser

val
190
Ser
Thr

val

Phe

Lys

Glu
175
His
Ser
Cys
Glu
Glu
255

Leu

Ser

Trp
Lys
Ile
Gly
Tyr

80

Lys

r Lys

Glu
160
Pro
Thr
val
Asn
Ser
240
Gly

Met

Gln




15

20

Glu
His
308
Axg

Lys

Glu

Leu
385

Trp

val

Bis

Leu
465

290

Asn
Val
Glu
Lys
Thr
370

Thr

Glu

Leu
Lys
Glu

450

Gly

Pro

Ala

Val

Thr
3s5
Leu

Cys

Ser

Ser
435

Ala

Lys

Glu
Lys
Ser
Lys

340

Ile

Asn

Ser
420

Arg

Leu

val
Thr
val
125

cys

Ser

Gln
Lys
310
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys

330

Gln

Gly

Gln

Asn

CZ 291036 B6

Phe
295
Pro
Thr
val
Ala
Gln
375

Gly

Pro

Asn

LArg

val
Ser
Lys
360

Glu

Phe

Glu A

Phe

a0

N

o

Ty

Leu
Asn
3458

Gly

Glu

Phe
425

Asn

Thr

Glu G

His
330

Lys

AsSn
410

Leu

val

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser !

395

TYyr

Tyr

Lys

ASD
300
Phe

Asp

Leu

e -4
Iy
(19]

Ser
480

Asn

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 13:

0]

(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 26 parti bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

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

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) POVODNI ZDROJ:

(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH1

-58-

Ser

Leu

Ser
350

Thr

Leu
430

Ser

Asn
335

Ser

4 g

w o

-3
153
3}

Val

Leu

val
Tyr
320

Gly

Ser

Glu
400

Sexr
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 13:

ACTAAGTCGA CATGGACTGG ACCTGG

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 par bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODN{ ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH2

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

ACTAAGTCGA CATGGACATA CTTTGTTCCA C

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 29 pari bazi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(1)) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH3

-59.-

26

31
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:

ACTAAGTCGA CATGGAGTTT GGGCTGAGC

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

ACTAAGTCGA CATGAAACAC CTGTGGTTCT T

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii)) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢loveék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VHS

-60 -
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:

ACTAAGTCGA CATGGGGTCA ACCGCCATCCT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 18:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢loveék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH6

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 18:

ACTAAGTCGA CATGTCTGTC TCCTTCCTCAT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 19:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 pari bazi
(B) TYP: nuk,leové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VHI s mistem Mlul

-6] -
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 19:
GGCAGCAGCY ACGCGTGCCC ACTCCGAGGT 30

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 20:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) POVODNi ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH2 s mistem Mlul

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 20:
GACCGTCCCG ACGCGTGTYT TGTCCCAGGT 30

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(il) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH3 s mistem Mlul

-62 -
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:
GCTATTTTCACGCGTGTCCA GTGTGAG

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 22:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(il) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH4 s mistem Mlul

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 22:
GCGGCTCCCA CGCGTGTCCT GTCCCAG

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 23:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢loveék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VHS s mistem Mlul

>
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 23:
GGCTGTTCTC ACGCGTGTCT GTGCCGAGGT 30

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 24:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 pérd bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VHI, 3a, 5 primer s mistem Xhol

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 24:
CAGGTGCAGC TGCTCGAGTC TGG 23

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 25:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 périi bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH2 primer s mistem Xhol
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 25:
CAGGTCAACT TACTCGAGTC TGG

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ity TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH3b primer s mistem Xhol

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:
GAGGTGCAGC TGCTCGAGTC TGG

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 27:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH4 primer s mistem Xhol

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

CAGGTGCAGC TGCTCGAGTC GGG
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 28:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(if) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH6 primer s mistem Xhol

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIiSLEM 28:
CAGGTACAGC TGCTCGAGTC AGG 23

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 29:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: IgG1-4 primer s mistem Nhel

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

GGCGGATGCG CTAGCTGAGG AGACGG 26
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 30:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 38 parti bazi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROVJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec kappa s mistem Bglll

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 30:
ATCACAGATC TCTCACCATG GTGTTGCAGA CCCAGGTC

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 31:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 37 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec kappa s mistem BglII

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 31:

ATCACAGATC TCTCACCATG GRGWCCCCWG CKCAGCT
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 32:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 41 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec kappa s mistem BglIl

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 32:
ATCACAGATC TCTCACCATG GACATGAGGG TCCCCGCTCA G 4]

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 33:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 41 part bazi
(B) TYP: nuk'leové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODN] ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec kappa s mistem BglII

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

ATCACAGATC TCTCACCATG GACACVAGGG CCCCCACTCA G 41
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 34:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 péri bazi
(B)TYP: nuk'leové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i)) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec lambda s mistem BglII

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 34:
ATCACAGATC TCTCACCATG GCCTGGGCTC TGCTGCTCC

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 35:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec lambda s mistem BglII

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 35:

ATCACAGATC TCTCACCATG GCCTGGGCTC CACTACTTC
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 36:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec lambda s mistem Bglll

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:
ATCACAGATC TCTCACCATG ACCTGCTCCC CTCTCCTCC 39

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 37:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 pari bazi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vii) PUVODNI ZDRO!J:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec lambda s mistem BgllII

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 37:

ATCACAGATC TCTCACCATG GCCTGGACTC CTCTCTTTC 39
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 38:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 38 pérd bézi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i)) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viiy PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec lambda s mistem BglIl

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 38:
ATCACAGATC TCTCACCATG ACTTGGACCC CACTCCTC 38

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 39:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 para bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky ret€zec kappa s misty Kpnl
a BsiWl1
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 39:

CCGTTTGATT TCCAGCTTGG TACCTCCACC GAACGT 36
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 40:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢€lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec kappa s misty Kpnl
aBsiW1

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 40:
TGCAGCATCC GTACGTTTGA TTTCCAGCTT 30

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 41:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(vii) PUVODNI ZDROYJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec lambda s misty HindIII
a Kpnl
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 41:

ACCTAGGACG GTAAGCTTGG TACCTCCGCC 30
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 42:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i1) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetézec lambda s misty Kpnl

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 42:
ACCTAGGACG GTCASSTTGG TACCTCCGCC GAACAC 36

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 43:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 péri bézi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(if) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(vii) PUVODNI ZDROIJ:
(A) ORGANISMUS: ¢loveék nebo opice
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky retézec lambda s misty Avril
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 43:

CTTGGGCTGA CCTAGGACGG TCAGCCG 27
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 44:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 17 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VHI t&¢zkého fetézce

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 44:
CCATGGACTG GACCTGG

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 45:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 pért béazi
(B) TYP: nuk’leové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VH2 tézkého fetézce

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNiM CISLEM 45:
ATGGACATAC TTTGTTCCAC

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 46:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 20 péri bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni
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(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VH3 tézkého fetézce

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 46:
CCATGGAGTT TGGGCTGAGC

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 47:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 pért bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VH4 tézkého fetézce

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 47:
ATGAAACACC TGTGGTTCTT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 48:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 20 péra bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

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

(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VHS5 t&zkého fetézce
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 48:
ATGGGGTCAA CCGCCATCCT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 49:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 pard bézi
(B)TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VH6 tézkého fetézce

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 49:
ATGTCTGTCT CCTTCCTCAT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 50:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 16 péard bazi
(B) TYP: nuk’leové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineami
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast tézkého fetézce IgM

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

TTGGGGCGGA TGCACT
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 51:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 17 para bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast tézkého fetézce IgG1-4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 51:
GATGGGCCCT TGGTGGA

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 52:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pér bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast lehkého fetézce kappa

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 52:
GATGACCCAG TCTCCAKCCT C

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 53:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 21 péri bazi

(B) TYP: nuk'leové kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
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(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast lehkého fetézce lambda

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 53:
CTCAYTYRCT GCMCAGGGTC C 21

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 54:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 para bézi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast lehkého fetézce kappa

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 54:
AAGACAGATG GTGCAGCCA 19

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 55:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 péru bézi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast lehkého fetézce lambda

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

GGAACAGAGT GACCGAGGGG 20

-78 -



10

20

25

30

35

40

45

50

55

03]

)

@)

CZ 291036 B6

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 56:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA®: 30 périi bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(it) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: PCR primer pro lidskou konstantni oblast gama 4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 56:
GGGGGGATCC TCATTTACCC AGAGACAGGG 30

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 57:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomové)
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: PCR primer pro lidskou konstantni oblast gama 4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 57:
GGGGGCTAGC ACCAAGGGCC CATCCGTCTIT C 31

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 58:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 96 pari bazi

(B) TYP: nukleové kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni

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

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

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

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 59:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 27 péri bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

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

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

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

TCCTCAGCTA GCACCAAGGG GCCATCC 27

PATENTOVE NAROKY

1. Chiméricka protilatka lidského izotypu gama 4 specificka k lidskému CD4, ktera obsahuje
sekvence variabilnich oblasti t&€2kého a lehkého fetézce protilatky opice Starého svéta vytvofené
proti lidskému CD4, a sekvence konstantnich oblasti tézkého a lehkého fetézce lidského gama 4.

2. Chiméricka protilatka podle naroku 1, kde sekvence konstantni domény lidského t&Zkého
fetézce jsou vybrany z (1) nemodifikovanych konstantnich domén lidského izotypu gama 4, (2)
konstantnich domén izotypu gama 4, které byly modifikovany mutagenezi tak, Ze maji snizenou
vazbu komplementu, vazbu receptoru Fcyl a/nebo maji vy33i stabilitu, a (3) konstantnich domén
izotypu gama 4 mutovanych v pozici 236 substituci kyseliny glutamové leucinem a/nebo
v pozici 229 substituci prolinu serinem.

3. Chiméricka protilatka podle naroku 1, kde sekvence vazajici antigen variabilniho t€zkého
a lehkého fetézce jsou sekvence uvedené jako sekvence id. €. 2 a 4.

4. Chiméricka protilatka podle naroku 1, kterd ma jednu nebo vice z nasledujicich vlastnosti:
ve srovnani s primatizovanou chimérickou anti-CD4 protildtkou obsahujici lidské gama 1
domény (i) zcela postrada mebo ma alespoil snizenou vazebnou aktivitu receptoru Fc, (ii)
projevuje snizenou nebo chybgjici schopnost fixace komplementu, a (iii) projevuje odlisny
farmakokineticky profil.
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S.  Chiméricka protilatka podle naroku 1, ktera pozméiiuje nebo reguluje imunitni funkce majici
vztah k CD4 v&etné navozeni anergie a apoptdzy T bunék.

6. Chiméricka protilatka lidského izotypu gama 4 specificka k lidskému CD4, ktera obsahuje
sekvenci variabilni oblasti t€zkého fetézce protilatky opice Starého svéta vytvofené proti
lidskému CD4 kédovanou DNA sekvenci na obr. 1, sekvenci variabilni oblasti lehkého fetézce
protilatky opice Starého svéta vytvofené proti lidskému CD4 obsazené v sekvenci id. €. 2,
sekvenci konstantni oblasti tézkého fetézce lidského gama 4 kédovanou DNA obsazenou v DNA
sekvencich na obr. 4, 5 a 6, a sekvenci konstantni oblasti lehkého fetézce gama 4
kédovanou DNA sekvenci na obr. 3.

7. Chiméricka protilatka anti~CD4, ktera je vybrana ze skupiny sestavajici z CE9y4, CE9y4AK,
CE9y4E a CE9y4PE.

8. Rekombinantni DNA, ktera kéduje chimérickou protilatku podle naroku 1.

9. Rekombinantni DNA, ktera koduje chimérickou protilatku podle naroku 2.

10. Rekombinantni DNA, ktera kdduje chimérickou protilatku podle naroku 3.

11. Rekombinantni DNA, ktera kéduje chimérickou protilatku podle naroku 4.

12. Rekombinantni DNA, ktera koduje a zajistuje expresi chimérické protilatky podle naroku 7.
13. Zplsob produkce chimérické protilatky specifické k CD4 podle naroku 1,vyznadujici
se tim, Ze zahrnuje krok exprese rekombinantni DNA podle naroku 8 v rekombinantni
hostitelské buiice.

14. Zpisob produkce chimérické protilatky specifické k CD4 podle naroku 2, vyznacdujici
se tim, Ze zahrnuje krok exprese rekombinantni DNA podle naroku 9 v rekombinantni
hostitelské burice.

15. Zpisob produkce chimérické protilatky specifické k CD4 podle naroku 3,vyznacéujici
se tim, Ze zahrnuje krok exprese rekombinantni DNA podle naroku 10 v rekombinantni
hostitelské burice.

16. Zpisob produkce chimérické protilatky specifické k CD4 podle naroku 4,vyznacujici

se tim, Ze zahrnuje krok exprese rekombinantni DNA podle naroku 11 v rekombinantni
hostitelské buiice.

17. Zpusob produkce chimérické protilatky specifické k CD4 podle naroku 6,vyznacujici
se tim, Ze zahrnuje krok exprese rekombinantni DNA podle naroku 12 v rekombinantni
hostitelské buiice.

18. Chiméricka protilatka podle naroku 1 pro pouziti jako léCivo k prevenci nebo lé¢eni stavu
majiciho vztah k CD4.

19. Chiméricka protilatka podle naroku 2 pro pouziti jako 1éCivo k prevenci nebo lé€eni stavu
majiciho vztah k CD4.

20. Chiméricka protilatka podle naroku 3 pro pouziti jako 1é¢ivo k prevenci nebo léCeni stavu
majiciho vztah k CD4.
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21. Chiméricka protilatka podle naroku 4 pro pouziti jako lé¢ivo k prevenci nebo lé€eni stavu
majiciho vztah k CD4.

22. Chiméricka protilatka podle naroku 7 pro pouziti jako léCivo k prevenci nebo lé€eni stavu
majiciho vztah k CD4.

23. Chiméricka protilatka podle naroku 18, kde stav majici vztah k CD4 je autoimunitni
porucha.

24. Chiméricka protilatka podle naroku 19, kde stav majici vztah k CD4 je autoimunitni
porucha.

25, Chiméricka protilatka podle naroku 20, kde stav majici vztah k CD4 je autoimunitni
porucha.

26. Chiméricka protilatka podle naroku 21, kde stav majici vztah k CD4 je autoimunitni
porucha.

27. Chiméricka protilatka podle naroku 22 kde stav majici vztah k CD4 je autoimunitni porucha.

28. Chiméricka protilatka podle naroku 23, kde autoimunitni porucha je revmatoidni artritida,
zanétliva stfevni nemoc, psoridza, diabetes mellitus zavisly na inzulinu, systémovy lupus
erytematosus, cirhdza a sclerosis multiplex.

29. Chiméricka protilatka podle naroku 24, kde autoimunitni porucha je revmatoidni artritida,
zénétliva stfevni nemoc, psoriaza, diabetes mellitus zavisly na inzulinu, systémovy lupus
erytematosus, cirh6za a sclerosis multiplex.

30. Chimérické protilatka podle naroku 25, kde autoimunitni porucha je revmatoidni artritida,
zanétlivd stfevni nemoc, psoridza, diabetes mellitus zavisly na inzulinu, syst¢émovy lupus
erytematosus, cirh6za a sclerosis multiplex.

31. Chiméricka protilatka podle naroku 26, kde autoimunitni porucha je revmatoidni artritida,
zanétliva stfevni nemoc, psoridza, diabetes mellitus zavisly na inzulinu, systémovy lupus
erytematosus, cirhéza a sclerosis multiplex.

32. Chiméricka protilatka podle naroku 27, kde autoimunitni porucha je revmatoidni artritida,
zanétliva stfevni nemoc, psoriaza, diabetes mellitus zavisly na inzulinu, systémovy lupus
erytematosus, cirhdza a sclerosis multiplex.

33. Chiméricka protilatka podle naroku 18, kde stav je porucha jiné povahy nez autoimunitni,
vybrana ze skupiny sestavajici z leukemie, lymfomu, reakce Stépu proti hostiteli, astmatu,
transplantacni rejekce a infekce HIV.

34. Chiméricka protilatka podle naroku 19, kde stav je porucha jiné povahy nez autoimunitni,
vybrana ze skupiny sestavajici z leukemie, lymfomu, reakce 3tépu proti hostiteli, astmatu,
transplantacni rejekce a infekce HIV.

35. Chiméricka protilatka podle naroku 20, kde stav je porucha jiné povahy nez autoimunitni,
vybrand ze skupiny sestavajici z leukemie, lymfomu, reakce St€pu proti hostiteli, astmatu,
transplanta¢ni rejekce a infekce HIV.

36. Chiméricka protilatka podle naroku 21, kde stav je porucha jiné povahy nez autoimunitni,

vybrand ze skupiny sestavajici z leukemie, lymfomu, reakce $t€pu proti hostiteli, astmatu,
transplantacni rejekce a infekce HIV.
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37. Chiméricka protilatka podle naroku 22, kde stav je porucha jiné povahy neZ autoimunitni,
vybrand ze skupiny sestdvajici z leukemie, lymfomu, reakce §tépu proti hostiteli, astmatu,
transplantaéni rejekce a infekce HIV.

38. Chiméricka protilatka podle naroku 18, kde stav je zprostredkovan butikami CD4" nebo se
jich tyka.

32 vykrest
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Obr. 1

Sekvence variabilni domény Vi opi&iho Anti-CD4, pofadi
nukleotida od 1 do 420 bp. Translatovany je usek o?
methioninu vedouci sekvence ATG (bp 4) po 420 bp. Proteinova
sekvence je éislovana podle kostry protilatky ‘od
aminokyselinového zbytku +1 do posledniho aminokyselinového
zbytku +120 Vy.

M X H L W T T L L L v A A 2 R
GAC ATG AAA CAC CTG TGG TTC TTC CTC CIC CTG GIG- GCA GCCT CCC AGA

+
-
[
o

=z A& G P G L v
TG CAG CTIG CAG GAG GCG GEC CCA GGA CTG GTG

Do

TGG GIC TTG TCC

K P z T L S L T C § v S G G S
AAG CCT 7CG GAG ACC CT GGT G&T 7TCC

CTG TCC CTC ACC TGC AGT GIC T

ATC AGC GET GAC TAT TAT TGS TTC TGG ATC CGC CAG TCC CCA GGG AAG

in
o
L4l
[

GGA CIG GAG TGG ATC G

Q
+]
N
(9]
%
0
y
(]
Q
Q
O
&
+3
0
4

+3

GGG GGC ACC aarT

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

80 E1¢

R § Vv T A A D T
G AGG TCT GIG ACC GCC GCG GaC ace

e AL

ARG AAC CTC TTC TCC CIG ARA C

100

A VvV Y Y C A S N I L X Y L B W L
GCC GTC TAT TAC TGT GCG AGT AAT ATA TTG R3AX TAT CTT CAC TGG TT2
110 12Q

TTA TAC TGG GEC CAG GGA GTIC CIG GZCT ACC GTC TCC
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Obr. 2

Sekvence variabilni domény Viupaa opidiho Anti-CD44, poZadi
nukleotidd od 1 do 387 bp. Translatovany je 1usek od
methioninu vedouci sekvence ATG (bp 4) po 387 bp. Proteinova
sekvence Jje ¢islovana podle kostry  protilatky od
aminokyselinového zbytku +1 do posledniho aminokyselinového
zbytku +109 Vi uaa.

2w A L. L L L 66 L L A E F T
ACC ATG GCC TGG GCT CIG CTG CTC CTC GGC CTC CTT GCT CAC TTT ACA

50 69

Y E I A R
CTG GIC ATC TAT GCT CGAC AGC GAX CGG CCC TCA GGG ATC CCT GIG CGA

0y
"o
n
)

4
y

F S5 G S N S G N T A T L T I S G
TTC TCT GGC TCC AAC TCA GGG AAC ACC GCC ACC CTG ACC ATC AGC GGG

g0 90
v E A G D E A D ¥ ¥ ¢ Q@ Vv W D S
GTC GAG GCC GGG GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT CAG GTG TGG GAC AGT

100
v r G G G T R L T v L
ACT GCT GAT CAT TGG GIC TTC GGC GGA GGG ACC CGG CIG ACC GIC CTa

108

GGT
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Obr. 3

Proteinova sekvence lehkého fetézce anti-cdd L.

Délka Zatdzce anti-cd4 L: 702
translace od:1 do:700 (cely tusek),
POuzity geneticky kéd: univerzalni

Met
ATG

Ser Tyr

Glu
TAT GA

GaG
66

o

Gly
(e

Gly
GGA
128

ro Val
CCT GIG

Leu
c1G
192

Ser Asn
TCC AAC

Ser
A
233

Cys
6T
318

Ala Trp Ala Leu Leu
ZZ TGG GCT CIG CIG

9

18

Leu Ser Gln Pro Arg
TIG AGT CAG CCT CGT

75

Gly Gin Pro
GGT CAG CCC
390

Asn Lys Ala
AAC AAG GCC
453

Lys Ala Asp
ARG GCA GAT
516

Asn Lys Tyr
AAL AAG TAC
579

Ty= Ser Cys
TAC AGC TGC
642

Ala Th>

C GCC ACC

Asp Ser
GAC AGT

Lys Ala
AAG GCT

Leu

Thr
ACA COG

Ser Ser
Ala Ala
GCG GCC

Gln val

CAG GIC.

Leu
cIC

Sex
<a
84

Lys
AAR
147

Ser
AGC
210

Leu
G
273

Thr
ACT
338

Ala

-

399

val
G1G
462

Pro
ccc
525

Sexr
AGC
588

Thx
ACG
651

Leu

Th=
ACT

Ala
—y

Pro
cce

Cys
TGT
val

Ser

His

~

Gly
GGC
27

Leu
cTT

Leu
cIC

Val
GIG
93

Sex

Tl
-

Ser
cc

Gln
CAG
156

Val

GIA pree

Pro
cce
219

Ser
(ece'e]

Ile
ATC

Ser
AGC
282

Gly
GGG

Asp His
345
Val

GIC
408

Th=

ACT

Sexr
prae

Leu Ile Sex
CTC ATA AGT
471

Ala
[cae
534

Lys Gly

Ga>

Leu
<G
587

Ty
TAC

Gly Ser
GGG AGC
660

Glu
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Ala

——ry
Py

36

Pro

aten

Tr=

me
ad

Gly

GGG

val

val

Leu
[epae]

Leu

Thr

Gly
GGa
102

Gin
165
Ile

ATC
228

Glu
GAG
292

Phe
354
Phe

TIc
417

Phe
TIC
480

Glu
GAG
543

Thx
ACG
806
Val

663

Phe
T

Gia
CAG

Gln

Pro

cCT

Ala
<C

Gly
GEC

Pro

”~
\-G

vr

Thr
ACC

p3e]

Glu
GAG

The
N
39

45

Thx

Lys
ARG

Ala
GG

Gly
GG

Gly
G

Pro
cce

Pre
[aale]

The
ACC

Glu
GG

Axg
~
e

237

GAT
300

Gly
GGG
363

Ser

~
-

426
Gly
489
Thx

ACA
552

Gln

CAG
615

Thr

678

bp, vypis sekvence od:1 do:702,

Ser Ala Ala
GG &C

yrovy

Gly
GGG

Breo
CCG

Ala

-~
-

Pro
cce

val

34

Phe
TIC

Gln
CAG

Ser
I'.b

Ala
GCT

Thx
ALCC
120

Ala
GCC
183

Gly
GGC
246

Lys
AAA
561

Ser
e
624

X0

687
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Obr. 4
Proteinovd sekvence t&zkého Yetézce anti-cdd

Délka fZetézce anti-cdd G4: 1404 bp,
do:%fOf, translace od:1 do:1404 (cely tusek),
pouzity geneticky kéd: univerzalni

Met Lys His Leu T-p Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala
ATG AAA CAC CIG TGS TZC TIC CIC CTIC CIG GIG GCA
9 18 27 36

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro
CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GG CCA GGA CTG GIG ARG CCT

66 75 g4 93
Cys Sex Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Gly Asp Tyr Tvr Trp
C AGT GIC TCT GGT GGC C ATC AGC GGT GAC TAT TaT TGS
129 138 147 156

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tvr Ile Tyr Gly Ser Gly
GGG AAG GGA CTG GAG IGG ATC GGC TAC ATC TAT GGC AGT GGT
192 201 210 219

Ser Leu Asn Asn Arg Val Ser Ile Ser Ile Asp Thr Sexr Lys
TCC CIC AAC AAT CGA GTC TCC ATT TCA ATA GAC ACG TCC ANG
255 264 Q73 282

Axg Ser Val Tbxr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
AGG TCT GIG ACC GCC GCG GAC ACG GCC GTC TAT TAC TGT GCG

318 327 336 345
His Trp Leu Leu Tyr Txp Gly Gla Gly Val Leu Val Thr Val
CAC TGS TTA TTA TAC TGG GGC CAG GG GIT CIG GIC ACC GIC

381 390 398 408

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thx Ser
CCA TCC GIC TTIC CCC CIG GCG CCC TGC TCC AGG AGC ACC TCC
444 453 462 471

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thx Val Sex
TGC CTG GIC AAG GAC TAC TIC CCC GAA CCG GIG ACG GIG TG
507 516 525 534

Ser Gly Val His Thx Phe Pro Ala Val Leu Gla Ser Sexr Gly
AGT GGC GTG CAC ACC TTC CCG GCT GTC CTA CAG TCC TCA GGA
570 579 588 597

Val Thr Val Pro Ser Ser Sexr Leu Gly Th- Lys Thr Tyr Thx
GIG ACC GIG CCC TCC AGT AGT TIG GGT ACS AAG C TAC 'ACC
633 642 651 §60

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly
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G4.

Ala
GCC

Ser
<6
102
Phe
165
Gly
GGG
228

Asn

291

Ser

354

Sex
e
417

Glu
480
T=p

TGG
543

Let
CIC
606

Cys
pree
669

Pro

Pro Arg
CCC AGA
45

Glu Thr
GaG ACC

Txp Ile

Tyr Ser
TAC TCC

Asn Val
AAC GTA

Pro Cys

Tp
pree

Leu
112
Arg

CGC
174

Asn
AAT
237

Sex
<c
300

Leu

363

Sex

426

Ala

489

Gly
552
Leu

CTC
615

Asp
GAT
678

Pxc

vypis sekvence od:1

Val
GIC

Sexr

Tr=
TAC

Leu
CIG

Lys
ARA

Ala
GCC

Ala
[ aled

Sex

Leu Ser

54

CC ACC
120

Ser Pre
™C CCA

183

Asn Pro
AAT CCC
246

Lys Leu
SAA CTG

309

Tyr Leu
TAT CT7
372

Lys Gly
435

Leu Gly
CIG GSC
498

Leu Thx
CIG acc
S6L

Ser Val
26C GIG
624

Lys Pxo
AAG CCC
687

Cys Pro
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Obr. 4 (pokracdovani)

Proteinova sekvence tézkého Fetdzce anti-cdd G4.

AGC AAC ACT AAG GIG GAC AMG AGA GTT

696

Glu Gla Phe
GAG CAG TIC
948

Asn Gly Lys

Ile Sexr Lys
ATC TCCT A”AA
1074

Glu Met Thr
GAG ATG ACC
1137

Ala Val Glu
GCC GIG GAG
1200

Asp Ser Asp
GAC TCC GacC
1263

Gly Asn Val
GGG AAT GTIC
1326

Leu
cTe

Leu
G
1389

it

705

Gly

Asn Ser Tkr
AAC AGC ACG
957

Glu Tyxr Lys
GAG TAC AAG
1020

Ala Lys Gly
GCC AAA GGG
1083

Lys Asn Gln
AAG AAC CAG
1146

Glu Ser
GAG AGC
1209

Trp
GG

Gly Ser Phe
GSC TCC TIC
1272

Phe Ser Cys
TIC TCA TGC
1335

Sexr Leu Gly
TCT CIG GGT
1398

714

Gly Pro Sex
GGA CCA TCA
777

Tyr Axg Val
TAC CGT GG
968

Cys Lys Val
TGC AAG G3C
1029

Gln Pro Arg
CAG CCC CGA
1082

Val Ser
GIC AGC

[
=

)

3

11

w
(V1]

Asn Gly Gln
AAT GGG CAG
1218

Phe Leu Ty
TTC CIC TAC
1281

Sexr Val Met
TCC GIG ATS
1344

Lys
AAR

g

TCC AAN TAT
723

GGT

~
(Lo

732

Phe Leu Bhe
™IC CIG TIC
788

Pro

-~

e

Pro
CCA
795

Val Val
GIG GG
84

val
GIG
ass

Val
GIG

Glu Val His
GAG GIG CAT
812

Asn Ala
AAT

o~
-

921

Tox

~

Val
GTIC
984

Leu Pro
C2C CCG
1047

x Asn Lys
C AAC AAA
1028

Gly
GGC

»o Gln Val
CCA CA5 GTG
1101

Tvr Thr
TaC ACC
1110

Cys Leu Val
¢ CIG GIC
1164

Lvys Gly
AAA GGT
1173

Glu Asn Asn
GAG AAC AAC
1227

TyT Lys
TAC AAG
1236

Val Asp
GIG GAC
1299

His Glu Ala Leu His Asn
CAT GAG GCT CIG CAC AAC
1353 1362
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CCA TGS CCA TCA TGC CCA

741

Pro
ccc

Lys Lys
AAG

804 813

Glu
GAA
867

Lys
AAG

Lys
ACA
g30

Leu His Gln Asp Trp Leu
CaC
953

Ser I
TCC ATC
1056

Sexr

Pro> Pro
CCC CCA
1119

Leu

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
TAC CCC AGC GAC AIC

1182 1191

Thr Pro
ACG CCT
1245

ro Val Leu
cCC GIG CIG
1254

Lys
AXG

Ser Arg
AGC AGG
1308

Trp Gln Glu
TGG CAG GAG
1317

His Tyr Thx Gln Lys Ser
CAC TAC ACA CAG AAG AGC
1371 1380
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Obr. 5

Proteinova sekvence téZkého retézce anti~-cdd G4 (E).

Délka Fetézce anti-cdd G4(E):

Met Lys

His

1404 bp,

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu

ATG AAA CAC CIG TGG

9

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser

CAG GTG CAG CTG
66

Cys Ser Val Ser
TGC AGT GiC TCT
129

Gly Lys Gly Leu
GGG AAG GGA CIG
192

Ser Leu Asn Asn
TCC CTC AAC AAT
255

Arg Ser Vval Thr
AGG TCT GIG ACC
318

His Trp Leu Leu
CAC TGG TTA TTA
381

Pro Ser Val phe
CCA TCC GIC TTC
444

Cys Leu Val Lys
TGC CIG GTIC AAG
507

Ser Gly Val His
AGC GGC GIG CAC
570

Val Thr Val Pro
GIG ACC GIG CCC
633

Ser Asn Thx Lys

CAG

Gly
GGT

Glu
GARG

Axg
CGA

Ala

~
-

T
TAC

Pro
cce

The
ACT

Ser
T<C

GaG
75

Gly
G&C
138

I
bre'e]
201

val
GIC
264

Ala

o~
2

327

Trp
330

Leu
453
Ty=
TAC
516
Phe
579
Sex

AGC
642

yree)

Sex
TCC

Ile

ATC

Ser
preed

Phe

Pro
cCG

Ser
nGo

Val Asp Lys

TTC T7C CC CC CIG

18

27

Gly Pro Gly Leu Val
GGC CCA GGA CTG GIG

84

53

Ile Ser Gly Asp Tvr

ATC AC
147

Gly Tyr

GGC T:C
210

Ile Ser
ATT TCA
73

Thr Ala
ACG GCC
336

Gln Giy
CAG GGA
385

Pro Cys
CCC TGC
462

Pro Glu
CCC Gaa
525

Ala Val

1le
ATC

i-e

ATA

Val
G¢

Val
GC

Sexr
TcC

Pro
[«ae]

Leu

158

Tyr Gly
TAT GGC
219

Asp Tex
GAC ACG
282

Ty TYT
TAT TAC
343

Val Thx
GIG ACG
534

Gln Ser

GCT GTC CTA QG TCC

588

Leu Giy
TG GGC
651

Arg Val

Tas
ACG

Glu

597

Lys Tox
AAG ACC
660

Ser Lys

-89 -

Val
GIG

Lys
AANG

Tyz
TAT

Ser
e

-

Tl

b

ACC

TAC

vypis sekvence od:1
do:1404, translace od:1l do:1404 (cely 1usek),
poukity geneticky kéd: univerzilni

Ala
G2A
36

Pxo
ccr

b

Gly

T GGT

Lys
AAG

Ala

—~e
-

Ser
cc

Ser

Gly
GGA

>~

ACC

Gly

Ala Pro Arg Txp
GCC CCC AGA TGG
45

Ser Glu Thr Leu
TCG GAG ACC CTG
102 111

Phe Trrz Ile Axg
¢ TGG
165 174

Asn Leu Phe Ser
AAC CIC TTIC TCC
291 300

Ser Asn Ile Leu
AGT AAT ATA TIG
354 363

Ser Ser Ala Ser
TCC TCA GCT AGC
417 426

Glu Ser Thr Ala
GAG AGC ACA GCC
480 489

Trp Asn Ser Gly
TGS AAC TCA GGC
543 552

Leu Tyr Ser Leu
CIC TAC TCC CIC
606 615

Cys Asn Val Asp
TGC AAC GTA GAT
669 678

Pro Pro Cys Pro

Val Leu Ser
GXC TG TCC
54

Ser Leu Thx
C CIC ACC
120

Gln Ser P=o

GC CAG TCT CcQA

183

Ty~ Asn Pro
2L AAT CCC
246

Leu Lys Leu
309

Lys Tyr Leu
AAA TAT CIT
372

The Lvs Gly
ACC AXG GGG
435

Ala Leu Gly
GCC CIG G&C
498

Ala Leu Thx
GSC CIG ACC
561

Sar Ser Val
AGC -AGC GIG
624

His Lys Bxo
CAC AAG CCC
687

Ser Cys Pzo
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Obr. 5 (pokracovani)

Proteinova sekvence tézkého Fetézce anti-cd4 G4 (E).

AGC
6§96

Glu
GAG
759

Pro

GCA CCT

Met De

ATG

Ser
TCcC
822

Val
GIC

Gln
C2G

Phre
TIC
g8s

Gliu
GAG

The

Ile Ser Lys
ATC 7

Glu

Ala
G<C

Asp
GAC

Ser Asp
TCC G&C
1263

Gly
G35

Asn Val
AAT GIC
1326

Leu Ser Leu
CTC TCC CIG
1389

714

Pxo Sex

77

val Thr
GTC ACG
840

Asn Trp Tyr Val
AdC TGG TAC GG
834

Asp Gly
GAT GG
203

Asn Ser Thr Tyr
AAC AGC ACG TAC
957

Arg Val
CGT GG
988

Glu
GAG

Ty= Lys Cys
TAC AAG TGS
1020

Lys Val
AAG GIC
102¢

Ala
GCC

Lys Gly Gln
AAA GGG CAG
1083

Pro Arg

1092

Lys
A3G

Asn Gln Val
AXC £AG GIC
1146

Ser Leu
AGC CIG
1155

Gly Sex Phe Phe
GGC TCC TIC TTIC
1272

Leu Tyr
CTIC Tac
1281

Phe
™C

Ser Cys Ser Val Met
TCA TGC TCC GTG ATG
1335 1344

Ser Leu Gly Lys TER
TCT CIG GGT AaA TGA
1398

AAC ACC AAG GTG GAC AAG AGA GTIT GAG TCC AaA TAT

val

CCA TCA GTIC TIC CIG TTC

val
GIG

val

Sex
TCce

CCC CGA GAG

cCG

Se

PR

His
CAT

T TGS CO0G GIC

GGT

723 732

Phe Leu Phe Pro

ccc

Pro
CCA

786 195

val val
GIG GIG
849

Val
GG

val
GIG
858

Asp
GAC

Glu Val His Asn
GAG GIG CAT AAT
912

Ala
GZC
921

Ser Val Leu
AGC GIC CIC
975

Val
[epyod
984

A

Leu Pro
CIC CCG
1047

Asn Lys Gly
ANC AMA GGT
1038

Pro Gla Val
CCA CAG GIG
1101

Tyr Thr
T&C ACC
1110

Cys Lau Val Lys Gly
ArA GGS

1164 1173

Glu Asn Asn Ty= Lys
GAG AAC AAC TAC AAG
1227 1236

Arg Leu Thr
AGG CTA ACC
1230

Val Asp
GIG GacC
1299

Glu Ala
GAG GCT
1353

Leu His Asn
CIG CAC AAC
1362

-90-

Ser
AGC

Lys
AAG

Leu
CIG

Ser
TCC

Leu
CIG

Oh

Thr
ACC

741

Pzo Lys
CCC AAG
804

Gln Glu
CAG GAA
867

Thx Lys
ACA ANG
930

2rs
ccG

His Gln
CAC CAG
993

Asp
GxC

Sex Ile
TCC ATC
1056

Glu
GAG

Pro Pxo Ser
CCC CCA TCC
1119

Ser
AGC

Tyr Pro
TaAC cCcC
1182

Thr Pro
ACG CCT
1245

CCT CCTA TGC CCA TCA TGC €A

750

Arg Glu
CGG GAG
§39

T=p Leu
GG CIG
1002

Lys Taxr
AAA ACT
1063

Gln Glu
CAG GAG
1128

Asp Ile
GAC ATC
1191
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Obr.

6

Proteinova sekvence téikého Fetézce anti-cd4d G4 (PE).

Délka fetézce anti-cd4 G4 (PE):

1404 Dbp,
do:1404, translace od:1 do:1404 (cely usek),

pouzity geneticky kéd: univerzilni

Met

ATG AAA

Gin

Asn
AAC
253

val
GG
318

Lys

Leu

Leu
TTA

Phe
TIC

His

Pro
(el

Lys

His
CAC
9

Gln
o1}

Gly

Glu

Arg
cGA

ala
GCC

Pro
ccec

e

-——

ACC

Ser
TCC

val

Leu Trp Phe
CIG TG TIC
18

Glu
GaG
15

Ser
prale]

Gly
G

Gly Sex Iie
< TCC

138

Trp Ile Gly
ATC GG

201

Val
GTC
264

Ser
yreed

Ala
GCG
327

Thr
. g
NN\

Gln
G

Tmp
350
Leu

G
433

Ala
GCG

Pro
cee

Phe
TIC

Pro
ccc

Tyx
TAC
516

Phe
TIC
579

Ala
GCT

Pro

Sex
AGC

Leu
- .G

Ser
AGC
642

Asp Lys Arg

Phe
TIC

®zo
CCA
84

Ser

.~
Fa S

147

T
TAC
210

Ser

Y
-

273

Ala

o~
~-

336

Gly
GGA
39

Cys
T
462

Glu
Gaa
525
val
588
Gly

(e
651

Val

Leu
cxe

Iie

ATA

val
Gd.\o

val
GTC

Ser
TCC

Pro
cCG

Thx
ALCG

Glu

Leu
[opaed
27

Ty

-9]-

Leu Val Ala
CIG GIG GCA
36

Val
GG
93

Pro
ccT

Lys
AAG

vz
TAT

=
TAT

156

Sex
AGT

Gly
GGT

Gly
G&C
219

-
pory

ACG
282

Sez
cT

Lys
AXG

Ala
GG

Tyr Cys
TAC

345

Val val

408

Th>
ACT

Ser
<C

Ser
AGC
a7

Thr Val
ACG GIG
534

Ser
prae

Ser Ser Gly
TCA GGA

587

Thx
ALT
660

B

Lys TyT Gly

Ala
GCe

Ser

I
T

102
Phe

165

Gly
228

Sex
AGT
354

Ser

417

Glu
GAG
480

Txp
66
543

Leu
CIC
606

Cys
669

Pro

vypis sekvence

Pro Arg Txp
CCC AGA TGG
45

Thr

A

Leu
c1G
111

Ile
ATC

Azg
e
174

Asn
AAT
237

GGC ACC

Phe
TIC

Sex

v~
-

300

Ile
T ATA

Leu

TG
363

Ala Ser
GCT AGC
426

Ser Thr Ala
ACA GCC

483

Ser Gly
TCA GGC
552

Ser Leu
TCC CIC
615

val Asp
GTA GAT
678

Cyvs Pro

Pro

od:

The
ALC

Ala
GCC

Ala

(-

Pro

Pxo
cce
246

Leu
cIG
30

Leu

372

Lvs Gly
435

Gly
498

Leu Thr
CIG

561

* Sexr Val

624

Lys Pro
AG CCC
687

Cys Pxo
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Obr. 6 (pokracovani)

Proteinova sekvence tdZkého Fetézce anti-cd4d G4 (PE).

AGC AAC ACC AXG GIG

696 705

Ala Pro
G&A cct

Glu Pke Glu
GaG TIC GAG

Gly
GGG
768

Met Ile
ATG ATC

Pro
ccT
831

T Tyr
TAC
594

Thx
ACG
957

Lys Glu
ARG GAG
1011

Tv= Lys
T2C AAG
1020

Lvs Ala
AdA GCC
1074

Lys Gly
ARA GGG
1083

Glu Met Thr Lys
GAG ATG ACT AAG
1237

Asn Gln
ARC CAG
1146

Ala Val Glu Txp
GCC GIG GRG TGG
1200

Glu Ser
GAG AGC
1209

S
AC TC

a
Vv,

Phe
e
1272

Ser
<

25
85
;3

-

12

m
[N

Gly Asn Val Fhe
GGG AAT GIC TIC
1326

Ser Cys
TCA TGC
1335

e
[+

Sex
e

eu Ser Leu Gly
TCT C06G GGT

1398

EE)
d

[y
("]
o

9

Gly
GGA

Gl
GAG

714

Pro Sexr
CCA TQA
m

Lys Val
AAG GTC
1029

Pro Arg
CCC CGA
1052

Ser Leu
AGC CIG
1155

Gly Gln
GGG C3G
1218

Leu TyT
CTC TAC
1281

Val Met
GIG ATG
1344

gi

1 val

723 732

tvval Phe Leu Phe Pro Pro
GTC TIC CIG TIC CCC CCA
786 795

Cys Val Val Val Asp Val
TGC GIG GIG GIG GAC GIG
849 858

val Glu Val His Asn Ala
GIG GAG GG CAT AAT GCC
912 921

<

val
GTC
984

Leu
GXX CIC
975

Tax
ACC

RE

Asn Lvs Gly Leu Pro
AAC A”A GG CIC CCG
1038 1047

Ser
paaced

Glu
GAG

Pro Gln Val Tyr Thr
CCA CAG GTG TAC ACC
1101 1110

Thx

acc

Cys Leu Val Lys Gly
TGC CIG GICT AAA GGC
1164 1173

Glu Asn Asn Tyr Lys
GAG AAC AAC TAC AAG
1227 1236

Pro
(o

Arg lLau Thr Val Asp
AGG CTA ACC GIG GAC
1290 1299

Glu ala Leu His Asn
GAG GCT CIG CaC AAC
1353 1382

-92-

GAC AAG AGA GIT GAG TCC AAA TAT GGT CCC CCA TG

Lys
ARA

Sexr

Lys
AAG

Leu

Sex
TCC

Leu
clG

Phe

Lys
AAG

Bis

CCA CTA TG €A
741 750

Pro
ccc

Lys
AAG
804

Gln Glu
GAA

867

Thx Lys
ACA ARG
930

His Glna
CAG

9583

Ile
ATC GA&G
1056

Sex

-
-

Pro Pro Ser
CCC CCA TCC CAG GAG
1119 1128

Asp Ile
Gac AIC
1191

Tyr Pro
TAC cc2
1182

val Leu
GIG CIG
1254

Thr Pro
ACG CCT
1245

Gln Glu
CAG GAG
1317

B

[
W
o
@

Tyr Thx Gln Lys Ser
TAC ACA CAG AAG AGC
1371 1380
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Obr. 7 - 1

Oligonukleotidové primery pro amplifikaci t&Zkého rfetézce
variabilnich Gseki opi&iho imunoglobulinu

5'souhlasné (,sense") primery

A. Primery obsahujici misto Sall pro d&asné vedouci sekvence
tézkych retézcu &lovéka nebo opice

V41 5 ACTAAGICGACATGCGACTGGACCTGG T

Vy2 5" ACTAAGTCGACATGCACATACTTTGTTCCAC 3
Vi3 5" ACTAAGTCGACATGCAGTTTGGCECTGAGC 37
V¢ 5 ACTAAGTCCACATGAAACACCTGTGCTICTT 3°
VES 5" ACTAAGTCGACATGGGGTCAACCGCCATCCT 3

Vi 5 ACTAAGTCGACATGTCTGTCTCCTTICCTCAT 3

B. Primery obsahujici misto Mlul pro pozdni vedouci sekvence
tézkych retézcu ¢lovéka nebo opice

Vyl 5 GGCAGCA GC(CT) ACG CGT GCC CAC TCC (;:\G GT 3
V2 5'GACC GTC CCG ACG CGT GT(TC) TIGTCC CTAG GT &
Vi3 5 GCTATTTIC ACG CGT GTC CAG TGT é:\G 3

Vg4 5 GCGGCTCCCACGCGTGTCCTGTCC gAG 3

+1

V8 5 GGCTGTTCTC ACG CGT GTCTGT GCCCAG GT 3°




CZ 291036 B6

Obr. 7 - 1 {(pokracovani)

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

Vyl.3as 6:‘\GGTGCAGCTGm§A§_TCTGG
V2 gAGGTCAACTTAQE_GAﬁTCTGG

V30 +E-IA(.‘-:G;TGCAGC'l’GMTCTGG
Vit gAGGTGCAGCTGQIC_GAQTCGGG

+1

V6 CACGTACAGCTGLTCGAGTCAGG

3 primery opadné orientace (,anti-sense")

A. Primery (fetdzce opadné orientace) obsahujici misto Nhel
pro konstantni oblast té&Zkych fetézcl &lovéka nebo opice

+118 +110
16G, 4 5 CGGCCGGATGC CCTAGC TGAGGAGAC GG S
Nhe 1

-94 -
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Obr. 7 - 2

Oligonukleotidové primery pro amplifikaci variabilnich
oblasti lehkych fet&zci opidiho imunoglobulinu

5 souhlasné (,sense") primery

A. Pfimery obsahujici misto BglII pro c¢asnou vedouci sekvenci
lehkého kapa Xetézce &lovéka nebo opice

5"ATCACAGATCTCTCACCATGGTGTTGCAGACCCAGGTC 3’
5’ ATCACAGATCTCTCACCATGG{CA)C(AT)CCCC(TA)GC(TCG)CACCT 3
5'ATCACAGATCTCTCACCATGCACATGAGGGTCCCCECTCAG 37

5'ATCACACGATCTCTCACCATGGACAC(GAC)AGGGCCCCCACTCAG 3°

B. Primery obsahujici misto BglII pro asnou vedouci sekvenci
lehkého lambda Fetézce Elovéka nebo opice

MTCACAGATCTCTCACCATGGCCTCCGGCTCTGCTGCTCC 37

ATCACAGATCTCTCACCATGGCCTGGGCTCCACTACTIC 3°
ATCACAGATCTCTCACCATGACCTCCTCCCCTCTCCTCC 3
ATCACAGATCTCTCACCATGCCCTCGCACTCCTCTCTITC 3

ATCACAGATCTCTCACCATGACTTGGACCCCACTCCTC 3

-95.
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Obr. 7 - 2 (pokracovani)

3 primery opalné orientace (,anti-sense“)

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

opice

+108 +37
Ckzppa SCCOTTITGATTICCAGCTT GGTACC TCC ACC GAACGT 3
Kpn 1
+112 +103
5 TGC.AGC ATCCGTACG TITGATTICCAGCTT &
Bsiwl

B. Primery (fet&zce opadné orientace) obsahujici mista EKpnI,
HindIII a AvrII pro konstantni oblast lehkého lambda fetézce

élovéka nebo opice

Clambaa
+107 +39
5" ACC TAG GAC GGT AAGCTTCGGTACCTCC GCC &
Hndll  Kpnt
+107 +97
5" ACC TAG GAC'GGT CA(C/G) (C/G)TT GGT ACC TCC GCC GAACAC 3
Kpn 1
+110 +102

8 CTT GGG CTG ACC TAGGACGGTCAGCCG ¥
Avrll

-96 -
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Obr. 8

A. Variabilni oblast téZkého fetdzce

VH1 5"  CCATGGACTGGACCTCG 3’
VH2 5" ATGGACATACTTTGTICCAC 3’
VH3 5" CCATGGAGTTTGGGCTGAGC 3
VH4 5" ATGAAACACCTGTGGTICTT 37
VH5 5"  ATGGCGGTCAACCGCCATCCT 3
VHE 5" ATGTCTGTCTCCTTCCTCAT 3°

14

+119 +115
oM 5" TTGGGGCCGATGCACT 3
+119 +11S
oG4 5" GATGGGCCCITGGTGGA 3

C. Variabilni oblast lehkého fetézce

+4 ) +10
Kappa 5’ G ATG ACC CAGTCTCCA (G/T)ICCTC 3
-9 3
Lambda 5’ CTC A(C/M)T (T/C)G/A)C TGC (A/C)CA GGG TCC 3

D. Konstantni oblast lehkého fetézce, vlakno opadné orientace
(,antisense"™)

+115 +110
Kappa 5 AA GACAGATGGTGCAGCCA 3
+118 +112

Lambda 5 G CAACAGAGTGACCGAGGGG 3

-97-
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Obr.
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Procanta specifické lyze

CZ 291036 B6

Obr. 12

Specificka 1lyze bun&k SupTl-18 v pfitomnosti protilatek CES.1
a 4D9 typu Anti-CD4

50
407 38— 4D9 (IgG28) my3
=——Cmee  CEG,1 (gGD)

: = spontanni
30-

1 —
20 ' e R o v P—ryy—r—ry

1 10 100

Protilatka (ug/ml)
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Obr. 13

Kontrola £29.1 PRO9ES

-
~
-
I
-

»

2
o eadaaga o oa by

1]

TR PRy T >
10! 101 109 0

-

Intenzita fluorescence

Vazba Clg k CE9.1 na buiiky CD4+ SupTl
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Procenta specifické lyzy

CZ 291036 B6

Obr. 14

Lyza bunék T1-18 protildtkami CE9.1 a 4D9 typu Anti-CD4
zprostfedkovanid komplemntem

O  4(D9(mn-IgG2a)

O

] ' 4

20 30
Protilatka (ug/ml)
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Po&ty bunék CD4 a CD8 u Simpanzi opakovand oSetfovanjch CE9.1
v davce 10 mg/kg télesné hmotnosti (mpk).

-~ Skupina 1 (CA9691)
S25yy \ 4 A\ 200 v ¥ \j
20 15
~10 “5)
"'E g,q— : oCD4' 'CDB-CEJB L — . ,'CEG
N 0 50 100 150 0 50 100 150
) Skupina 1 (CA0132)
304y v v 207 ¥ v v
3B o NS s
20
215 10 WN\
14 ] 18 5
Qo‘ Orr* [ kg Ty v O'Yl"' y— L AN Saatig
0 50 100 150 0 50 100 150
~ Skupina 2 (CA0115) 10 mpk
© 251 v v 20y v v 4
™ 201 157
" 15' 10.
~ 101
o 51 51
E 0 ——— D
} 0 50 100 150 0 80 100 150
) Skupina 2 (CA0122) 10 mpk
5201Y v M 20 v v v
0 151 151
2 107 101
>8 57 51
ﬂo‘ 0‘ L ¥ Al v L 0. Ty "y o 1
0 50 100 150 0 50 100 150
Skupina 3 (CA6049) 10 mpk
~15) v v 201y v v
m
3 101 ;’g
L 5.
o, 032 e — 4 T ———r ——
E 0o 100 200 300 0 100 200 300
> Skupina 3 (CA0100) 10 mpk
RER4 v \/ 201 v v v
5 101 151
a2 101 W‘f\/
» 5 5 4
)8 07 b4 T ¢ it 0< T LSS v LS. SRR A A s |
8 0 100 200 300 0 100 200 300
Cas (dny) Cas (dny)
Obr. 15
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Obr. 16

PCR primery pro konstantni oblast lidského v4
5 GGGG GGA TCC TCATIT ACCCAGAGACAGGG 3

v pm——— T
e s e e

BamH [
B G S RR rins e e e e s
5 GGGG GCT AGC ACC AAG GGC CCATCC GTC TIC

PCR mutageneze lidského 74

EDETEITITPCR Promer oo s e T S s e
5'CCG GGA GAT CAT. GAG AGT GTC CTT GGG TTT TGG GGG GAA CAG GAA GAC

BspH I
Glu Pro
TGA TGG TCC CCC CTC GAA CTC AGG TGC TGG GCA TGG TGG GCA TGG GGG 3

BMialond -G E2 1257 PCR Primer i s S ore s e e

Nhe I
STCCTCA GCT AGC ACC AAG GGG CCATCC

rusi misto Apal

- 105 -




Sekvence t&zkého rfetdézce CD4

217969 (CESY4PE)

GG GIC

Mez
ATG

Gln
CAG

[11
vVal
(ryraed
128
Gly
192
Asn
255

Val

T &6

ais

Leu
TIA

sl

Lys His Leu
AMA CAC TG
9

Leu Gln Glu

CIC CAG GAG
5

Gly
G GGT
138

=2
63
201

Val
GIC
26

Asg

Thz
ACC

Ala
[eted

Ala
GSG
327

Leu
T?A

Tys

I=p
TAC TGS

63
3so

T

e
AN

Ser
-

L ad
e

Sez
=

Ile

—p
-

-

Asp
GAC

Gly
G3T

Phe
L e
- o

18

Gly
Gs<

Ile
ATC

Gly

GS<

Ile
AIT

ACG

Gin
CAG

CZ 291036 B6

Phe

X

Pzo
ate}
84

Sex
AGS
147

Ty
TAC
210

Sex
py=>N
273

Ala
Gcs
336

Gly
G3A
39¢

Obr. 17

Leu Leu
¢zt C¢C
27

Leu
Lrye]

Val
GG
93

Gly Leu
GoA G5

Gly Asp
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