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Inventia se referd la un anticorp recombinant monoclonal, la o compozitie
farmaceutica cu acesta si la 0 metoda de tratare a alergiilor si a altor conditii asociate
cu producerea in exces a IgE la un om utilizatd in tratamentul si diagnosticarea
conditiilor mediate de IL4.

Este cunoscut din US 5041381 un anticorp monoclonal avand specificitate de
legare a interleukinei 4 umane.

Este, de asemenea, cunoscut ca bolile alergice sunt relativ minore, cum ar fi,
rinita si conjunctivita sezoniera, mai serioase, cum ar fi, astmul si dermatita atopica
si periculoase pentru viata ca socul anafilactic. Legat de aceste conditii este réspunsul
imun al corpului la alergeni, réspuns care implicd producerea anticorpilor de imuno-
globulina E (IgE) la indivizi predispusi genetic (atopi). Inhibarea producerii IgE a fast un
tel indelungat in imunoterapia bolii alergice prin folosirea vaccinurilor de desen-
sibilizare. Totusi, in anii din urma, siguranta si eficacitatea terapiei prin vaccinare a
fost pusa sub semnul intrebarii, dar dorinta de a reduce nivelurile IgE nu a cunoscut
o scadere.

Interleukina 4 (IL4) este o proteina mediatoare din sistemul limfoid. Studiile lim-
focitelor de la indivizi atopici au ardtat prezenta unui numar mai mare de limfocite T
capabile s& secrete IL4 ca raspuns al stimularii si cantitati mai mari de IL4 secretate
dupa simulare.

Anticorpul antHL4 s-a dovedit c& inhiba IgE, dar nu si IgG sau IgG,, (Finkeiman
si colab., Ann.Rev.Immunol., 8:303 (1990)) si producerea de IL5 secretats de celu-
lele T (Magg si colab., J.Immunal. 148:2142(1992)). In plus, date recente sugereaza
ca IL4 poate afecta acumularea eozindfilelor in tesuturi. Vezi, de exemplu, Tepper si
colab., Cell, 62:457 (1990); Tepper si colab., Cell, 57:503(1989).

Ramane ca o necesitate in domeniu, producerea unui antagonist IL4 de inalt3
afinitate, care ar reduce inflamatia eozinofilica, atat prin reducerea proliferarii care
secreta LS, céat si prin inhibarea unui mecanism prin care eozinofilele se pot acumula
in tesuturi si pot fi folosite pentru tratarea, prevenirea sau diagonisticul reactiilor
alergice.

Problema pe care o rezolva inventia este de a obtine un anticorp monoclonal
recombinant, o compozitie farmaceutica si punerea la punct a unei metode de tratare
a alergiilor i a altor conditii asociate cu producerea in exces IgE la un om.

Anticorpul monoclonal recombinant, conform inventiei, este constituit din
regiunea variabild a lantului greu care cuprinde in ordine, prima regiune determinanta
a complementaritatii avand secventa Thr Ser Gly Met Gly Val Ser (SECV NR. 22), a
doua regiune determinantd a complementaritétii avand secventa His lle Tyr Trp Asp
Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser (SECV NR. 24), a treia regiune deter-
minanta a complementaritatii avand secventa Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp
Val (SECV NR. 26); iar regiunea variabild a lantului usor cuprinde, in ordine, prima
regiune determinantd a complementaritatii avand secventa Lys Ala Ser Gin Ser Val
Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn (SECV NR. 16), a doua regiune determinant3
a complementaritatii avand secventa Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser (SECV NR. 18), a
treia regiune determinantd a complementaritatii avand secventa Gln GIn Ser Asn Glu
Asp Pro Pro Thr (SECV NR. 20).

Compozitia farmaceutica, conform inventiei, contine 0,5...20%, in greutate,
anticorp monaoclonal definit in revendicarea 1 si un purtitor acceptabil farmaceutic.
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Metoda de tratare a alergiilor si a altor conditii asociate cu producerea in exces
a IgE la un om, conform inventiei, consta in aceea ca se administreaza o compozitie
farmaceuticad definitd in revendicarea 15, astfel, incat cantitatea de anticorp
recombinant monoclonal definit in revendicarea 1, sa fie cuprinsd, in intervalul
0.1...20 mg/70 kg corp, parenteral, de preferintd, intramuscular, la un interval de
timp cuprins, intre 2 zile pana la 3 s&ptamani. "

Prin aplicarea inventiei se obtin urmdtoarele avanaje:

- reduce durata tratamentului in cazul tratarii conditiilor alergice;

- moleculele purtdtor determind cresterea timpului de injumatatire al
proteinelor de fuziune.

Inventia de fata furnizeaza o proteind de fuziune care are afinitate de legare
pentru interleukina<4 si care cuprinde regiuni care determina complementaritate (CDR-
1) derivata de la un anticorp de neutralizare non-uman (Mab) caracterizat printr-o diso-
ciere constantd, egald sau mai mica de 2 x 10'°M, pentru IL4 umana si un prim par-
tener de fuziune in care, cel putin una si, de preferinta, toate regiunile care determina
complementaritatea (CDR-uri] ale primului partener de fuziune sunt inlocuite prin CDR-
uri de la anticorpul monoclonal non-uman (Mab). Anticorpul monoclonal de neutralizare
non-uman poate fi ales dintr-un grup care consta din 3B9 si 6A1, asa cum este
descris mai pe larg in descrierea detaliatd. De preferintd, proteina de fuziune este
legata functional la o a doua proteina de fuziune care cuprinde in totalitate sau partial
un lant constant de imunaglobulina.

Inventia furnizeaza CDR-uri derivate de la anticorpi monoclonali de neutralizare
non-umani (Mab) caracterizat printr-o disociere constanta, egald sau mai mica de 2
x 10"° M pentru IL4 umana si molecule de acid nucleic care codifica astfel de CDR-
uri.

Inventia asigurd anticorpi umanizati care au, cel putin una si, de preferinta,
sase regiuni care determind complementaritate (CDR-uri) derivate de la anticorpi
monaclonali de neutralizare non-umani (Mab) caracterizati printr-o disociere constanta,
egald sau mai mica de 2 x 10'°M pentru IL4 umana.

Intr-un alt aspect, este dat un anticorp himeric care contine regiuni constante
ale lantului greu si usor uman si regiuni variabile ale lantului greu si usor derivate de
la anticorpi monoclonali de neutralizare non-umani (MAb) caracterizati printr-o
disociere constant3, egald sau mai mica de 2 x 10'° M si pentru IL4 umana.

Inventia asigura, de asemenea, o compozitie farmaceutica care contine una
(sau mai muite) dintre proteinele de fuziune sau MAb-uri (de exemplu, umanizati,
himerici etc.) si un purtator acceptabil farmaceutic.

Inventia asigura o metoda pentru tratarea si/sau prevenirea conditiilor alergice
la oameni prin administrarea la numitii oameni ai unei cantitati eficiente din compozitia
farmaceutica a inventiei.

Inventia de fata furnizeaza metode si componente utile in praducerea proteine-
lor de fuziune recombinante, MAb-uri (de exemplu, umanizati, himerici, etc.), CDR-uri
ale acestora, un Fab (fragment antigen bindidinol} sau F(ab), sau analog al acestora
care este derivat de la anticorpi monaoclonali de neutralizare non-umani (MAb), carac-
terizati printr-o disociere constantd, egald sau mai micd de 2 x 10'°M pentru IL4
uman. Aceste componente includ secvente izolate de acid nucleic care recaodifica,
plasmizi recombinanti care contin secventele de acid nucleic sub controlul substantelor
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reglatoare selectate capabile sa orienteze expresia acestora in celule gazda si celulele
gazda (de preferintd, de la mamifere) transfectate cu plasmizii recombinanti. Metoda
de producere implica cultivarea unei linii de celule gazda transfectate ale prezentei
inventii in conditii, astfel, incat se exprima un anticorp, de preferinta, un anticorp
umanizat in numitele celule si izolarea produsului exprimat din acestea.

Inventia prezinta si o metoda de diagnosticare a alergiilor si a altor conditii aso-
ciate cu producerea in exces a imunoglobulinei E la om, care cuprinde contactarea
unei probe de fluid biologic cu proteinele de fuziune, MAb-uri (de exemplu, umanizati,
himerici, etc.) si Fab-uri ale inventiei de fata si cercetarea pentru gésirea legarii intre
numita proteind de fuziune, MAb sau Fab si interleukina-4 umana. ,

Inventia, asigurd o metoda pentru cdutarea anticorpilor monoclonali care au un
titru ridicat pentru interleukina-4 umana care cuprinde: (a) prepararea unei linii celu-
lare hibridomice, caracterizatd prin secretia unui anticorp monoclonal fatd de
interleukina-4 umana; si (b) cercetarea numitei linii celulare hibridomice cu
interleukind-4 umana cuplata cu aldehidé sau interleukind-4 umana bictinilata. De pre-
ferintd, linia celulard hibridomica este cercetata cu interleukind-4 umana biotinilata.

De asemenea, este asigurat un MAb de neutralizare care are afinitate ridicata
pentru IL4, un fragment Fab sau un fragment F(ab’), al acestora, produs prin cerce-
tarea unei banci de produse ale hibridomului cu interleukind<4 umana cuplata aldehida
sau IL4 umana bictinilata.

Inventia de fatd asigura anticorpi monoclonali de neutralizare de rozitoare,
specifici pentru interleuking-4 umand si care au afinitate de legare, caracterizati printr-
o disociere constantd, egald cu sau mai mica cu 2 x 10'°M. Exemple de astfel de
anticorpi monoclonali sunt MAb 3BS murin si MAb, BA1 de sabolan si alti MAb-uri
avand aceleasi caracteristici de identificare (cu alte cuvinte, se leaga la acelasi epitop
(i) ca 3B3 sau BA1 cu o specificitate pentru IL4 uman si o disociere constants, egala
sau mai micd decat circa 2 x 10'°M). Alt aspect al inventiei este hibridomul
3426AlICIBS.

Inventia furnizeaza o diversitate de anticorpi, fragmente ale acestora si proteine
de fuziune, in special, anticorpi umanizati, care se caracterizeaza prin specificitate de
legare IL4 umana, activitate de neutralizare si afinitate inaltd pentru IL4 umana, asa
cum s-a exemplificat cu MAb 3B9 murin sau MAb 6A1 de sobolan. Aceste produse
sunt utile in terapie si compozitii farmaceutice pentru tratarea conditiilor alergice
mediate IL4 si mediate IgE. Aceste produse sunt, de asemenea, utile in diagnosticarea
conditiei mediate IL4 prin masurarea (de exemplu, prin ELISA) a nivelurilor endogene
de IL4 aflate in circulatie, la oameni.

“Proteina de fuziune” se refera la o proteina codificatd printr-o moleculd de
fuziune, care poate fi obtinutd prin expresie intr-o celuld gazda aleasa. Asemenea pro-
teine de fuziune sunt anticorpi obtinuti prin inginerie genetica, de exemplu, anticorpi
himeri - sau umanizati, sau anticorpi fragmentati carora le lipseste o parte a regiunii
constante de imunoglobuling, de exemplu, F,, Fab, sau F(ab), si alti asemenea.

“Moleculd de fuziune” se refera la o secventd de acid nucleic care codifica
regiuni care determind complementaritatea (CDR-uri) fatd de o imunoglobuling non-
umana care este inseratd intr-un prim partener de fuziune cuprinzand secventele
cadru variabil uman. Optional, primul partener de fuziune este linkat operational la un
al doilea partener de fuziune.
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“Primul partener de fuziune” se refera la o secventd de acid nucleic care
cadificd un cadru uman sau regiunea variabild de imunoglobulina in care CDR-urile
native (sau intalnite in mod natural) sunt inlocuite prin CDR-uri ale anticorpului donor.
Regiunea variabild umana poate fi un lant greu de imunoglobuling, un lant usor (sau
ambele lanturi), un analog sau fragmente functionale ale acestora. Astfel de CDR-uri
sau regiuni CDR, localizate in regiunea variabild a anticorpilor (imunoglobuline) se pot
determina prin metode cunoscute in domeniu. De exemplu, Kabat si colab.,
(Sequences of Proteins of iImmunological Interest, Editia a 4-a., U.S. Department of
Health and Human Services, National Institute of Health (1987)), descrie reguli pentru
localizarea CDR-urilor. In plus, sunt cunoscute programe de calculator utile pentru
identificarea regiunilor/structurilor CDR.

Termenul “titru ridicat” se referd la un anticorp care are o afinitate de legare
caracterizatd printr-un K, egal sau mai mic cu 2 x 10'° M pentru IL4 umana.

Prin “specificitate de legare pentru IL4 umana” se intelege un titru ridicat (sau
afinitate) péntru IL4 umana, nu bovind sau murina.

“Al doilea partener de fuziune” se refera la altd secventa nuclectidica care
codificd o proteind sau peptida la care primul partener de fuziune este fuzionat in
cadru prin intermediul unei secvente linker optionale conventionale (altfel spus, lincata
operational). De preferintd ea este o imunoblobulind. Cel de-al doilea partener de
fuziune poate s3 includ o secventd de acid nucleic care acelasi (adica, omolog - prima
si a doua proteind de fuziune sunt derivate de la aceeasi sursd) sau un anticorp de
interes suplimentar (cu alte cuvinte, heterolog). El poate fi un lant greu sau usor de
imunoblobuling (sau ambele lanturi ca parte a unei polipeptide unice). Al doilea parte-
ner de fuziune nu este limitat la o clasa sau izotip particular de imunoglobulina. In plus,
al doilea partener de fuziune poate cuprinde partea regiunii constante a unei imuno-
globuline, cum este cea gasita intr-un Fab sau F(ab), (cu alte cuvinte, o parte distincta
a unei regiuni constante umane, corespunzatoare, sau regiunea cadru). Al doilea
partener de fuziune poate cuprinde, de asemenea, 0 secventa care codificd o proteind
membranard expusa la exteriorul suprafetei unei celule gazda, de exemplu, ca parte
a unei banci fagice prezente sau o secventa care codificd o proteina pentru detectie
analiticd sau diagnostic, de exemplu, peroxidaza de hrean, fgalactozidaza, etc.

Termenii Fv, Fc, Fab sau F(ab), sunt folositi cu semnificatiile lor standard (vezi,
de exemplu, Harlow si colab., Antibodies A Laboratory Mannual, Cold Spring Harbor
Laboratory, (1988])).

Asa cum s-a folosit aici, un “anticorp prelucrat” descrie un tip de proteina de
fuziune, cu alte cuvinte, un anticorp sintetic (de exemplu, un anticorp himeric sau
umanizat) in care o portiune a domeniilor variabile ale lantului usor si/sau greu ale
unui acceptor ales sunt inlocuite prin parti analoage de la unul sau mai multi anticorpi
donori care au specificitate pentru epitopul ales. De exemplu, asemenea molecule pot
include anticorpi caracterizati printr-un lant greu umanizat asociat cu un lant usor
nemodificat (sau lant usor himeric), sau vice versa. Anticorpii prelucrati prin inginerie
genetica pot fi caracterizati, de asemenea, prin modificarea secventelor de acid
nucleic care cadifica regiuni cadru ale domeniului variabil usor si/sau greu ale anti-
corpului receptor in scopul pastrarii specificititi de legare a anticorpului donor. Acesti
anticorpi pot cuprinde inlocuirea unuia sau mai multor CDR-uri (de preferinta, toate)
de la anticorpul acceptor cu CDR-uri de la un anticorp donor descris aici.
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Un “anticorp himeric” se refera la un tip de anticorp prelucrat care contine
regiunea variabild intalnitd in mod natural (lant usor si lanturi grele] derivata de la un
anticorp donor in asociere cu regiunile constante ale lantului usor si greu derivate de
la un anticorp acceptor.

Un "anticorp umanizat” se refera la un tip de anticorp prelucrat care are CDR-
urile sale derivate de la o imunoglobulind donoare non-umana, partile moleculei care
nu sunt derivate de la aceea imunoglobuling fiind derivate de la una (sau mai multe)
imunoglobuline umane. In plus, resturile cadrului suport pot fi modificate pentru a pas-
tra afinitatea de legare (vezi, de exemplu, Quenn si colab., Prac.Natl.Acad.Sci.USA,
86: 10029-10032(1983), Hodgson si colab., Bio/Technology, 9:421(1991)).

Termenul “anticorp donor”, se refera la un anticorp (policlonal, monoclonal, sau
recombinant) care contribuie cu secvente de acid nucleic ale regiunilor sale variabile,
CDR-uri sau alte fragmente functionale sau analogi ai acestora la un prim partener de
fuziune, astfel, incét s& asigure molecula de fuziune si proteina de fuziune exprimata
care rezultd cu specificitatea antigenica si activitatea de neutralizare caracteristice
anticorpului donor. Un anticorp donor potrivit pentru utilizare in aceasts inventie este
un anticorp monoclonal de neutralizare non-uman [adica murin) desemnat ca 389.
Anticorpul 3BS este definit ca specific IL4-uman cu titru inalt {cu alte cuvinte, nu
recunoaste IL4 bovind sau murind), anticorp de neutralizare al izotipului lgG, avand
ADN-ul lantului usor variabil si secventele aminoacide ale SECV ID NR: 1 si 2 si ADN-ul
lantului greu variabil si secventele aminoacide ale SECV ID Nr: 3 si 4 pe o regiune
constanta corespunzatoare IgG murina.

Termenul “anticorp acceptor” se referd la un anticorp (policlonal, monaclonal
sau recombinant) heterolog la anticorpul donor, care contribuie cu toate (sau unele
portiuni, de preferintd, toate) ale secventelor acidului nucleic care codific regiunile
cadru ale lanturilor sale greu si/sau usor si/sau regiunile sale constante ale lantului
sau greu si/sau usor la cel de-al doilea partener de fuziune. De preferinta, un anticorp
uman este anticorpul receptor.

“CDR-uri” sunt definite ca secventele aminoacide a regiunii care determina
complementaritate ale unui anticorp care sunt regiunile hipervariabile ale lanturilor
grele si usor ale imunoglobulinei. Vezi, de exemplu, Kabat si colab., Sequences of
Prateins of Immunological Ingterest, Ed.4, U.S. Department of Health and Human
Services national Institutes of Health (1987). Exista trei COR-uri lant greu si trei CDR-
uri lant usor (sau regiuni CDR) in portiunea variabild a unei imunoglobuline. Astfel,
“CDR-uri” asa cum s-au folosit aici se refera la toate cele trei CDR-uri lant greu sau
cele trei CDR-uri lant usor (sau la toate CDR-urile lant usor si lant greu, daca este
corespunzator).

CDR-urile asigura majoritatea resturilor de contact pentru legarea anticorpului
la antigen sau epitop. CDR-urile de interes din aceast3 inventie sunt derivate de la
secventele lantului variabil greu si usor ale anticorpului donor si includ analogi ai CDR-
urilor intalnite in mod natural, analogi care, de asemenea, impartasesc sau pastreaza
aceiasi specificitate antigenica de legare si/sau capacitate de legare ca anticorpul
donor de la care ei s-au derivat.

Prin “impértasesc specificitate de legare antigenica sau capacitate de neutra-
lizare™ se intelege, de exemplu, c& desi MAb 3BS poate fi caracterizat printr-un anumit
nivel al afinitatii antigenice si un CDR codificat printr-o secvents de acid nucleic a 389
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intr-un mediu structural corespunzétor poate avea o afinitate mai scazuta sau mai
ridicat3, este de asteptat s& recunoasca totusi acelasi epitop(i) ca 3BS. Exemple de
CDR-uri lant greu ale 3B9 includ SECV ID NR: 22; SECV ID NR: 24; SECV ID NR: 26;
si exemple de CDR-uri lant usor de 3BS includ SECV ID NR: 16; SECV ID NR: 18 si
SECV ID NR: 20.

Un “fragment functional” este o secventa partial variabila de lant greu sau usor
(de exemplu, deletii minore la terminusul amino sau carboxi al regiunii variabile a
imunoglobulinei), care pastreazd aceiasi specificitate de legare antigenica si/sau
capacitate de neutralizare ca anticorpul de la care s-a derivat fragmentul.

Un “analog” este o secvent3 aminoacida modificata prin cel putin un aminoacid,
in care numita madificare poate fi chimica sau o substitutie sau o rearanjare a catorva
aminoacizi (altfel spus, nu mai multi de 10), modificare care permite secventei amino-
acide s# péstreze caracteristicile biologice, de exemplu, specificitatea antigenica si
titru sau afinitate ridicata a secventei nemodificatd. De exemplu, mutatiile facute pot
fi interpretate prin intermediul substitutiilor in sensul de a crea situri de restrictie
endonucleazica in sau regiunile care inconjoard CDR.

Analogii pot, de asemenea, s& apara ca variatii alelice. O “variatie sau modi-
ficare alelici” este o alterare in secventa de acid nucleic care codificd secventele
aminoacide sau peptidice ale inventiei. Astfel de variatii sau modificari pot fi datorate
degenerescentei in cadrul genetic sau pot fi facute deliberat prin inginerie pentru a
asigura caracteristicile dorite. Aceste variatii sau modificari pot sau nu pot avea ca
urmare alterdri in orice secventd aminoacidd. De exemplu, secventele aminoacide ale
CDR lant usor SECV ID NR: 16 sunt identice fatd de anticorpul murin 3B3 nativ sau
umanizat. Cu toate acestea, aceastd secventd CDR este codificatd prin ambele SECV
ID NR: 15 si SECV ID NR: 53. in mod similar, CDR cu SECV.ID NR: 22 este codificata
prin SECV ID NR: 21 si SECV ID NR: 54; CDR cu SECV ID NR: 24 este codificata prin
SECV ID NR: 23 si SECV ID NR: 55; si CDR cu SECV ID NR: 26 este codificata prin
SECV ID NR: 25 si SECV ID NR:56.

Termenul “agenti efectori” se referd la molecule purtator neproteice la care
proteinele de fuziune si/sau lantul usor sau greu natural sau sintetic al anticorpului
donor sau alte fragmente ale anticorpului donor se pot asocia prin mijloace conven-
tionale. Asemenea purtatori neproteici pot include purtdtori conventionali folositi in
diagnosticare, de exemplu, polistiren sau alte bile de plastic, polizaharide, de exemplu,
precum cei folositi in sistemul BlAcore (Pharmacia), sau alte substante neproteice
utile in domeniul medical si siguri pentru administrare la cameni si animale. Alti agenti
efectori pot include un macrociclu pentru chelatizarea unui atom de metal greu sau
radioizotopi. Asemenea agenti efectori pot fi utili, de asemenea, pentru cresterea
timpului de injumatatire al proteinelor de fuziune, de exemplu, polietilen glicolul.

Anticorpi monoclonali IL4 de inaltd afinitate

Pentru utilizarea in constructia anticorpilor, a fragmentelor si a proteinelor de
fuziune ale acestei inventii, se poate folosi o specie non-umana (de exemplu, boving,
ovina, primat3 sau de la rozitor (de exemplu, murind si de sobolan, etc.) pentru a ge-
nera imunoglobulina doritd cu infitisare IL4 umana nativd sau un epitop peptidic al
acesteia. Tehnicile hibridomice conventionale sunt folosite pentru a furniza o linie celu-
lara hibrodomicé care secretd un MAb non-uman fatd de IL4. Astfel de hibridomi sunt
triati apoi folosind IL4 atasat covalent la pléci cu 96-godeuri sau alternativ cu L4
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biotinilatd pentru folosire intr-un test de triere, asa cum este descris in detalii in
exemplul 2 de mai jos. Astfel, unul din aspectele inventiei de fatd este o metods
pentru detectarea MAb-urilor pentru IL4 umana in care sistemele de analizd evitd
denaturarea IL4. In asermenea maniera, s-a descoperit c3 pat fi detectati MAb-uri de
titru ridicat (sau inalta afinitate) pentru IL4 umana.

Ca exemplu, pentru prima oara este descrisa producerea unui MAb de neutrali-
zare de titru ridicat de la donor murin. MAb 3B89, care este un anticorp (donor) murin
de dorit pentru utilizare in dezvoltarea unui anticorp himeric sau umanizat, este
descris in detaliu in exemplul 1 de mai jos. 3B9 MAb se caracterizeaza printr-o specifi-
citate de legare antigenica pentru IL4 umana, cu un K, mai mic de 2,0 x 10'°M (circa
1.8 x 10"°M) pentru IL4. K ul pentru IL4 al unui fragment Fab al acestui 3B9 este
mai mic decat circa 3x10"°M. Epitopul acestui anticorp nu poate fi configurat la IL4
cu peptide lineare si plecand de la aceasta epitopul se considera a fi legat la un epitop
invecinat. Imaginea legarii sugereaza un sit de legare la regiunea bucld B-C {resturile
60 - 69) -~ helix C (resturile 70 - 93). Aceste regiuni se refera la desemnarile hartii
datd de Cook si colab., J.Mol.Bio., 218: 675 - 678 [1991'], Walter si colab.,
J.Biol.Chem., 267:20371-20376 (1992), Wilodaver et al. FEBS Lett., 309: 59-64
(1982), Redfield si colab., Biochem., 30:11029-11035 (1991), Smith si colab.,
J.Mol.Bio., 224:899-904 (1992), Garrett si colab., (1992) si Powers si colab.,
Biochem., 31: 4334-4346 (1992) si Science, 256: 1673-1677(1992), incorporate
aici ca referinte.

Alt anticorp donor dorit este MAb, 6A1 de sobolan. Producerea acestui MAb
este data mai jos in exemplul 7. Acest MAb se caracterizeazi ca fiind de izotip IgG,,
si avand o disociere constanta pentru IL4 mai mica de 2,0 x 10'°M (circa 1,6 x 10
'°M). Ca si cu 3B, epitopul tinta al acestui BA1 nu se configureaza cu peptide lineare
IL4 si epitopul este considerat prin urmare a fi neinvecinat si tridensional. Imaginea
legarii la muteina IL4 si activitatea sa biologica indica legarea n regiunea helixului D
a IL4 umana (resturile aminoacide 109 - 127), cel mai probabil in jurul tirozinei, la
restul aminoacid numarul 124. ,

Aceasta inventie nu este limitata la folosirea de 3B9 MAb, 6A1 MADb sau sec-
ventele lor hipervariabile (CDR-uri). Oricare alti anticorpi IL4 de titru inalt corespun-
zator caracterizati printr-o disociere constanta, egald sau mai mica decat 2 x 10'°M
pentru IL4 umana si CDR-urile corespunzitoare antiHL4 7i pot substitui pe acestia. In
descrierea care urmeaza unde anticorpul donor este identificat ca 3B9 sau BA1,
aceasta desemnare este facutd numai pentru ilustrare si simplificarea descrierii.

Fragmente de anticorp

Inventia de fatd include, de asemenea, utilizarea fragmentelor Fab sau
fragmentelor F(ab'’), derivate de la MAb-uri directionate impotriva IL4 umana. Aceste
fragmente sunt utile in vivo, ca agenti protectori impotriva conditilor mediate 1L4 si
IgE sau in vitro ca parti ale unui IL4 de diagnostic. Un fragment Fab contine in
intregime lantul usor si portiunea amino terminald a lantului greu; un fragment Flab'),
este format din doua fragmente Fab legate prin punti disulfurice. MAb-uri 3B9, 6A1
si alti anticorpi similari de inalta afinitate care leaga IL4, asigura surse de fragmente
Fab si fragmente F(ab’), care pot fi obtinute prin mijloace conventionale, de exemplu,
clivarea MAb cu enzimele proteolitice adecvate, papaind si/sau pepsinad sau prin
metode recombinante. Aceste fragmente Fab si F(ab’), sunt utile ele insale ca agenti
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terapeutici, profilactici sau de diagnostic si ca donori de secvente care includ regiunile
variabile si secventele CDR utile in formarea anticorpilor recombinanti sau umanizati
asemenea celor descrisi aici.

Secvente aminoacide gi nucleotidice anti-lL4 de interes

MADb 3B9 sau alti anticorpi descrisi mai sus pot aduce secvente precum sec-
vente peptidice variabile ale lantului greu si/sau usor, secvente cadru, secvente CDR,
fragmente functionale si analogi ai acestora si secventele de acid nucleic care le
cadifica, utile in desemnarea si obtinerea diverselor proteine de fuziune (inclusiv
anticorpi obtinuti prin inginerie} care sunt caracterizati prin specificitate de legare
antigenica a anticorpului donor.

Ca un exemplu, inventia de fata asigura, astfel, secventele lantului variabil ugor
si lantului variabil greu de la anticorpul 3B9 IL4 murin si secvente derivate de la
acesta. Regiunea variabild a lantului greu al lui 3B9 este caracterizat prin resturile
aminoacide 20 pana la 140 ale SECV ID NR: 4. Regiunile CDR sunt indicate prin
sublinierea din fig.2 si sunt date in SECV ID NR: 22; SECV ID NR.:24; si secv ID
NR:26. Regiunea variabild a clonei lantului usor a lui 3B9 se caracterizeaza prin
resturile aminoacide 21 la 132 din fig.1 (SECV ID NR:2). Regiunile COR sunt de la
resturile aminoacide 44-58 (SECV ID NR: 16); 74-80 (SECV ID NR: 18); si 113-121
(SECV ID NR: 20).

Sunt fuzionate regiunea variabild a catenei grele himerice si secventele nucleo-
tidice semnal si aminoacide. Aceste secvente sunt identice lantului greu 3BS cu
exceptia secventei semnalului. Secventa semnal a lantului greu himeric este data de
SECV ID NR: 5 si 6. Regiunile CDR sunt indicate prin sublinierea din fig.3 si sunt
identice in secventa aminoacida pentru-CDR-urile murine native (SECV ID NR: 21-26).
Secventele nuclectidice si aminoacide ale regiunii lantului usor himeric sunt identice
secventelor 3B9 nemadificate (resturile aminoacide 21-132 ale SECV ID NR: 2],
folosind secventele semnal naturale de soareci (resturile aminoacide 1-20 ale SECV
ID NR: 2).

0 regiune variabild a lantului greu umanizat si secvente semnal sunt ilustrate
in fig.4 (SECV ID NR: 11 si 12). Secventa semnal este datd de asemenea, in SECV
ID NR: 5 si 6. Alte secvente semnal corespunzatoare, cunoscute pentru cel cu
pregitire in domeniu, pot fi substituite pentru secventele semnal exemplificate aici.
Secventele aminoacide CDR ale acestui construct himeric sunt date in SECV 1D NR:
22 (codificatd prin SECV ID NR:54), SECV ID NR: 24 (codificata prin SECV ID NR: 55)
si SECV ID NR: 56 (codificata prin SECV ID NR:26).

Un exemplu de secventa variabild de lant usor umanizat (sintetic) este ilustrat
in fig.5 (SECV ID NR:13 si 14). Secventa semnal cuprinde resturile aminoacide 1 la
9 ale SECV ID NR:8. Secventele CDR din aceasta figurd sunt desemnate prin subli-
niere si diferd de CDR-ul murin nativ printr-un singur aminoacid al SECV ID NR: 20.
Astfel, CDR-urile lantului usor umanizat sunt furnizate prin SECV ID NR: 53 si 12,
SECV ID NR: 17 si 18 si SECV ID NR:27 si 28. Aceasta diferentad este descrisa in
detaliu in exemplul 3.

Secventele de acid nucleic ale acestei inventii, sau fragmente ale acestora,
care codifica lantul usor variabil si secvente peptidice ale lantului greu sunt folosite in
formad nemodificatd sau sunt sintetizate pentru a introduce maodificari dorite, de
exemplu, situri de restrictie. Secvente de acid nucleic, izolate de la cele intélnite in
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mod natural sau alternativ, sintetice, care sunt derivate de la MAb 3B9 sau alti anti-
corpi IL4 doriti de titru inalt, pot contine optional situri de restrictie pentru a facilita
inserarea sau ligarea intr-0 secventa de acid nucleic potrivitd precum cea care codifica
o regiune cadru de anticorp dorit, ligare cu CDR-uri mutate sau fuziunea cu o secventa
de acid nucleic care codifica un al doilea partener selectat pentru fuziune.

Luand in considerare degenerescenta codului genetic, pot fi construite diverse
secvente codificatoare care codificd secvente aminoacide care cadifica lantul variabil
greu si usor si secvente CDR ale inventiei, precum si fragmente functionale si analogi
acestora care impartdsesc specificitatea antigenica a anticorpului donor. Secventele
izolate de acid nucleic ale acesti inventii sau fragmente ale acestora, care cadifics
secvente peptidice variabile ale lantului sau CDR-uri se pot folosi pentru a produce
prateine de fuziune, anticorpi himerici sau umanizati sau alti anticorpi obtinuti prin
inginerie genetica ai acestei inventii cand s-au combinat operational cu un al doilea
partener de fuziune.

Aceste secvente sunt, de asemenea, utile pentru intraducerea mutagenica a
schimburilor specifice in secventele de acid nucleic care codificd CDR-uri sau regiuni
cadru si pentru incorporarea secventei aminoacide modificate rezultate sau de fuziune
intr-un plasmid pentru expresie. De exemplu, substitutiile ficute in secventa nucleo-
tidica a regiunilor care codificd cadrul si CDR s-au folosit pentru a crea situri de
restrictie enzimatica care au facilitat insertia regiunilor CDR mutate (si/sau cadru).
Aceste regiuni CDR s-au folosit in constructia unui anticorp umanizat al acestei
inventii.

Ar fi de remarcat ca, in plus fatd de secventele izolate de acid nucleic care
codifica portiuni ale proteinei de fuziune si anticorpii descrisi aici, pot fi folosite alte
astfel de secvente de acid nucleic, cum ar fi, cele complementare la secvente native.
Secvente ADN utile includ acele secvente care hibridizeaza in conditii de hibridizare
stringente (vezi, T.Marinatis si colab., Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold
Spring Harbor Laboratory (1982}, pp. 387 la 389) la secventele ADN. Un exemplu,
al unei astfel de conditie de hibridizare stringent3 este hibridizarea 4 x SSC la 65°C,
urmata de o spalare in 0,1 x SSC la 65°C pentru o ord. Alternativ, o conditie exempli-
ficatoare de hibridizare stringentd este in 50% formamida, 4 x SSC la 42°C. De
preferinta, aceste secvente ADN hibridizate sunt ca marime de cel putin 18 nuclectide
lungime, adica, aproximativ marimea unui COR.

Molecule de fuziune si proteine de fuziune

Molecule de fuziune pot codifica proteine de fuziune care includ anticorpii obti-
nuti prin inginerie, precum anticorpii umanizati. O moleculd de fuziune dorits contine
secvente CDR care codificd peptide avand specificitatea antigenica a unui anticorp IL4,
de preferintd, un anticorp de afinitate ridicatd cum s-a asigurat prin prezenta inventie,
inserat intr-un prim partener de fuziune (un cadru uman sau regiunea variabila a
imunoglobulinei umane).

De preferintd, primul partener de fuziune este linkat operational la un al doilea
partener de fuziune. Cel de-al doilea partener de fuziune este definit mai sus si poate
include o secventé care cadificd o a doua, regiune anticorp de interes, de exemplu,
o regiune Fc. Asa-numitii al doilea partener de fuziune pot include, de asemenea, sec-
vente care codifica alte imunoglobuline la care regiunea constantd a lantului usor sau
greu este fuzionatd in cadru sau prin intermediul unei secvente linker. Anticorpii
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obtinuti prin inginerie geneticd orientati impotriva fragmentelor functionale sau
analogilor IL4 pot fi desemnati pentru a provoca sporirea legarii cu acelasi anticorp.

Al doilea partener de fuziune poate fi asociat, de asemenea, cu agenti efectori
cum s-a definit mai sus, incluzand molecule purtdtor neproteice, la care cel de-al
doilea partener de fuziune poate fi linkat operational prin mijloace conventionale.

Fuziunea sau linkajul dintre cei doi parteneri de fuziune de exemplu, secvente
anticorp si agentul efector, se pot face prin orice mijloace potrivite, de exemplu, prin
legaturi conventionale covalente sau ionice, fuziuni de proteine sau linkeri reticulati
hetero-bifunctionali, de exemplu, carbodiimida, glutaraldehidd si alte asemenea.
Asemenea tehnici sunt cunoscute in domeniu si sunt descrise in lucrari de chimie si
biochimie conventionala.

Suplimentar, in molecula de fuziune pot fi, de asemenea, construite secvente
linker conventionale care asigurd, simplu, marimea dorita a spatiului dintre al doilea
partener de fuziune si agentul efector. De asemenea, astfel de linkeri sunt bine-
cunoscuti celor cu pregatire in domeniu.

Pentru sporirea expresiei pot fi maodificate suplimentar, secventele semnal
pentru moleculele inventiei. Ca un exemplu, o proteind de fuziune doritd avand o
secventd aminoacida a secventei lantului greu murin, care este identica lantului variabil
greu himeric (V,)) din fig.2 (SECV ID NR:4), a avut peptida semnal originalad inlocuita
cu alte secvente semnal (resturile aminoacide 1-20) (SECV ID NR: 6).

O proteind de fuziune exemplificatoare, contine o peptida variabila a lantului
greu si/sau usor sau secventa proteinei avand specificitatea antigenicd a MAb 3BS,
de exemplu, lanturile V,, (resturile aminoacide 21-141 ale SECV ID NR: 8 si 10) si V,
(resturile aminoacide 21-132 ale SECV ID NR: 1 si 2). O altd proteind de fuziune
doritd a acestei inventii se caracterizeaza prin secventd aminoacida care contine, cel
putin una si, de preferintd, toate CDR-urile regiunii variabile ale lanturilor grele si/sau
usoare ale moleculei anticorpului murin 3BS, secvente care raman fiind derivate de
la o sursd umana sau un fragment functional sau un analog al acesteia. Vezi, de
exemplu, regiunile V,, si V, umanizate ale SECV ID NR: 11 si 12 si SECV ID NR:13 si
14 (fig. 4 si 9).

Intr-o altd realizare, anticorpul inventiei obtinut prin inginerie geneticd poate
avea atasat la el un agent suplimentar. De exemplu, poate fi folosita procedura
tehnologiei ADN recombinant pentru a produce un anticorp prelucrat prin inginerie
geneticad conform din inventie in care fragmentul Fc sau domeniul CH; al moleculei
complete a anticorpului a fost inlocuit printr-o enzima sau altd moleculd detectabila (cu
alte cuvinte, o polipeptida efectoare sau moleculd raportoare).

Cel de-al doilea partener de fuziune poate, de asemenea, sa fie linkat opera-
tional la o peptidd non-imunoglobulind, proteind sau fragment al acestora, heterolog
la secventa care contine CDR, avand specificitatea antigenica a 3B murin. Proteina
rezultatd poate prezenta la expresie, atdt specificitate antigenica anti-L4, cat si
caracteristicile nonimunoglobulinei. Aceea caracteristica a partenerului de fuziune,
poate fi, de exemplu, o caracteristica functionald, cum ar fi o altd legare sau un alt
domeniu receptor, sau o caracteristica terapeutica daca partenerul de fuziune este
el insusi o proteind terapeuticad sau caracteristici antigenice suplimentare.

O alta proteind preferatd a acestei inventii poate cuprinde o molecula anticorp
completd, avand lanturile greu si usor de lungime intreaga sau orice fragment alcatuit
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din elemente diferite ale acestora, ca fragmente Fab sau F(ab’),, un lant greu dimer
sau orice fragment recombinant al acestora precum Fv sau un anticorp monaolant
(SCA] sau orice altd moleculd cu aceiasi specificitate ca MAb donor ales, de exemplu,
MAb 3B9 sau BA1. Astfel de proteina poate fi folositd sub forma unei proteine de
fuziune sau se poate folosi in forma sa nefuzionata.

De céte ori cel de-al doilea partener de fuziune este derivat de la alt anticorp,
de exemplu, orice cadru de izotip sau clasa de imunoglobulind sau regiune constanta,
rezultd un anticorp prelucrat prin inginerie. Anticorpii obtinuti prin inginerie pot
cuprinde regiuni constante de imunoglobulin (lg) si regiuni cadru de la o sursa, de
exemplu, anticorpul acceptor si una sau mai multe (de preferintd, toate) CDR-urile de
la anticorpul donor, de exemplu, anticorpul antiHL4 descris aici. n plus, se pot face
modificéri, de exemplu, deletii, substitutii sau aditii la nivelurile acidului nucleic sau
aminoacizilor regiunii cadru a domeniului variabil usor si/sau greu al MAb acceptor,
sau regiunilor CDR donoare in scopul pastrarii specificitétii de legare antigenice a
anticorpului donor.

Asemenea anticorpi obtinuti prin inginerie sunt desemnati sa foloseasca unul
(sau ambele) lanturi variabile greu si/sau usor ale MAb IL4 (optional modificate cum
s-a descris) sau unul sau mai multe CDR-uri ale lantului greu sau usor identificate in
continuare (vezi, exemnplul 3). Anticorpii obtinuti prin inginerie ai inventiei sunt de
neutralizare, cu alte cuvinte, ei blocheaza legarea la receptorul proteinei IL4. De
exemplu, anticorpul prelucrat prin inginerie genetica, derivat de la MAb 3B9 este
orientat impatriva unui epitop proteind tertiara specific al IL4 umane, presupus a fi la
regiunea bucld B-C - helix C, asa cum s-a descris mai sus.

Astfel de anticorpi prelucrati prin inginerie pot include un anticorp umanizat
care contine regiunile cadru ale unei imunoglobuline umane alese sau subtip sau un
anticorp himeric care contine regiuni constante ale lantului greu si usor uman fuzionat
la fragmente functionale de anticorp IL4. Un anticorp uman acceptor corespunzitor
(sau de alt animal) poate fi unul ales dintr-o baza de date conventionald, de exemplu,
KABAT® database, Los Alamas database si Swiss Protein database, prin omoalogie la
secventele nucleotidice si aminoacide ale anticorpului donor. Un anticorp uman
caracterizat printr-o omologie la regiunile cadru ale anticorpului donor (pe baza unui
aminoacid) poate fi adecvat pentru a furniza o regiune constants a lantului greu si/sau
0 regiune cadru variabild a lantului greu pentru inserarea COR-urilor donorului. Un
anticorp acceptor potrivit capabil s doneze regiuni constante ale catenei usoare sau
regiuni cadru variabile se poate alege in mod similar. Ar fi de remarcat ¢ lanturile
grele si usoare ale anticorpului acceptor nu este necesar s fie originare de la acelasi
anticorp acceptor.

Regiunile heteroloage constante si cadru dorite sunt alese de la clase si
izotipuri de imunoglobulind umand, ca IgG (subtipurile 1 la 4), IgM, IgA si IgE. Cu toate
acestea, anticorpul acceptor nu este nevoie s& cuprindd numai secvente proteice de
imunoglobulind umana. De exemplu, poate fi construitd o gena in care o secventi ADN
care codificé partea lantului de imunoglobulind uman este fuzionat3 la o secventa
ADN care codificd o secventd aminoacids non-munoglobulinicad, cum ar fi, o
polipeptida efectoare sau o moleculd raportoare.

Un exemplu al unui anticorp umanizat dorit in mod special contine CDR-uri ale
lui 3B9 inserate pe regiunile cadru ale unei secvente de anticorp uman ales. Pentru
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anticorpi umanizati de neutralizare, una, doud sau de preferinta, trei CDR-uri din
regiunile variabile ale lantului greu si/sau lantului ugor ale anticorpului IL4 sunt inse-
rate in regiunile cadru ale secventei anticorpului uman ales, care inlocuiesc CDR-urile
native ale ultimului anticorp.

De preferinta, intr-un anticorp umanizat, domeniile variabile in ambele lanturi

greu si usor au fost modificate prin inginerie genetica prin una sau mai multe inlocuiri

CDR. Este posibil s& se foloseasca toate sase COR-urile sau diverse combinatii de mai
putin de sase CDR-uri. Este 'posibil sa se inlocuiascd CDR-uri numai in lantul greu
uman, folosind ca lant usor lantul usor nemodificat de la anticorpul uman acceptor.
Ca alternativd, se poate selecta un lant usor compatibil de la alt anticorp uman
recurgand la baze de date de anticorpi conventionali. Restul anticorpului modificat prin
inginerie se poate deriva de la orice imunoglobulind umana acceptoare
corespunzatoare.

Anticorpul umanizat modificat astfel prin inginerie are de preferinta structura
unui anticorp uman natural sau un fragment al acestuia si poseda combinarea pro-
prietatilor cerute pentru folosire terapeutica eficienta, de exemplu, tratamentul bolilor
inflamatorii mediate de IL4 la om sau pentru utilizéri in diagnostic.

Ca un alt exemplu, un anticorp madificat prin inginerie poate s& contind trei
CDR-uri ale regiunii variabile a lantului usor al 389 (SECV ID NR: 16, 18, 20 si 28)
si trei CDR-uri ale regiunii variabile a lantului greu al lui 3BS (SECV ID NR: 22, 24 si
26). Anticorpul umanizat rezultat este caracterizat prin specificitatea de legare
antigenica si afinitatea inaltd a MAb 3B9.

Se va intelege de catre cei specializati in domeniu c& un anticorp obtinut prin
inginerie poate fi modificat in continuare prin schimbari in aminoacizii domeniului
variabil f&r& sa se afecteze in mod necesar specificitatea si afinitatea ridicatad a anti-
corpului donor (altfel spus, un analog). De exemplu, s-au construit anticorpi mono-
clonali umanizati in care restul aminoacid al lantului usor la pozitia 120 a fost o
arginina (SECV ID NR:13 si 14) sau treonind (SECV ID NR:57 si 58). Se anticipeaza
ca aminoacizii lantului greu si usor pot fi substituiti prin alti aminoacizi, fie in cadrele
domeniului variabil, fie in CDR-uri sau in ambele. .

in plus, regiunea constantd poate fi modificatd pentru a spori sau descreste
selectiv proprietétile moleculelor inventiei de fatd. De exemplu, dimerizarea, legarea
la receptori Fc sau capacitatea de a lega si activa complementul (vezi, de exemplu,
Angal si colab., Mol.Immunnal., 30:105-108 (1993}, Xu si colab., J.Biol.Chem.,
269:3469-3474(1994), Winter si colab., EP 307434-B).

O proteina de fuziune care este un anticorp himeric diferé de anticorpii uma-
nizati descrisi mai sus prin asigurarea regiunilor variabile intregi ale lantului greu si
lantului usor ale anticorpului donor non-uman, care includ regiunile cadru, in asociere
cu regiuni constante de imunoglobulind umana pentru ambele lanturi. Se anticipeaza
c& anticorpii himerici care pastreazs in plus secventa non-umana fata de anticorpii
umanizati ai acestei inventii pot provoca un réspuns imun considerabil la oameni.

Astfel de anticorpi sunt utili in prevenirea si tratamentul tulburarilor alergice
mediate de IL4, asa cum s-a discutat mai sus.
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Producerea proteinelor de fuziune gi anticorpilor prelucrati prin inginerie
genetica

De preferints, secventele variabile ale lantului usor si/sau greu si CDR-urile
MADb 3BS3 (SECV ID NR:16, 18, 20, 22, 24 si 26) sau alti MAb-uri donori corespun-
zatori (de exemplu, 6A1) si secventele lor codificatoare de acid nucleic sunt utilizate
in constructia proteinelor de fuziune si a anticorpilor prelucrati prin inginerie, de
preferintd, anticorpii umanizati ai acestei inventii, prin urmétorul procedeu. Aceleasi
tehnici sau tehnici similare se pot folosi, de asemenea, pentru a genera alte realizari
ale acestei inventii.

Un hibridom care produce un MAb donor selectat, de exemplu, anticorpul
murin 3B9, se cloneaza conventional si se obtine ADN-ul regiunilor variabile ale lantului
sau greu si usor prin tehnici cunoscute pentru un specialist in domeniu, de exemplu,
tehnicile descrise in Sambrook si colab., Moalecular Cloning (A Laboratory Manual),
editia a-ll-a, Cold Spring Harbor Laboratory (1989). Regiunile variabile grea si usoarg
ale lui 3B9 care contin cel putin CDR-urile si acele portiuni ale regiunii domeniului
cadrului usor si/sau greu ale MAb acceptor necesare in vederea pastrarii specificititii
de legare a MAb donor, precum si partile derivate care raman de la imunoglobuling
ale lantului anticorpului derivat de la o imunoglobulind umana se obtin folosind primeri
polinucleotidici si revers transcriptaza. Sunt identificate CDR-urile folosind o baza de
date cunoscutd si prin comparatie cu alti anticorpi.

Apoai, poate fi preparat un anticorp himeric soarece/om si analizat pentru capa-
citatea de legare. Un astfel de anticorp himeric contine in intregime regiunile V, si V,
ale anticorpului non-uman donor, in asaciere cu regiuni Ig constante umane pentru
ambele lanturi.

Regiuni cadru omoloage ale unei regiuni variabile de lant greu de la un anticorp
uman s-au identificat folosind baze de date computerizate, de exemplu, KABAT® si s-a
selectat ca anticorp acceptor, un anticorp uman avand omolagie la 3B9. Secventele
regiunilor variabile ale lantului greu sintetic contindnd CDR-uri 389 in cadrele
anticorpului uman s-au desemnat cu infocuiri nuclectidice optionale in regiunile cadru
pentru a incorpora situri de restrictie. Aceast3 secventa desemnata se sintetizeazs
apoi prin oligonuclectide de suprapunere, se amplifica prin reactie polimerazica in lant
(PCR) si i se corecteaza erorile.

Intr-0 maniera similars, s-a desemnat o regiune cadru variabild corespunza-
toare de lant usor.

De la anticorpul himeric poate fi derivat un anticorp umanizat sau, de
preferinta, facut sintetic prin inserarea CDR-urilor MAb din lanturile greu si usor
corespunzatoare in cadrul ales al lantului greu si usor. Alternativ, un anticorp umanizat
al inventiei poate fi preparat folosind tehnici standard de mutageneza, astfel, anti-
corpul umanizat rezultat contine regiunile cadru umane si CDR-uri MAb donoare.
Acestea pot fi supuse ulterior manipulirii resturilor cadrului, Anticorpul umanizat rezul-
tat poate fi exprimat in celule gazdd recombinante, de exemplu, celule COS sau CHO.
Detalii suplimentare ale acestei proceduri sunt furnizate in exemplul 4. Alti anticorpi
umanizati pot fi preparati folosind aceast tehnics asupra altor anticorpi adecvati, non-
umani specifici IL4, de neutralizare, de titru Tnalt.

Un vector de expresie conventional sau un plasmid recombinant se produce
prin plasarea acestor secvente de codificare pentru proteina de fuziune in asociere
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operationala cu secvente de control reglatoare conventionale capabile sa controleze
replicarea si expresia in, si/sau secretia dintr-o celuld gazda. Secventele reglatoare
includ secvente promotor, de exemplu, promator CMV si secvente semnal care pot
fi derivate de la alti anticorpi cunoscuti. In mod similar, este produs un al doilea vector
de expresie care are o secventd ADN care codifica un lant complementar usor sau
greu de anticorp. De preferinta, acest al doilea vector de expresie este identic pri-
mului cu exceptii in masura in care se poate ca secventele codificatoare si markerii
selectabili s3 fie implicati, astfel, incat s& asigure cat mai muit posibil ca fiecare lant
polipeptidic sa fie exprimat functional.

O celuld gazda selectata este co-transfectata prin tehnici conventionale cu ambii
vectori, primul si al doilea, sau este transfectata simplu printr-un vector unic pentru
a crea celula gazda transfectata a inventiei care cuprinde ambele lanturi usor st greu
recombinant sau sintetic. Celula transfectatd se cultiva apoi prin tehnici conventionale
pentru a produce anticorpul obtinut prin inginerie geneticd, din inventie. Anticorpul
umanizat care include asocierea lantului greu si/sau lantul usor, ambele recom-
binante, este triat din cultura printr-un test adecvat ca ELISA sau RIA. Tehnici conven-
tionale similare se pot folosi pentru a construi alte proteine de fuziune si molecule ale
acestei inventii.

Vectorii corespunzétori pentru etapele de clonare si subclonare folosite in me-
todele si construirea compozitiilor acestei inventii se pot alege de catre un specialist
in domeniu. Unul din vectorii folositi este pUC19, care este accesibil comercial de la
furnizori ca Amersham (Buckinghamshire, Regatul Unit) sau Pharmacia (Uppsala,
Suedia). Suplimentar, poate fi folosit pentru clonare orice vector care este capabil sa
se replice cu usurintd, are numeroase situsuri de clonare si gene marker si este usor
de manipulat. Astfel, alegerea vectorului de clonare nu este un factor limitativ in
aceasta inventie.

Similar, vectorii folositi pentru expresia anticorpilor obtinuti prin inginerie, con-
form acestei inventii, pot fi alesi de catre specialistul in domeniu de la oricare dintre
vectorii conventionali. Vectorii contin, de asemenea, secvente reglatoare selectate
care sunt in asociere functionald cu secventele ADN care codificad regiunile imunoglo-
bulinei si sunt capabile sa orienteze replicarea si expresia secventelor ADN hetero-
loage in celulele gazda alese asemenea promotorilor CMV. Acesti vectori contin sec-
ventele ADN descrise mai sus care codificd pentru anticorpul obtinut prin inginerie sau
molecula de fuziune. Alternativ, vectorii pot incorpora secvente de imunoglobulina
maodificate prin incorporarea siturilor de restrictie dorite pentru manipulare cu
usurinta.

Vectorii de expresie se pot caracteriza, de asemenea, prin gene marker
corespunzitoare pentru amplificarea expresiei secventelor ADN heteroloage, de
exemplu, gena dihidrofolat reductazei (DHFR) de la mamifere sau gena de rezistents
la neomicina (neo®). Alte secvente vector preferate includ o secventd semnal paliA,
precum cea de la hormonul bovin de crestere (BGH] si secventa promotoare de beta-
globina (betaglopro). Vectorii de expresie utili aici pot fi sintetizati prin tehnici bine
cunascute pentru cei cu pregatire in domeniu.

Componentele unor de vectori, de exemplu, repliconi, gene de selectie, intensifi-
catori, promotori, secvente semnal si altele asemenea, pot fi obtinute din surse
naturale sau se pot sintetiza prin proceduri cunoscute pentru folosire in orientarea
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expresiei si/sau secretarea produsului ADN-ului recombinant intr-o gazda aleasa. Alti
vectori de expresie adecvati ale cdror numeroase tipuri sunt cunoscute in domeniu
pentru expresia in cazul mamiferelor, bacteriilor, insectelor, drojdiilor si fungilor pot
fi, de asemenea, alesi pentru acest scop.

Prezenta inventie cuprinde, de asemenea, o linie celulara transfectata cu o
plasmid& recombinanta care contine secventele care codifica anticorpii prelucrati prin
inginerie geneticd sau moleculele de fuziune ale acestora. Celule gazda utile pentru
clonare si alte manipuldri ale acestor vectori de clonare sunt, de asemenea, conven-
tionale. Totusi, in cea mai mare parte celulele folosite pentru replicarea vectorilor de
clonare si alte etape din constructia proteinelor de fuziune ale acestei inventii sunt de
la diverse tulpini E. col.

Celule gazda sau linii de celulele corespunzitoare pentru expresia anticorpului
sau proteinei de fuziune din inventie sunt, de preferint3, o celuld eucariota ca CHO,
COS, o celula fibroblastica (de exemplu, 3T3) si printre altele celule mieloide si, cel mai
preferat, o celuld de mamifer ca o celuld CHO sau o celuld mieloida. Pot s3 fie folosite
celule umane, aceasta facand posibild modificarea moleculei pentru a avea aspecte
de glicozilare umane. Alternativ, pot fi folosite alte linii celulare eucariote. Selectia celu-
lelor mamifere gazda potrivite si metode pentru transformare, cultura, amplificare,
trierea si producerea produsului ca si de purificarea acestuia, sunt cunoscute in
domeniu. Vezi, de exemplu, Sambrook si colab., citat mai sus.

Celulele bacteriene se pot dovedi utile pentru expresia MAb-urilor recombinante
ale prezentei inventii. Totusi, datoritd tendintei proteinelor exprimate in celulele bacte-
riene de a fi intr-o forma desfasurati sau sub form3 infisurats necorespunzator sau
sub forma neglicozilata, orice MAb recombinant produs intr-o celuld bacterians, va
trebui s fie triat pentru mentinerea capacititii de legare antigenicd. Daca molecula
exprimata de catre celula bacteriana s-a produs intr-o forma infasurata corespunzator,
acea celula bacteriana va fi 0 gazda doritd. De exemplu, diverse tulpini ale E. coli folo-
site pentru expresie sunt binecunoscute ca celule gazda in domeniul biotehnologiilor.
Diverse tulpini ale B.subtilis, Spreptomyces, alti bacili si altele asemenea pot sa fie
folositi la fel in aceastd metoda.

Unde se doreste, tulpini ale celulelor de drojdie cunoscute pentru specialistii in
domeniu sunt, de asemenea, accesibile ca celule gazd3, precum si celulele de insecte,
de exemplu, Drosaphila si Lepidoptera si sisteme de expresie virald. Vezi, de exemplu,
Miller si colab., Genetic engineering, 8: 277-298, Plenum Press (1986) si referintele
citate aici.

Metodele generale prin care pot fi construiti vectorii inventiei, metodele de
transfectie necesare pentru a produce celulele gazda ale inventiei si metadele de
culturd necesare pentru producerea proteinei de fuziune sau anticorpului prelucrat
prin inginerie ale inventiei din astfel de celule gazd3, sunt toate tehnici conventionale.
De asemenea, o data produse, proteinele de fuziune sau anticorpii inventiei se pot
purifica din continuturile culturii celulare, conform procedurilor standard din domeniul
incluzédnd precipitare cu sulfat de amoniu, coloane de afinitate, cromatografie in
coloana, electroforezd in gel si altele asemenea. Asemenea tehnici sunt in stadiul
anterior al tehnicii $i nu limiteaza aceasts inventie.

Inca o altd metoda de expresie a anticorpilor umanizati poate utiliza expresia
intr-un animal transgenic, precum cel descris US 4873316. Acesta se refera la un
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sistem de expresie care foloseste promotorul caseinei animalului care, atunci cand se
incorporeaza transgenic intr-un mamifer permite femelei s& produca proteina recom-
binanta dorita in laptele sau.

O data exprimat prin metoda doritd, anticorpul obtinut prin inginerie se exami-
neaza pentru activitate in vitro folosind un test adecvat. Formatele test ELISA, in
prezent conventionale, sunt folosite pentru a testa legarea calitativa si cantitativa a
anticorpului obtinut prin inginerie la un epitop IL4. Suplimentar, se pot folosi, de
asemenea, alte teste in vitro, de exemplu, BlAcore (Pharmacia), pentru a verifica
eficacitatea neutralizarii inainte de studiile clinice umane realizate pentru evaluarea
persistentei anticorpului in organism in ciuda mecanismelor obisnuite de epurare.

Urmand procedurile descrise pentru anticorpii umanizati preparati de la 389,
un specialist in domeniu poate construi, de asemenea, anticorpi umanizati de la alti
anticorpi donori IL4, secventele regiunii variabile si peptidele CDR descrise aici.
Anticorpii prelucrati pot fi produsi cu cadrele regiunii variabile potential recunoscute
ca “self” de catre receptorii anticorpului prelucrat. Modificari minore la cadrele regiunii
variabile pot fi introduse pentru a efectua cresteri mari in legarea antigenica fara o
crestere apreciabild a imunogenitatii pentru receptor. Astfel de anticorpi prelucrati pot
trata eficient un om pentru conditi mediate de IL4. Astfel de anticorpi pot fi,de
asemenea, utili in diagnosticarea unor asemenea conditi.

Utilizari terapeutice/profilactice

Aceasts inventie se referd, de asemenea, la 0 metoda de tratare la oameni a
unei tulburari alergice, care cuprinde administrarea unei doze eficiente de anticorpi
incluzand unul sau mai multi anticorpi sau proteine de fuziune descrise aici sau
fragmente ale acestora.

Raspunsul terapeutic indus prin folosirea moleculelor acestei inventii se produce
prin legare la IL4 uman si astfel blocarea ulterioara a eliberarii IgE. Astfel, moleculele
prezentei inventii in preparate si formulari corespunzétoare pentru folosire terapeutica
sunt foarte necesare pentru acele persoane care prezinta un raspuns alergic, cum
ar fi, rinitd alergica, conjunctivite, dermatice atopice, astm atopic si soc anafilactic.

Prateinele de fuziune, anticorpii, anticorpii prelucrati prin inginerie sau frag-
mentele acestora din aceasta inventie se pot folosi, de asemenea, in legatura cu alti
anticorpi in special MAb-uri umani reactivi cu alti markeri (epitopi) responsabili pentru
conditia fmpotriva careia este orientat anticorpul inventiei. in mod similar, MAb-uri
reactive cu epitopi responsabili pentru conditia asociaté cu producerea in exces a IgG
la un animal ales, impotriva céruia este directionat anticorpul inventiei, se pot folosi
in compozitii veterinare.

Agentii terapeutici ai acestei inventii sunt considerati a fi necesari pentru
tratamentul conditiilor alergice de la circa 2 zile pana la circa 3 sdptamani sau, atat
cat este nevoie. De exemplu, tratamente mai lungi pot fi necesare cand se trateaza
rinita sezoniera si altele asemenea. Aceasta reprezintd un avans considerabil fata de
pratacolul de infuzare folosit in mod obisnuit cu tratamentele anterioare ale tulbu-
rérilor mediate 1L4. Doza si durata tratamentului este in legaturé cu durata relativa
a moleculelor prezentei inventii in circulatia umand si poate fi corectata de catre un
specialist in domeniu in functie de conditia de tratat si starea generald de sanatate
a pacientului.
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Modul de administrare al agentului terapeutic al inventiei poate fi orice ruts
adecvata care elibereaza agentul la gazda. Proteinele de fuziune, anticorpii, anticorpii
obtinuti prin inginerie si fragmente ale acestora si compazitiile farmaceutice ale inven-
tiei sunt utile in mod deosebit pentru administrare parenterald, altfel spus, subcu-
tanat, intramuscular, intravenos sau intranazal.

Agentii terapeutici ai inventiei pot fi preparati sub forma de compozitii farma-
ceutice care contin o cantitate eficientd a anticorpului (de exemplu, umanizat) obtinut
prin prelucrare in inventie, ca ingredient activ intr-un purtitor acceptalbil farmaceutic.
Ca agent profilactic, al inventiei, este preferats o suspensie sau solutie apoas3 care
contine anticorpul prelucrat, de preferintd, tamponat la pH fiziologic, intr-o formé gata
pentru injectare. Compozitile pentru administrare parenterald vor cuprinde de obicei,
0 solutie a anticorpului prelucrat al inventiei sau un amestec al acestuia dizolvat intr-un
purtator acceptabil farmaceutic, de preferints, un purtitor apos. Poate fi folositd o
diversitate de purt&tori aposi, de exemplu, solutie salind 0,4%, glicing 0,3% si altele
asemenea. Aceste solutii sunt sterile si in general, lipsite de material granulat. Aceste
solutii se pot steriliza prin tehnici de sterilizare conventionale binecunoscute (de
exemplu, filtrare). Compozitiile pot contine substante auxiliare acceptabile farmaceutic
atat cat este necesar pentru aproximarea conditiilor fiziologice, cum ar fi, pentru
ajustarea pH-ului, agenti de tamponare, etc. Concentratia anticorpului inventiei intr-o
astfel de formulare farmaceutica poate varia larg, de la mai putin de circa 0,5%,de
obicei la sau la cel putin circa 1% pana la 15 sau 20%, in greutate si se va alege
pentru inceput pe baza volumelor de fluid, a viscozitatii, etc., conform modului parti-
cular de administrare ales. _

Astfel, o compozitie farmaceuticd pentru injectare intramusculard ar putea fi
preparata pentru a contine 1 ml apd sterild tamponata si,intre circa 1 pana la circa
100 mg, de exemplu, circa 50 pana la circa 30 mg sau, mai preferat, circa 5 pana
la circa 25 mg din anticorpul prelucrat prin inginerie al inventiei. In mod similar, o
compozitie farmaceutica a inventiei pentru infuzare intravenoasa ar putea fi ficuta sa
contind pana la circa 250 ml solutie Ringer sterild si circa 1 pana la circa 30 si de
preferintd 5 mg pana la circa 25 mg din anticorpul prelucrat prin inginerie al inventiei.
Metodele actuale pentru prepararea compozitilor administrabile parenteral sunt bine
cunoscute sau vor fi evidente pentru cel cu pregatire in domeniu si sunt descrise mai
detaliat in, de exemplu, Remington’s Pharmaceutical Science, editia a 15-a, Mack
Publishing Company, Easton, Pennsylvania.

Este de preferat ca agentul terapeutic al inventiei, cand este prezent intr-un
preparat farmaceutic sa fie prezent sub forma de unitéti dozate. Doza terapeutica efi-
cienta corespunzatoare se poate determina usor de cétre cei cu pregatire in domeniu.
Pentru a trata eficient o tulburare inflamatoare la un om sau un animal s-ar putea
administra o dozd, de aproximativ 0,1 pana la aproape 20 mg per 70 kg greutate cor-
poralad dintr-o proteind sau un anticorp al acestei inventii parenteral, de preferinta,
i.m. (intramuscular). Asemenea doza poate, daca este necesar, si fie repetats la
intervale de timp selectate ca adecvate de cétre medic.

Inventia cuprinde, de asemenea, administrarea proteinelor de fuziune IL4 ale
acestei inventii in acelasi timp sau secvential cu alti anticorpi sau proteine de fuziune
caracterizate prin activitate antilL4, cum ar fi, activitatea factorului antitumoral de
necroza sau alte activititi farmaceutice compatibile cu capacitate de legare la




RO 116809 B1

receptorul IL4 a proteinelor de fuziune ale acestei inventii. Asemenea alti anticorpi
sunt accesibili comercial sau pot fi desemnati intr-un mod similar celui descris aici.

Proteinele de fuziune si anticorpii prelucrati prin inginerie ai acestei inventii pot
fi folositi, de asemenea, in regimuri de diagnostic, cum ar fi, pentru determinarea tul-
burarilor mediate IL4 sau pentru urmarirea progresului tratamentului unor astfel de
tulburari. Ca reactivi de diagonisticare, aceste proteine de fuziune pot fi marcate con-
ventional pentru utilizare in ELISA si alte formate test conventionale pentru masurarea
nivelurilor IL4 in ser, plasma sau alt tesut corespunzator. Natura testului in care sunt
folosite proteinele de fuziune este conventionald si nu limiteazd aceasta descriere.

Anticorpii, anticorpii prelucrati prin inginerie sau fragmentele acestora descrise
aici se pot liofiliza pentru depozitare si se pot reconstitui intr-un purtator adecvat
inaintea folosirii. Aceastd tehnica s-a dovedit a fi eficientd pentru imunoglobuline con-
ventionale si pot fi folosite tehnicile de liofilizare si reconstituire cunoscute in domeniu.

Urmatoarele exemple ilustreaza diverse aspecte ale acestei inventii, incluzand
constructia de anticorpi exemplificatori prelucrati prin inginerie si expresia acestora
in vectori adecvati si celule gazda si nu se vor interpreta ca limitdnd intinderea acestei
inventii. Toti aminoacizii sunt identificati prin codurile conventionale de trei litere sau
o singura literd. Toate enzimele de restrictie necesare, plasmide si alti reactivi si
materiale s-au obtinut din surse comerciale in afara cazurilor unde s-a indicat in alt fel.
Toate metodologiile de clonare, ligare si alte aspecte ale ADN recombinant s-au
realizat ca in T.Maniatis si colab.,citat mai sus, sau a doua editie a acestuia (1989],
editori Sembrook et al.

In continuare, se prezintd 9 exemple de realizare a inventiei, in legatura si cu
fig. 1...10, care reprezinta:

-fig.1, (SECV ID NR: 1 si 2) ilustreaza regiunea variabild a lantului usor (aminc-
acizii 21-132) pentru anticorpul 3BS IL4 murin si anticorpul himeric uman/murin 389
precum si secventa semnal nativd (aminoacizii 1-20). Portiunile subliniate indica COR-
uri (SECV ID NR:15 si 16; SECV ID NR: 17 si 18; si SECV ID Nr:19 si 20);

-fig.2, (SECV ID NR: 3 si 4) ilustreaza regiunea variabild a lantului greu (amino-
acizii 20-140) ai 3B9 murin si secventa semnal nativa (aminoacizii 1-19). Portiunile
subliniate indicd CDR-uri (SECV ID NR: 21 si 22; SECV ID NR: 23 si 24 si SECV ID
NR: 25 si 26];

- fig.3, (SECV ID NR: 9 si 10]) ilustreaza regiunea variabila a lantului greu
(aminoacizii 21-141) ai anticorpului himeric uman/murin 3B9 si secventa sa semnal
(aminoacizii 1-19). SECV ID NR:5 si 6). Portiunile subliniate indicd CDR-urile derivate
de la 3B9 (SECV ID NR: 21 si 22; SECV ID NR: 23 si 24 si SECV ID NR: 25 si 26);

- fig.4, (SECV ID NR: 11 si 12) ilustreaza regiunea variabild a lantului greu
(aminoacizii 20-141) ai anticorpului umanizat 3B9 si 0 secventd semnal (aminoacizii
1-19). SECV ID NR: 5 si 6). Portiunile subliniate indica CDR-urile derivate de la 3BS
(SECV ID NR: 54 si 22; SECV ID NR: 55 si 24 si SECV ID NR: 56 si 26);

- fig.5, (SECV ID NR: 13 si 14) ilustreaza regiunea variabila a lantului usor
(aminoacizii 21-131Jai anticorpului umanizat 3BS si 0 secventa semnal (aminoacizii 1-
20). SECV ID NR: 7 si 8). Portiunile subliniate aratd CDR-urile derivate de la 3B9
(SECV ID NR: 53 si 16; SECV ID NR: 17 si 18 si SECV ID NR: 27 si 28);

- fig.BA, (SECV ID NR: 5 si 6) este o secventa semnal a lantului greu folosita
in exemplul 4 de mai jos;
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- fig.6B, (SECV ID NR: 7 si 8) este o secventd semnal a lantului usor folosita
in exemplul 4 de mai jos;

- fig. 7 este un desen schematic al plasmidei plL4chhc3-ped folosit pentru a
exprima un lant greu himeric IL4 in celule de mamifere. Plasmida contine o gena beta-
lactamaza (BETA LAC), o origine a replicarii SV-40(SV40), o secventd promotor cito-
megalovirus (CMV), o secventd semnal, lantul greu variabil himeric al SECV.ID NR.:
9 si 10, o regiune constanta a lantului greu uman, un semnal poli A de la hormonul
de crestere bovin(BGH), un promotor betaglobina, (beta gloprol), o gend dihidrofolat
reductaza (DHFR], o alta secventd semnal poli A de la hormonul de crestere bovin
{BGH) ca fond intr-un pUC18S;

- fig.8, este o reprezentare schematicd a plasmidului plL4chic-pcdn folosit
pentru a exprima regiunea variabild a lantului usor himeric IL4 al SECV.ID NR.:1 si 2
in celule de mamifere. Plasmida diferd de cea din fig. 7 prin faptul c& ea contine o re-
giune variabila a lantului usor himeric in locul lantului greu himeric, o regiune
constanta a lantului ugor uman si o gend neomicina (Neo) in plus la DHFR;

- fig.9, este o reprezentare schematicd a plasmidei plL4hzhc-1-pcd folosit
pentru a exprima regiunea variabila a lantului greu IL4 sintetic al SECV.ID NR.:11 si
12 in celule de mamifere. Plasmida diferd de cea din fig.7 continand mai degraba
regiunea variabila a lantului greu umanizat decét cea a lantului greu himeric;

- fig.10, este o reprezentare schematicd a plasmidei piL4hzlcl-o-Pcn folosit
pentru a exprima regiunea variabild a lantului usor IL4 umanizat a SECV.IL NR.:13 si
14 in celule de mamifere. Plasmida difera de cea din fig.8 continand mai degraba o
regiune variabild a lantului usor umanizat, decat lantul usor himeric si nu cadifica gena
DHFR.

Exemplul 1. Producerea de MAb 389

A. Procedura de imunizare

S-au imunizat 4 soareci (hibrizi FI de Balb/c si C57BL/6) subcutanat cu 50 ug
IL4 umana recombinanta E.coliin adjuvant Freunds complet si 4 s&ptdmani mai tarziu
s-a amplificat intraperitoneal (i.p.} cu 50 ng IL4 in adjuvant Freunds incomplet. Pe
baza unui titru bun de anticorp seric fata de IL4 un soarece a primit ulterior imunizari
de 200 g IL4 (i.p. in ser fiziologic) la 8 saptamani, 2 zile mai tarziu cu 100 g IL4
(i.p. in ser fiziologic) si doud zile mai tarziu cu 50 ug IL4 {i.p. in solutie salina). Doua
zile dupa imunizarea finald s-a realizat o splenectomie.

B. Procedura de fuziune si sistemul de cadutare

S-au folosit celule splenice de sobolan pentru prepararea hibridomilor (prin
proceduri standard, asa cum s-a descris, de exemplu, de catre Kohler si colab:,
Nature, 256: 495 (1975)) de la care s-au triat mai mult de 250 clone de celule
pentru secretia anticorpului fatd de 1L4 folosind sistemul accesibil comercial BlAcore
si teste ELISA, asa cum este descris mai jos pentru legare IL4. Cinci godeuri au dat
un raspuns pozitiv. Numai 1 clona de la soareci, 3BS a fost puternic pozitiva. Toate
clonele secundare derivate de la 3B9 au fost pozitive.

Exemplul 2. Teste ELISA si constante de afinitate

A. ELISA

Testul de triere realizat,dupa cum urmeaza, a fost destinat s& méasoare afini-
tatea pentru IL4 umana nativa. Pentru experimentul 1 placi cu 96- godeuri activitate
cu aldehida s-au acoperit cu IL4 la un ng/ml, 100 ul/godeu in tampon borat 0,1 M,
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pH = 8,5 si s-au incubat peste noapte, la temperatura camerei hiL4 s-a atasat cova-
lent pe placa. Solutia de IL4 s-a aspirat si siturile de legare nespecifica (NSB) s-au
blocat cu 1% albumina serica bovind (BSA) in tampon TBS (80 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM MgC1,, 0,02% NaN,, pH = 7,4), timp de 60 min, la 37°C. Dupa
aceasta si fiecare din etapele care urmeaza, placa s-a spélat de 4 ori in tampon de
spalare (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20, 0,02% NaN,, pH 7,4). Dupa
aceasta s-au addugat 50 ul mediu de hibridom (sau 3B purificat sau fragmente Fab])
si 50 wl tampon de testare (0,5% gama-globluling bovina in tampon TBS) si placile s-au
incubat 60 min, la 37°C. S-au adaugat 100 .l de anticorp antisoarece biotinilat per
godeu in tampon de testare si s-a incubat ca mai sus. S-au adaugat 100 ul
streptovidina conjugata cu fosfataza alcalind per godeu si s-au incubat (30 min, la
37°C). S-au addugat 100 ul/godeu substrat PNP si s-a incubat 30 min,la 37°C).
Citirile s-au facut la o densitate optica de 405 nm.

Pentru experimentul 2, placi acoperite cu streptavidind (100 ul/godeu, 1
ug/ml in ser fiziologic tamponat cu fosfat p25WO (PBS) s-au incubat peste noapte,
la 4°C si s-au analizat dupa cum urmeaza. Solutia de streptavidind s-a aspirat si
situsuri NSB s-au blocat cu 1% BSA in tampon TBS (60 min, la 37°C). Dupé aceasta
etapa si fiecare dintre etapele care urmeaza placile s-au spalat de 4 ori in tampon de
spélare. S-au adaugat 50 4! IL4 bictinilatd cu 50 ul tampon de testare si s-a incubat
30 min, la 37°C. Dupa aceasta s-au addugat 50 ul 389 IgG purificat sau fragment
Fab (sau mediu de hibridom) plus 50 ! tampon de testare si s-au incubat 60 min,la
37°C. S-au addugat 100 4l conjugat IgG anti-soarece cu fosfataza alcalind si s-a
incubat 60 min, la 37°C. S-au addugat 100 ul substrat PNP si s-au incubat 30 min,
la 37°C. Citirile s-au facut ca mai sus.

B. Calcularea afinitatii lui 3B9 pentru IL4

Folosind rezultatele experimentelor descrise mai sus si rezumand dupd cum
urmeazd, s-a calculat K, pentru 3B, asa cum s-a descris in Beatty si colab.,
J.Immunnol. Methods, 100: 173-179 (1987):

1
K. .=——
s’ oroAp«-Ab)

Ab* = concentratia de Ab legata la 150 ng/ml hiL4 biotinilata
Ab = concentratia de Ab legatd la 300 ng/mi hiL4 biotinilata
Constantele de disociere, K,, s-au calculat din relatia:

K, = -
Kaﬁn

Experiment 1: analizd ELISA pe o placd cu 96 godeuri acoperita cu
streptavidind (100 ng/godeu). K, = 2,2 x 10"° M(3B3 Fab);

Experiment 2: analizd ELISA pe o placd cu 96 godeuri acoperitd cu
streptaviding (100 ng/godeu). K, = 1,4 x 10'°M(3B3 IgG).

C. Specificitate

MAb 3BS recunoaste IL4 umand, dar nu recunoaste IL4 bovind sau murina.
O cale pentru a determina aceasta este cea care urmeazd. S-a realizat o un test
ELISA folosind o placd cu 96 godeuri acoperitd cu IgG anti-soarece si in continuare
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blocata cu albumina serica bovind pe care s-au incubat, 60 min, la 37°C, 50 .l 3B9
(100 ng/ml), 25 wul IL4 non-umana si 25 4l IL4-biotind, urmata de o spalare, fosfataza
alcalina conjugata cu streptavidina si PNP.

In mod similar, MAb 6A1 s-a géisit a nu recunoaste IL4 bovina sau murina.

Exemplul 3. Anticorp umanizat

S-a desemnat un anticorp umanizat care sa contind CDR-uri murine intr-un
cadru de anticorp uman. Aceastd versiune umanizata a anticorpului 389 de soarece
specific IL4 s-a preparat realizand urmatoarele manipulari.

A. Clonare cADN

S-au facut clare CADN pentru lanturile greu si usor ale lui 3B9 din mARN
extras din linia celulard hibridomicd 3B9 (exemplul 1) folosind o trusd Boehringer
Mannheim. Pentru sinteza primei catene s-au folosit primeri specifici, fie pentru
regiunea balama de la soarece, fie pentru regiunea constanta Kappa.

Primerul lantului kappa este (SECV ID NR: 29):

S'-CTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAATGGG-3'

Primerul lantului greu gamma este (SECV ID NR: 30):

o' -GTACATATGCAAGGCTTACAACCACAATC-3'

S-a clonat cADN-ul dublu catenar direct in plasmide pGEM7f+(Promega) care
apoi s-au transformat in E.coli DH5-o{Bethesda Research Labs).

B. Secventializarea ADN

S-au secventat opt clone cADN de lant greu murin si o clond de lant usor
murine din partea A de mai sus. Rezultatele secventarii regiunilor variabile ale acestor
clone sunt prezentate in SECV ID Nr: 1, 2, 3 si 4. Fiecare clona a continut aminoacizi
cunaoscuti a fi conservati printre regiunile variabile ale lantului greu de soarece sau
regiuni variabile de lant usor si secvente semnal murine. Secventele aminoacide CDR
sunt listate mai jos.

Regiunile CDR pentru lantul greu sunt SECV ID NR: 22, 24 si 26 (aminoacizii
50-56, 71-86, si 119-128 ai SECV ID NR: 4),(vez, fig.2). Aceste secvente sunt codi-
ficate prin SECV ID NR:21, SECV ID NR: 23 si respectiv, SECV ID NR: 25. Regiunile
CDR pentru lantul usor sunt SECV ID NR: 16, 18 si 20 (aminoacizii 45-58, 74 - 80
si 113-121 ai SECV ID NR: 2),(vezi, fig.1). Aceste secvente sunt codificate prin SECV
ID NR: 15, 17 si respectiv, 19.

C. Selectarea cadrelor umane

Dupa clonarea lui 3BS, secventele aminoacide ale regiunii variabile (aminoacizii
21-132 ai SECV ID NR: 2 si aminoacizii 20 - 140 ai SECV ID NR: 4) s-au comparat
cu o bazd de date a secventei de imunoglobuline umana folosind bazele de date
KABAT® si SWISS in scopul identificarii unui cadru uman pentru ambele lanturi greu
Si usor, care ar putea sa se potriveasca cat mai strans in omologia de secventd pre-
cursoare murind. Suplimentar la aceste cautari pentru omologie de secventa, lanturile
greu si usor s-au evaluat, de asemenea, impotriva unei baze de date pozitionale gene-
rate de la modele structurale ale domeniului Fab pentru a evalua conflictele potentiale
datorate substitutilor aminoacide care pot influenta prezentarea CDR. Pentru cazul
de fatd, nu s-a detectat nici un conflict evident in cdutarea structurald; prin urmare,
s-a folosit ADN-ul codificator dedus din cercetdrile omologiei secventei aminoacide.

S-au folosit regiuni cadru de lant greu ale unui anticorp obtinut de la o imuno-
blobulind mielomica umana (CDR) (E.M.Press si N.M. Hogg, Biochem.J., 117:641-
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660 (1970)). Aceastd secvents s-a dovedit a fi aproximativ 76% omoloaga (69.4%
identitate) la regiunea lantului variabil 389 la nivel aminoacid.

Pentru o regiune cadru variabild corespunzétoare de lant ugor s-a folosit sec-
venta cadru variabild de lant usor a anticorpului uman identificatd in H.G.Klobeck si
colab., Nucl.Acids Res., 13:6515-6529(1985). Secventa anticorpului uman s-a gasit
a fi aproximativ 80,2% omoloaga (72,0% identitate] la regiunea lantului usor variabil
3B9 la nivel aminoacid.

Date fiind CDR-urile 3B9 murine (SECV ID NR: 15-26) si secventa anticorpului
uman s-a ficut un lant greu sintetic si s-a realizat PCR pentru a completa si in ampli-
fica ADN-ul. Aceste secvente s-au sintetizat prin urmétoarele oligonucleotide de supra-
punere si s-au amplificat prin PCR. SECV ID NR: 31-37 asigura 5 oligonuclectide de
suprapunere si 2 primeri PCR. Oligonucleotida 1 (SECV ID NR: 31) s-a gasit imprejurul
bazelor 5-121. Oligonuclectida 2 (SECV ID NR:32) este gasita in. jurul bazelor 122-
241, si dligonuclectida 3 (SECV ID NR: 33) este gésitd in jurul bazelor 242-361. Cei
doi primeri ai benzii de baz& SECV ID NR: 34 si SECV ID NR:35 inconjoara bazele
134-110 si bazele 253-230. S-au corectat orice erori in secventa configurata care
s-a inserat prin PCR. S-a realizat din nou PCR folosind ca primer S'nucleotide 1-25
SECV ID NR: 36 si ca primer 3' nuclectidele 361-341 SECV ID NR:37.

Regiunea variabild sinteticd s-a ligat in vectorul de expresie pCD alaturi de sec-
venta semnal sinteticd SECV ID NR: 5 si 6 din constructia catenei grele himerice ala-
turi de regiunea constantd umané IgG,. Secventa nucleotidicd semnal si V,, sintetica
si secventele aminoacide sunt date in fig.4 (SECV ID NR: 11 si 12). Secventele amino-
acide ale CDR-urilor (SECV ID NR: 22, 24 si 26) sunt identice la CDR-urile 3B9
murine. Totusi, secventele care codificd pentru aceste CDR-uri (SECV ID NR: 54, 55
si 56) diferd de secventele care codificd 3B9 murin (SECV ID NR: 21, 23 si 23).
Vectorul de expresie rezultat, IL4 hzhcl1-Pcd este prezentat in fig.9.

Regiunile genei CDR ale unui cadru de lant usor preexistent s-au digerat
restrictiv, s-au indepartat si s-au inlocuit cu urmétoarele gene sintetice IL4 CDR care
s-au facut sintetic.

Pentru CDR1:

SECV ID NR:38: 5-CTAGCTGTGTCTCCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGG-3'
SECV ID NR:39: CCTTGCAGTTGATGGTGGCCCTCTCGCCCAGAGACACAG
SECV ID NR:40: TCGAGAGGCCTCCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGATAGTTATATGA
ACTGG
SECV ID NR:41: GGGTTTCTGCTGATACCAGTTCATATAACTATCACCATCATAATCAACA
CTTTGGAGGCCTC
Pentru CDR2:
SECV ID NR:44: GGGCAGCCTCCTAAGTTGCTCATTTACGCTGCATCCAATCTAGAATC
TGGGGTAC
SECV ID NR:45: CCCAGAGGCTAGATTGGATGCAGCGTAAATGAGCAACTTAGGAGGCT
GCCC

Pentru CDR3:

SECV ID NR: 42: ATACTACTGTCAGCAAAGTAATGAGGATCCTCCGAGGTTCGGCGGA
GGGAC

SECV ID NR: 43: TTGGTCCCTCCGCCGAACCTCGGAGGATCCTCATTACTTTGCTGACA
GTAGT
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Secventa nucleotidica semnal, lantul V, sintetic si secventele aminoacide sunt
date in fig.5 (SECV ID NR:13 si 14). Secventele aminoacide ale primelor doud CDR-uri
(SECV ID NR: 16 si 18] sunt identice cu CDR-urile corespunzitoare 389 murine. Cu
toate acestea, secventa care codificd pentru primul COR (SECV ID NR: 53) difera de
secventa care codificd 3BS murin (SECV ID NR: 15). in plus, in ultimul CDR s-au
construit 2 constructe umanizate ale secventei aminoacide 3B9. Unul [SECV ID NR:
28), diferd printr-un singur aminoacid (SECV ID NR: 20) de secventa 3B9 murina
nativa. SECV ID NR: 28 este codificatd prin SECV ID NR: 27. Regiunile usoare
variabile sintetice s-au ligat in vectorul de expresie impreuna cu secventa semnal
(SECV ID NR: 7 si 8). Unul dintre vectorii de expresie rezultati, IL4hzicl-0-Pcn este
ilustrat in fig. 10.

Aceste secvente variabile de lant usor si/sau greu sintetice s-au folosit in
constructia unui anticorp umanizat.

Exemplul 4. Expresia MAb umanizat in celule COS si CHO

S-au obtinut subclone pUC18 pentru V|, pentru a se adduga o secventa semnal
obtinutd initial de la un anticorp uman SECV ID NR:5. Pentru V, s-au obtinut subclone
pUC18 pentru a se adauga o secventd semnal SECV ID NR:7.

Lantul greu umanizat derivat de la un izotip IgG, prezintd 89,3% omologie
(84.3% identitate] la nivel aminoacid cu lantul greu de la 3B9 murin. Acest V,, sintetic
este dat in aminoacizii 20-141 ai SECV ID nr: 11 si 12.

Lantul usor umanizat, un lant kappa uman prezintd 92,0% omologie (86,6%
identitate) cu 3B9 la nivel aminoacid. Acest V, sintetic (aminoacizi 21 la 131 ai SECV
DINR: 13 si 14) care contin CDR-urile 3B9 s-au desemnat si s-au sintetizat cum s-au
descris mai sus pentru lanturile grele sintetice.

Fragmentele ADN contindnd semnalele lor respective lincate, fie la regiunile
umanizate variabile grea sau usoara, s-au inserat in plasmide de expresie in celule de
mamifere bazate pe pUCIS, care contin promatori CMV si regiuni constante de lant
greu sau lant usor uman ale himerelor produse in exemplul 5 de mai jos, prin metode
conventionale (Maniatis si colab., citat mai sus) pentru a da plasmide IL4hzhcl-1Pcd
(lant greu) (fig.9) si IL4hzicl-o-Pcn), (lant usor) (fig. 10). Plasmidele HZHC si ZHLC sunt
co-transfectate in celule COS si supernatantele se analizeaza prin ELISA descrisa
imediat mai sus pentru prezenta anticorpului umanizat dupa 3 si 5 zile. Alt anticorp
umanizat s-a construit cu izotip IgG4.

Exemplul de mai sus descrie prepararea unui exemplu de anticorp exempli-
ficator prin inginerie. Proceduri similare pot fi urmate pentru dezoltarea altor anticorpi
prelucrati prin inginerie, folosind anticorpi antiHL4 (de exemplu, 6A1(exemplul 7))
dezvoltat prin mijloace conventionale.

Exemplul 5. Constructia anticorpului himeric

A. S-a construit un lant greu himeric prin izolarea regiunii lantului greu variabil
murin de la MAb 3B9 original de soarece ca un fragment de restrictie EcoRI-BstEll.
S-a desemnat si s-a sintetizat un oligomer ADN mic care a leagd regiunea variabild de
soarece cu regiunea constanta IgG1 umana (BstEll-Apal): primer 5': SECV.ID NR.:50:
GTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGGCA; primer 3':SECV. ID NR.: 51:
CTTGGTGCTAGCTGAGGAGACG.

Aceste doua fragmente s-au ligat in plasmidul pCD (vezi fig. 7) (digerat cu EcoRl
si Apal) care deja codifica regiunea constantd IgGl umana. Aceasta clond nu s-a
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exprimat; prin urmare, tipul salbatic 5'UTR si secventa semnal s-au deletat si s-au
nlocuit cu SECV.ID NR: 5 si 6.

Deoarece, nu a fost accesibil un situs de restrictie endonucleazica convenabil
la cap&tul 3' al secventei semnal s-a introdus un situs BstEll (adica, o mutatie tacuta)
prin intermediul PCR. S-au folosit urmatorii primeri PCR:

SECV.ID NR.:48: primer 5'": 5'CAGGTTACCCTGAAAGAGTCS'
SECV.ID NR.:49: primer 3": 5'GAAGTAGTCCTTGACCAG3.

S-a izolat apoi un fragment de restrictie BstEl-Pstl din acest plasmid. Apoi, s-au
desemnat si sintetizat o noud secventd semnal si S'UTR avand capetele EcoRl si
BstEll.

SECV.ID NR.:46: primer 5':AATTCGAGGACGCCAGCAACATGGTGTTGCA
GACCCAGGTCTTCATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTGGTGCCTACGGGGAG

SECV ID NR:47: primer 3': GTAACCTGCCCGTAGGCACCAGAGATCCAGAGCAACAGAG
AAATGAAGACCTGGGTCTGCAACACCATGTTGCTGGCGTAATCG

Lantul usor himeric s-a construit aplicand tehnica PCR lantului usor original
3B9 murin care s-a clonat in pGEM72f{+) (Promega). Primerii folositi au fost accesibili
comercial, primul invers universal pUC18 la capatul 5' (EcoRl) si un primer 3',care
introduce un situs Narl (5'CATCTAGATGGCGCCGCCACAGTACGTTTGAT-CTCCAGCTT-
GGTCCC3' SECV ID NR:52), folosit pentru a fuziona regiunea variabila de soarece la
regiunea constants umand. Aceast3 regiune variabild s-a ligat in vectorul de expresie
pCDN (EcoRI Narl) (Fig.8) care deja contine regiunea kappa, umana.

S-au colectat supernatantele mediilor 3 si 5 zile mai tarziu si s-au analizat prin
ELISA descrisa dupd cum urmeaza: placi ELISA s-au acoperit cu 0,1 wg dintr-un anti-
corp de capra specific pentru regiunea Fc a anticorpilor umani. S-au adaugat super-
natantele mediilor pentru o ord. Sa addugat un anticorp-capra conjugat cu o
peroxidazé de hrean specific pentru un anticorp intreg IgG uman. Aceasta a fost
urmat3 de adiugarea substratului peroxidazic ABTS (Kirkegaard & Perry Laborataries
Inc., Gaithersburg, MD) pentru o ora. S-a detectat expresia anticorpului himeric. Intro
a doua ELISA supernatantele celulei COS continand anticorpul himeric legat specific
la proteina IL4 umana recombinantd. Acest rezultat a confirmat ca genele care
codificad un anticorp specific pentru IL4 au fost clonate.

B. De asemenea, s-a putut obtine un lant greu umanizat de la acest lant greu
himeric. Lantul greu umanizat s-a desemnat prin inserarea CDR-urilor murine intr-un
cadru uman. Cadrul uman ales a fost cum s-a descris mai sus, secventa proteica cea
mai omoloagd din baza de date pentru proteine SWISS fatd de V,; 3BS murin
(aminoacizii 20-140 ai SECV ID NR:4). Aceast3 secventa de lant greu umanizat (EcoRl
Apal) s-a abtinut sintetic si s-a realizat PCR pentru a completa in si amplifica secventa
ADN cum s-a descris mai sus. Aceasta regiune variabild sinteticad s-a ligat in vectorul
de expresie pCD (EcoRI Apal) impreund cu secventa semnal sintetica SECV ID NR: 5
si 6 de la constructia lantului greu himeric si o regiune constanta IgG, umana.

In mod similar poate fi derivat un lant usor umanizat de la lantul usor himeric
asa cum s-a descris pentru lantul greu. Aceastd gend (EcoRV Narl) s-a obtinut, de
asemenea, sintetic. S-a ligat Vy umanizatd in vectorul de expresie pCN digerat cu
EcoRI Narl aldturi de o secventa semnal (EcoRI EcoRV). Vectorul de expresie a furnizat
regiunea constanta kappa umana.
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Exemplul 8. MAb umanizat - purificare si termodinamica

Purificarea de CHO exprimat himeric si 3B9 umanizat poate fi obtinuta prin
cromatografie de afinitate conventionald de proteina A (sau G} urmati de cromato-
grafie de schimb ionic si cromatografie pe site moleculare. Procedee similare au fost
folosite cu succes pentru purificarea pana la mai mult de 95% puritate a altor MAb-uri
(de exemplu, pentru virusul respirator sincitial si antigenii circumsporozoitului malaric).

Afinitatea si termodinamica detaliate ale legarii IL4 la MAb 3BS umanizat si
3BS murin (exemplul 1) s-au determinat prin titrare microcalorimetrica. Aceasta
metoda masoard reactiile de legare pe baza caldurilor lor intrinseci de reactie (vezi,
de exemplu, Wiseman si colab., Anal.Biochem.179: 131-137 (1989]). Afinitatea
ambilor MAb s-a gésit a fi foarte apropiati pentru a se masura direct la temperatura
mediului. Astfel, a avut loc o abordare termodinamica: i) s-a masurat afinitatea, la
60°C unde ea a fost suficient de slaba pentru a fi masurata direct; si (ii) dependenta
de temperatura entalpiei de legare s-ahisurat, de la 30 la 60°C. Impreuna, aceste
date au permis calcularea afinitatii pe un domeniu larg de temperaturi folosind ecuatia
Gibbs-Helmholz.

Un rezumat al termodinamicii legarii IL4 la anticorpii 3BS umanizati si murin
este prezentat in tabelul 1. Pe baza schimbarilor in energia libers, entalpie, entrapie
si capacitate calorica a celor doi MAb termodinamicile legarii nu pot fi distinse.

Tabelul 1

Termodinamica legarii hiL4 la 3B9 umanizat si murin la pH=7.4
150 mM NaCl si 25°C

MAb Kq AG AH -TAS AC
pmol kcal/ kcal/ kcal/ cal/mol
mol IL4 mol IL4 mol IL4 IL4/°K

3B9 umanizat 1M -13.6:0,6 | -21,18+2 | 8,2+2,1 | -580+160
3889 murin 18 -13,3+0,6 | -20,5+1 7,2£1,2 | 660+200

Afinitdtile IL4 ale 3B9 umanizat si murin s-au masurat in quadruplicat si, respectiv,
duplicat.

Exemplul 7. Producerea si caracterizarea MAb de sabolan

MAb 6A1, ales pentru afinitate inalti de legare s-a derivat de la un sobolan
imunizat folosind acelasi protocol de imunizare cum s-a descris pentru soarecele din
exemplul 1. S-a selectat 6A1 din hibridomi (mai precis hibridom 3426A1 1CIB9) pre-
parat de la sobolani imunizati cu IL4 umana.

S-a calculat K; pentru 6A1, asa cum sa descris in Beatty si colab.,
J.Immunol.Methods, 100: 173-179 (1987) ca fiind 2 x 107"'°M.

Hibridomul 3426AIICIBY s-a depozitat pe 6 octombrie 1993 sub numarul de
acces 93100620 in Colectia Europeand de culturi de celule animale (ECACC), Public
Health Laboratory Service Centre for Applied Microbiology & Research, Porton Down,
Salisbury, Wiltshire, SP4 0OJG, Regatul Unit si a fost acceptat ca un depaozit de brevet
in conformitate cu Tratatul de la Budapesta din 1977, care guverneaza depozitul de
microorganisme in scopurile procedurii de brevetare.
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Exemplul 8. Activitatea biologicd a MAb: 389 (umanizat), 3B9(murin) si 6A1

S-au realizat urméatoarele analize folosind procedurile descrise mai jos.

A. Legare de rhiL4 glicozilat

Anticorpii identificati mai sus s-au obtinut fatd de IL4 umana recombinanta
neglicolizatd (rhiL4), care s-a produs in E.coli. Din cauzé ca IL4 umana nativa este
glicozilata a fost important sa se confirme legarea la material secretat de catre o linie
celulard mamifera. 3B9 se leaga la fel de bine, atat la IL4 glicozilata, cét si IL4 umana
recombinanta neglicozilatd si prin urmare nu este indreptata spre un epitop, care ar
- putea fi mascat pe IL4 umana naturala.

 B. Inhibarea legérii IL4 la receptor

Capacitatea lui 3B9 de a inhiba legarea IL4 la receptorul sdu s-a studiat folo-
sind legarea "®lrhiL4 fata de linia celulara de gibon, MLA (ATCC TIB 201) care poarté
aproximativ 6000 receptori pe celuld. Celulele MLA s-au incubat cu '*l - IL4, 30 min,
la 37°C. Absorbtia radiactivitédtii s-a determinat intr-un container gamma dupa sepa-
rarea '?°IL4 legatd de celuld, prin centrifugare, intr-un gradient de ulei. Legarea
nespecifici s-a determinat prin incubare in prezenta de IL4 nemarcat in exces molar
de 100 x (Park si colab., J.Exp.Med.,166: 476-488 (1987]). Valoarea ICy, pentru
IL4 nemarcat in aceast3 analiza a fost 22 pM cand cantitatea de IL4 (addugata) a fost
83 pM. Pentru 3B9 (IgG) murin intact IC5, a fost 63 pM si 83 pM pentru fragmentul
Fab. La altd concentratie a IL4 (218 pM) cantitatea testatd pentru 3B9 (IgG) murin
a fost 108 pM.

C. Inhibatea proliferarii limfocitului

Folosind metoda descrisa in J.Immunol., 193:1142-1147(1987), de Spits si
colab., s-au incubat limfocite din sange periferic uman timp de trei zile cu fitohema-
glutinind, un mitogen al celulei T, pentru reglarea receptorului IL4. Celulele blastice
rezultante s-au stimulat apoi trei zile in plus cu IL4. Proliferarea se masoara prin °H
timidina incorporata. Proliferarea celulei B s-a masurat prin testul lui Callard si colab.,
din Lymfokines and Interferons. A Practical Approach, Ch. 19, p. 345, modificat dupa
cum urmeaza. Celule B din amigdale s-au purificat si s-au stimulat, timp de 3 zile cu
IL4 si s-au imobilizat antidlgM. Proliferarea s-a masurat prin incorporarea de *H
timidina.

Incorporarea 3H timidinei inhibati de 3B9(murin) de catre limfocite T din sange
periferic uman s-a stimulat cu 133pM IL4 si limfocite B din amigdale umane stimulate
prin 167 pM IL4. Limfocite T stimulate IL2 nu au fost afectate. ICg, pentru incubarea
proliferarii celulei T a fost 30pM, si pentru proliferarea celulei B a fost 103 pM. Valo-
rile corespunzatoare pentru fragmentul Fab al lui 3B9(murin} au fost 108 si 393 pM.

D. Inhibarea inducerii CD23

CD23 este receptorul de afinitate scazutd pentru IgE (FCERII) si este indus pe
membrana celulelor B (limfocite) in repaus prin concentratii scazute de IL4, atat cat
este necesar pentru producerea IgE. Celule B purificate din amigdale umane s-au sti-
mulat, timp de 2 zile, cu IL4. Procentul celulelor care exprima receptorul CD23 se
determind prin citometrie in flux (Defrance si colab., J.Exp.Med., 165: 1458-1467
(1987)). 3B9 (murin) a inhibat expresia CD23 pe limfocite B din amigdale umane
stimulate cu 8,3 pM IL4 cu o valoare IC;, de 136 pM.
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E. Inhibarea secretiei IgE

Spre deosebire de alte teste unde s-a addugat IL4 la concentratii EC,;, (Pere
si colab., Proc.Natl. Acad.Sci., 85:6880-6884 (1988), secretia IgE s-a investigat in
prezenta concentratiilor de IL4 dand secretie maximé in scopul reducerii variabilititii
inerente din acest sistem. Proliferarea celulei T s-a mésurat dupa cum urmeaza. S-au
incubat limfocite din sénge periferic uman cu IL4, intre 10-18, de preferint3, 12 zile.
Concentratia de IgE n supernatantele culturii se determina prin ELISA.

Secretia IgE s-a inhibat prin 3B9 (murin), si fragmentul Fab al lui 3B9, in
prezenta a 1,7 nM IL4 dand valori IC5, de 1,9 si, respectiv, 5,0 nM. Experimentul s-a
repetat folosind o concentratie mai scézutd de IL4, 667 pM, care a redus valoarea
ICq pana la 0,65 nM pentru 3B (murin). Raportul malar al anticorpului (IgG) fata de
IL4 a rémas neschimbat (1:1) pe domeniile concentratiilor examinate.

F. Rezumatul si interpretarea datelor

Rapoartele molare ale IL4 fatd de diferite MAb-uri necesare pentru inhibare
50% a functiei in bioteste sunt date in tabelul 2:

Tabelul 2
Activitate comparativd a MAb-urilor 3B9, 6A1 si 3B9 umanizat variante IgG1 si
' IgG4) in bioteste dependente IL4
Test ICso(pM) [domeniu],
389 389 BAI 389
murin murin de sobolan umanizat
(Fab)
IgG1 IlgG4
RBA 63[17-109], 93 >50000
celuad T 30[1040], 108 87 44[30-56]; | 40
celula B 103[78-120], 393 187 471080}, | 79
inducere 136[53-272], 216 80 333
CD23
Sintaza IgE | 685[370-1070] | 1170 | 623[412-833], | 54[35-83], | 406

n = numarul de teste separate realizate.
* Variantele IgG, si IgG, s-au analizat la diferite momente.

In toate analizele, cu exceptia secretiei IgE, IL4 s-a adaugat la concentratii ED.,
aproximative. Rapoartele molare de anticorpi fatd de IL4 necesari pentru inhibare
50% au fost similare pentru 3BS umanizat, 3B9 murin si 6A1 in doua teste de proli-
ferare a limfocitului dar au fost mai mari pentru 3BS umanizat in testul inductiei
CD23. Ultimul este un test deosebit de sensibil necesitand aparent ocuparea foarte
redusa a receptorului (aproximativ 5%) (Kruse si colab., EMB0O J.12; 5121, 1993)
si asa cum este evident din rezultatele obtinute cu 3B murin supus variatiei analizei
intermediare.
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O comparatie a activitatilor 6A1 de sobolan si 3BS murin a demonstrat un pro-
fil similar al efectelor functionale, dar un esec neasteptat al 6A1 de a inhiba in intre-
gime legarea IL4 marcat cu iod radioactiv la receptorul sdu. IL4 marcata cu iod radio-
activ folosit3 in testul de legare la receptor este considerats a fi marcata cu iod radio-
activ la tirozina de la pozitia 124. Cand s-a comparat capacitatea lui 6A1 de a inhiba
expresia CD23 indusa fie prin IL* nemarcata sau marcaté s-a constatat ca inhibitia a
fost mai putin eficienta impotriva ligandului marcat cu iod radioactiv. Aceste rezultate
aratd ca BA1 se leaga la IL4 in regiunea insa fara sa fie specifica a tirozinei 124.

Astfel, pe baza datelor curente, 6A1 este un anticorp de neutralizare de inalta
afinitate care se leaga la o regiune a IL4 foarte diferita, decat 3B9.

Exemplul 9. Farmacocineticad

Farmacaocinetica lui 3B9 umanizat s-au investigat in sobolani masculi Sprague
Dawley. S-a administrat 3B9 umanizat la 4 animale ca un bol iv dozat la 1 mg/kg. si
s-a continuat prelevarea de probe de sange, timp de 5 sdptdmaéni dupd administrare.
Concentratiile plasmatice de 3B9 umanizat s-au determinat folosind o ELISA sandwich
IL4/1gG anti-uman desemnatd pentru a confirma nu numai prezenta IgG, in circulatia
sanguind umana, ci, de asemenea, si capacitatea sa de a se lega la IL4 umana
recombinanta.

Rezultatele acestui studiu sunt prezentate pe scurt in tabelul 3:

Tabelul 3
Farmacocinetica 3B9 umanizat in sobolani masculi
Sprague-Dawley (doz&: bol iv 1 mg/kg]

Clp
(ml/h/kg)

Sobalan 1 - 0442
Sobolan 2 0,655
Sobolan 3 0,555
Sobolan 4 0,447
Medie 0,525
Abatere standard 0,101

Clp=epurare plasmaticd aparentd

Datele au indicat ca variabilitatea intre animale a fost relativ mica si disparitia
3B9 umanizat din plasa pare a fi bifazica. Epurarea plasmaticé aparenta a fost sca-
zut3 (0,5 mi/h/kg). Timpul de injumatatire pare a fi, de 11 zile. Astfel, caracteristicile
farmacocinetice ale 3B9 umanizat derivat in celula CHO sunt conforme cu alti
anticorpi monoclonali umanizati la sobolani. Timpul de injumatatire in circulatie, lung,
al 3B9 umanizat la sobolani sugereaza, de asemenea, cd administrat de om 3B9
umanizat va fi la fel de eficient pe o perioada indelungata de timp.

Numeroase modificari si variatii ale prezentei inventii, incluse in descrierea de
mai sus, vor fi evidente pentru un specialist in domeniu. De exemplu, regiunile cadrului
uman sau modificarile acestora altele, decat in anticorpii descrisi mai sus, pot fi folo-
siti in construirea de anticorpi umanizati. Astfel de modificari si alterari ale compozi-
tilor si procedeelor inventiei de fatd sunt considerate a fi cuprinse in sfera
revendicarilor anexate prezentei descrieri.
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Revendicéri

1. Anticorp recombinant monoclonal, caracterizat prin aceea ca regiunea
variabila a lantului greu cuprinde, in ordine, prima regiune determinantd a complemen-
taritatii avand secventa Thr Ser Gly Met Gly Val Ser (SECV NR. 22}, a doua regiune
determinanta a complementaritatii avand secventa His lle Tyr Trp Asp Asp Asp Lys
Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser (SECV NR. 24), a treia regiune determinantd a com-
plementaritatii avand secventa Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Phe Asp Val (SECV NR.
26); iar regiunea variabild a lantului usor cuprinde, in ordine, prima regiune deter-
minanta a complementaritatii avand secventa Lys Ala Ser GIn Ser Val Asp Tyr Asp Gly
Asp Ser Tyr Met Asn (SECV NR. 16), a doua regiune determinantd a complemen-
taritétii avand secventa Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser (SECV NR. 18), a treia regiune
determinanta a complementaritatii avand secventa GIn GIn Ser Asn Glu Asp Pro Pro
Thr (SECV NR. 20].

2. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea cé se leaga la acelasi epitop ca anticorpul monoclonal 3B89.

3. Anticorp recombinant monaclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea ca se leaga la acelasi epitop ca anticorpul monoclonal 6A1.

4. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea cd, concureaza cu anticorpul monaclonal 3B9 si 6A1 pentru legarea
interleukinei 4 umane.

9. Anticorp recombinant monaclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea cé, concureaza cu anticorpul monoclonal produs prin linia de celule
hibridoma 3426A11C1B9 pentru legarea interleukinei 4 umane.

6. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicérii 1, caracterizat
prin accea ca are specificitate de legare a regiunii invariabile a lantului greu de
imunoglobuling, a regiunii invariabile a lantului usor de imunoglobuling, sau a ambelor.

7. Anticorp recombinant monaclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea cé prezintd o disociere constanta egald sau mai mica de 2x10'°M,pentru
interleukina 4 umana.

8. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea ca regiunea invariabild a lantului greu cuprinde, in ordine, urmatorii amino-
acizi 21-50, 58-71, 88-119 si 131-141 ai SECV NR. 12.

9. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea ca regiunea invariabild a lantului usor cuprinde, in ordine, urmatorii amino-
acizi 2042, 58-72, 80-111 si 121-131 ai SECV NR. 14.

10. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin accea ca este legat operational la un agent efector ales dintr-un grup care
consta dintr-o moleculd purtétoare, polistiren si bile de plastic.

11. Anticorp recombinant monaclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin aceea ca acidul nucleic care codifica proteinele din regiunea determinants a
complementaritatii a lantului greu de imunoglobuling este ales dintre:

ACT TCT GGT ATG GGT GTG AGC SECV NR. 21
CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCA TCC
CTG AAG AGC SECV NR. 23
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AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC SECV NR. 25
ACC TCC GGT ATG GGT GTT TCC SECV NR. 54
CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC AAA CGT TAC AAC CCG AGC CTG

AAA TCC SECV NR. 55
CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT SECV NR. 56

12. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin aceea ca acidul nucleic care codifica proteinele din regiunea determinanta a comr

plementaritatii a lantului usor de imunoglobuling este ales dintre:
AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC

SECV NR. 15
AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC

SECV NR. 53
GCT GCA TCC AAT CTA GAATCT SECV NR. 17
CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG SECV NR. 19
CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG SECV NR. 27

13. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin aceea ca poate fi folosit intr-0 metoda de diagnosticare a alergiilor si a altor con-
ditii asociate cu producerea in exces a imunoglobulinei E la om prin contactarea unei
probe de fluid biologic cu titru inalt pentru IL-4 cu anticorpul monoclonal recombinant
si detectarea prezentei sau absentei complexului dintre IL-4 si anticorpul monoclonal
recombinant.

14. Anticorp recombinant monoclonal, conform revendicarii 1, caracterizat
prin aceea cé se obtine prin cultivarea unei linii de celule transfectate cu plasmida
recombinanta care contine acidul nucleic care codifica proteinele din regiunea deter-
minant3 a complementaritatii, sub controlul secventelor reglatoare selectate, capabile
s3 conduca expresia acestuia n celule.

15. Compozitie farmaceuticd, caracterizatd prin aceea ca, contine
0,5...20%, in greutate, anticorp recombinant monaclonal definit in revendicarea 1 si
un purtator acceptabil farmaceutic.

16. Metoda de tratare a alergiilor si a altor conditii asociate cu producerea in
exces a IgE la un om, caracterizaté prin aceea cé se administreaza o compozitie far-
maceutica definitd in revendicarea 15, astfel, incat cantitatea de anticorp recombinant
monoclonal definit in revendicarea 1, sa fie cuprinsd, in intervalul 0,1...20 mg/ /0 kg
corp, parenteral, de preferintd, intramuscular, un interval,de timp cuprins intre 2 zile
pana la 3 saptamani.

17. Metoda de tratare, conform revendicarii 16, caracterizata prin aceea
cé dozele si durata de tratament pot fi corectate prin determinarea anticorpilor din
circulatie.

18. Metoda de tratare, conform revendicarii 16, caracterizata prin aceea
cé este tratatd rinita alergicd, conjunctivitele, dermatitele atopice, astmul atopic si
socul anafilactic.

LISTA DE SECVENTE
()] INFORMATIE GENERALA:
(i) SOLICITANT: Holmes, Stephen D.
Gross, Miotchell S.
Sylvester, Daniel R.
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(i) TITLUL INVENTIEI: ANTICORPI IL4 recombinanti utili in
tratamentul tulburarilor mediate IL4.
(i) NUMARUL SECVENTELOR: 58
(iv) ADRESA PENTRU CORESPONDENTA
(A) ADRESANT: SmithKline Beecham Corporation
(B) STRADA: Corporate Intellectual Property,
Uw 2220-709 Swedeland Rd.
(C) ORAS: King of Prussia
(D) STAT: PA
(E} TARA:SUA
(F) ZIP: 19406-2799
(v) FORMA CITIBILA PE COMPUTER:
(A} TIPUL DE MEDIU:Floppy disk
(B) COMPUTER: PC compatibil IBM
(C) SISTEM DE OPERARE:PC-DOS/ms-dos
(D) SOFTWARE: Patentin Release Nr.1.0, versiune 1.25
(vi) DATA CURENTE ALE CERERI:
(A) NUMARUL, CERERII: US08/136 783
(B) DATA DEPUNERII: 14-0CTOMBRIE-1992
(C) CLASIFICARE:
(vii) INFORMATIE DESPRE MANDATAR/AGENT:
(A} NUME: Sutton, Jeffrey A.
(B) NUMAR DE INREGISTRARE: 34, 028
(C) REFERINTA/NUMAR DOSAR: p50186-2
(ix) INFORMATIE DE TELECOMUNICARE:
(A) TELEFON: (215) 270-5024
(B) TELEFAX: (215)}5090
(2) INFORMATIE PENTRU SECV ID NR:1:
(i) CARACTERISTICILE SECVENTEI:
(A) LUNGIME: 396 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE : dubli
(D) TOPOLOGIE: necunoscuti
(i) TIPUL MOLECULEI: cADN
(iX) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD:CDS
(B) LOCALIZARE: 1...396
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI SECV ID NR:1:
ATG GAG ACA GAC ACA ATC CTG CTA TGG GTG CTG CTG CTC TGG GTT CCA
Met Giu Thr Asp Thr lle Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 4] 10 15
GGCTGCACTGGTGACAWGTGCTGACCCAATTITCCAGCTTCTTTGGGT
Gly Ser Thr Gly Asp lle Val Leu Thr gin Ser Pro Ala Ser Leu Ala
20 25 30
GTGTCTCTAGGGCAGAGGCGGACCATCTCCTGCAAGGCCAG:CAAAGT
Val Ser Leu Gly Gin Arg Ala Thr lle Ser Cys Lys Ala Ser Gin Ser

48

96

144
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s 40 s

mwnrcmmcumurmmmucmﬂsmm

Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
S0 -1 60

GGA CAG CCA CCC AMA CIC CTC ATC TAT GCT GCA TCC AAT CTA GAA ICT
Gly Gla Pro Pro Lys Lau Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser
65 70 ' (H a0

GGG ATC CCA GCC AGG TTT AGT GGC AGT GGG ICT GGG ACA GAC TTC ACC
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
8s 90 95

CTIC AAC ATC CAT CCT GIG GAG GAG GAG GAT GCT GGCA ACC TAT TAC TGT
Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu-Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
100 108 110

CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro'Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thx Lys Leu
115 120 125

GAA ATC AAA CGG
Glu Ile Lys Axg
130

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR.2
()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(Al LUNGIME : 132 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard
(i) TIPUL MOLECULE!: peptid3
{(x) DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr.2:

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 S 10 15
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Gly Ser Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala
20 ' 2S 30

Val Ser Lau Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser
s 40 as

Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gla Gln Lys Pro
50 SS 60

Gly Gla Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser
65 70 15 80

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
as 90 95

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
100 : 108 110

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
118 120 128

Glu Ile Lys Arg
130

(2) INFORMATIA PENTRU SECV. ID NR.3
()l  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
{A) LUNGIME : 483 aminoacizi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: dubls
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts
(i)  TIPUL MOLECULEI!: cADN
(x) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 64...483
{x) DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr.3:




GAATTCGCGG CCGCTATGCA GGGACAATCA GCAGCAGCAA TGAGGAAGTA AGCCTGIGCA
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GAT ATG AAC AGG CTT ACT TCC TCA TTG CTG CIG CIG ATT GTC CCT GCA
Asn Axg Leu Thr Ser Ser Lau Lau Leu Leu Ile Val Pro Ala

Met
b |

TAT GIC
Tyr val

Gla Pro

Lys Gly
65

TAT AAC

Tyr Asn
80

Ser Asn

GAT GTC
Asp Val

S

C1G ICC CAG GIT
Leu Ser Gln Val
20

TCC CAG ACC CTC
Ser Gln Thr Lesu
35

ACT ICT GGT AIG
Thr Sexr Gly Met
S0

CIG GAG IGG C1G
Leu Glu Trp Leu

CCA TCC CTIG AAG
Pro Ser Leu Ly»
8s

Gln Val Phe Leu
100

TAC TAC TGT GCT
Tyr Tyr Cys Ala
115

TGG GGC.GCA GGG
Trp Gly Ala Gly

ACYT CTG
Thr leu

Ser Leun

Gly Val
L1

Ala His
70

Ser Arg

AAG ATC
Lys Ile

CGA AGA
Arg Arg

Thr Thr

10

1$

AMA GAG TCT GGC CCT GGG ATA TIG
Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu

Thr
40

Ser

AT?T
Ile

Leu

Thr

Glu
120

GTC
vVal

25

TGT ITT TIC ICT
Cys Ser Phe Ser

TGG ATT CGT CAG"

Trp Ile Axg Gln
60

TAC TGG GAT GAT
Tyc Tzp Asp Asp
75

ACA ATC TCC ANG
Thr Ile Ser Lys
90

AGT GTG GAC ACT
Ser Val Asp Thr
105

ACT GTIG.TTC TAC
Thr Val Phe Tyr

ACC GIC TCC TCA
Thr Val Ser Ser

30

GGG TIY XCA
Gly Phe Ser
45

CCT TCA GGA
Pro Ser Gly

GAC MG CGC
Asp Lys Azg

GAT ACC TCC
AsSp Thr Ser
9S

GCA GAT ACT
Ala Asp Thr
110

TGG TAC TTC
Trp Tyr Phe
125

60

108

156

204

252

300

348

396

444

483
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1505

1510

1515

1520



1525

1530

1535

1540

1545

1550

1555

(2

val

Pro

Serx

Gly

65

Asn

Thr

val
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INFORMATIE PENTRU SECV. 1D NR.4:
CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A} LUNGIME : 140 aminoacizi
(B) TlP: aminoacid

(D) TOPOLOGIE: linears

(i

(i)
(xi)

TIPUL MOLECULEL: proteind
DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 4;

Asn Arg Leu Thr Ser Ser

5

Leu Ser Gln Val Thr Leu

20

Ser Gln Thr Leu Ser Leu

.35

Thr Ser Gly Met Gly Val

50

53

Leu Glu Trp Leu Ala His

70

Pro Ser Lau tys Ser Arg

85

Gln Val Phe Leu Lys Ile

100

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg

115

Trp Gly Ala Gly Thr Thr

130

135

Leu

Lys

Thr

40

Ser

Ile

Thr

Glu
120

Vval

Leu Leu lLeu Ile Val Pro
10

Glu Ser Gly Pro Gly Ile
25 30

Cys Ser Phe Sex Gly Phe
45

Trp Ile t:q,Gln Pro Ser
60

‘Tyx Trp Asp Asp Asp Lys

5

Thr Ile Ser Lys Asp Thr
90

Ser Val Asp Thr Ala Asp
105 110

The val Phe Tyr Trp Tyr
128

Thr Val Ser Ser
140

Ala Tyr
1S

Leu Gln

Ser lLeu

Gly Lys

Azg Tyr

80

Ser Ser
95

Thr Ala

Phe Asp
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(2) INFORMATIE PENTRU SECV. IDNR. S

0]

(i)
(ix)

(xi)

CARACTERISTICI DE SECVENTA :

(A) LUNGIME : 60 baze perechi

(B) TIP: acid nucleic

(C) IMPLETIRE: dubld

(D) TOPOLOGIE: necunoscuts

TIPUL MOLECULEI: cADN
CARACTERISTICA:

(A} NUME/CQD: CDS

(B) LOCALIZARE: 1...60

DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 5:

ATG GIG TIG CAG ACC CAG GIC TTIC ATT TCT CTG TTG CTC TGG AIC ICT
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Lau Leu Leu Trp Ile Ser

1

S 10 15

GGT GCC TAC GGG
Gly Ala Tyr Gly

20

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. &

i)

(i)
()

CARACTERISTICI DE SECVENTA :

(A) LUNGIME: 20 aminoacizi

(B) TIP: aminoacid

(D) TOPOLOGIE: lineara

TIPUL MOLECULE!: proteina

DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 6:

Met Val Leu Gln Thr Gla Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

. 48

1560

1565

1570

1575

1580

1585

1590



1595

1600

1605

1610

1615

1620

1625

1630
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1 s 10 15

Gly Ala Tyr Gly
20

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 7

()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A}  LUNGIME : 60 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: dubly
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd

(i)  TIPUL MOLECULEl: cADN

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...57

(i) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 7:

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TIC TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

GTC CAC TCC
Val His Ser

(2] INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 8
()  CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A)  LUNGIME: 19 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(i)  TIPUL MOLECULEL proteina
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 8:

48

57
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Met Gly Trp Ser Cys lle Ile Leu Phe Leu Val ‘Ala Thr Ala Thr Gly
1 S 10 1s

Val His Sex

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. 1D NR. 9

()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 423 baze perechi
(8] TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: dubla
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts

(i)  TIPUL MOLECULEIL: cADN

(ix} CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...423

(xj DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID:nr. 9:

ATG GTG TIG CAG ACC CAG GIC TTIC ATT TICT CIG ITG CTC TGG ATC TCT
Met Val Leu Gln Thr Gin Val Phe Ile Ser Leu Lau Leu Trp Ile Ser
1 L] 10 15

GGT GCC TAC GGG CAG GTT ACC CIG AAA GAG TCT GGC CCT GGG ATA TTG
Gly Ala TYL Gly Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile lLeu
20 25 30

CAG CCC TCC CAG ACC CTC AGT CTG ACT TGT TCT TIC TCT GGG TIT TCA
Gln Pro Ser Gln Thr Leu Sexr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser
' 3s 40 as

CIG AGC ACT TCT GGT ATG GGT GTG AGC TGG ATT CGT CAG CCT TCA GGA

Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arzg Gln Pro Ser Gly
50 55 60

48

96

144

192

1635

1640

1645

1650

1655

1660

1665



1670

1675

1680

1685

1690

1695

1700

1705

@)
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AAG GGT CIG GAG TGG CTG GCA CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC
Lys Gly leu Glu Trp Lau Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg
65 70 ’ 15 80

TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC CGG CTC ACA ATC TCC AAG GAT ACC TCC
Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser
: "85 90 95

AGC AAC CAG GTA TTC CIC AAG ATC ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT ACT
Ser Asn Gln Val Phe Leu Lys Ile Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp Thr
100 10S 110

GCC ACA TAC TAC TGT GCT CGA AGA GAG ACT GTIG TTC TAC TGG TAC TIC

Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe
115 120 125

GAT GTC TGG GGC GCA GGG ACC ACG GIC ACC GTC TCC TCA
Asp Val Trp Gly Ala Gly Thxr Thr Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 10
()  CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A) LUNGIME : 141 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
{0} TOPOLOGIE: lineara
(i)  TIPUL MOLECULEL proteind
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 10:

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 10 15

Gly Ala Tyr Gly Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu
20 25 30

Gln Pro Ser Gla Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser
35 40 45

240

288

336

384

423




(2)
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Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gla Pro Ser Gly

50 S5

Lys Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tyr

65 70

Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr

85

90

Ser Asn Gln Val Phe Leu Lys Ile Thr Ser

100 , 105

Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr

115 120

Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Inhr

130 13§

60

Trp Asp Asp Asp Lys Arcqg

15

80

Ile Sexr Lys Asp Thr Ser

95

Val Asp Ihr Ala Asp Thr

110

Val Phe Tyr Ttp Tyr Phe

125

Val Ser Ser

140

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 11
0] CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 423 baze perechi

(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: dubld

(D] TOPOLOGIE: necunoscuts
(i} TIPUL MOLECULE!: cADN

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS

(B) LOCALIZARE: 1...423
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 11:

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu leu Leu Trp Ile Ser

1 S

GGT GCC TAC GGG CAG GTT ACC CIG CGT GAA TCC GGT CCG GCA CTA GIT
Gly Ala Tyr Gly Gln Val Thr Leu Axg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val

20 25

ARA CCG ACC CAG ACC CIG ACG TTA ACC TGC ACC TTIC TCC-GGT TTC TCC
Lys Pro Thr Gln Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser

35 40

CTG TCG ACC TCC GGT ATG GGT GTT TCC TGG ATC CGT CAG CCG CCG GGT
Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Glan Pro Pro Gly

50 55

10

60

45

30

15

96

144

192

1710

1715

1720

1725

1730

1735

1740

1745

1750



1755

1760

1765

1770

1775

1780

1785

1790

AMA GGT

Lys Gly
65

TAC AAC
Tyr Asn

CGT ARC
Arg Asn

GCT ACC
Ala Thr

GAC GTT
Asp Val
130

CTA GAA 1IGG CTG
Leu Glu Trp Leu
70

CCG AGC CIG AAA
Pro Ser leu lys
85

CAG GTT GIT CTG
Gln Val val Leu
100

TAC TAC TGC GCT
Tyr Tyr Cys Ala
115

TGG GGT CGT GGT
Trp Gly Arg Gly

RO 116809 B1

GCT CAC
Ala His

TCC CGT
Ser Arzg

XCC ATG
Thr Met

CGA CGC'

Arg Arg
120

ACC CCA
Thr Pro
135

ATC
Ile

Leu

Thr
10S

Glu

GIT
Val

TAC TGG GAC GAC GAC AAA CGT

Tyzc

Thr
90

Asn

Thr

ACC
Thr

Trp
5

ATA
Ile

ATG
Met

GIT
Val

val

Asp Asp Asp Lys Arxg
8o

TCC AAN GAC ACC TCC
Ser Lys Asp Thr Ser
95

GAC CCG GTIT GAC ACC
Asp Pro Val Asp Thr
110

TIC TAC TGG TAC TIC
Phe Tyxr Trp Tyr Phe
125

AGC TCA
Ser Ser
140

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 12
CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 141 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid

0

i)
(xi)

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser lLeu Leu Leu Trp Ile Ser

1

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

Lys Pro Thr Gla Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser

Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly

(D) TOPOLOGIE: lineara

TIPUL MOLECULEL: proteina
DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 12

S

20

3s

50

10

25

40

S5

15

30

45

60

240

288

336

384

423
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Lys Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Axg

65 70 75 a0

Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Sex Lys Asp Thr Ser
a5 90 95

Arg Asn Gln Val Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr
100 108 110

Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val fhe Tyr Trp Tyr Phe
115 120 12§

Asp Val Trp Gly Axg Gly Thr Pro Val Thr Val Ser Ser

130 135 140

(2)  INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 13
(i  CARACTERISTIC!I DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 393 baze perechi
(B] TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: dubla
(D) TOPOLOGE: necunoscut
(i}  TIPUL MOLECULEI: cADN
(ix) CARACTERISTICA:
{A) NUME/CQD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...393
(xi) DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 13:
ATG GGA TGG AGC TGT AIC ATC CTC TTC TIG GTA GCA ACA GCT ACA GGT

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Al3 Thg Ala Thr Gly
1 ] 10 15

GTC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TCT CCA GAC TCG CTA GCT GIG
val His Ser Asp lle Val Met Thx Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val
20 25 30

TCT CTG GGC GAG AGG GCC ACC ATC AAC TGC AAG GCC TCC CAA AGT GTIT
Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val
3s 40 45

GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC TGG TAT CAG CAG AAA CCC GGG

Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asu Trp Tyr Gla Glan Lys Pro Gly
50 55 60

48

96

144

192

1795

1800

1805

1810

1815

1820

1825

1830

1835



1840

1845

1850

1855

1860

1865

1870

1875

1880
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CAG CCT CCT AAG TTG CTC ATT TAC GCT GCA TCC AAT CTA GAMA TCT GGG
Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly
65 70 - a0

GTA CCT GAC CGA TTC AGT GGC AGC GGG TCT GGG ACA GAT TIC ACT CIC
Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Sex Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Lau
8s 90 95

ACC ATC AGC AGC CIG CAG GCT GAA GAT GTG GCA GTA TAC TAC TGT CAG
Thr Ile Sexr Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln

we 105 110

CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG GAG

Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Arg Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
115 120 125

ATC AAA CGT

Ile Lys Acg
130

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 14
(i CARACTERISTIC!I DE SECVENTA :
(A) LUNGIME : 131 aminoaciz
(B} TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard
(i) TPUL MOLECULEI!: proteinei
() DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 14:

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr G
1 5 10 13
Val His Ser Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala V

20 25 k[ ]

Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Glan Ser V.
a5 40 45

Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro G
S0 1) 60
Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn

Lau Glu Ser G
65 70 75

1y

al

al

ly

ly
80

240

288

336

384

393
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Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
as 90 95

Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr ?yr Cys Gln
100 105 110

Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Arg Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
115 120 125

Ile Lys Arg
130

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 15
(i) CARACTERISTICt DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 45 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: dubla
(D) TOPOLOGIE: necunoscuta
(i)  TIPUL MOLECULEL: cADN
(X} CARACTERISTICA:
{A) NUME/COD: COS
(B) LOCALIZARE: 1...45 A
(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. 1D nr. 15:

AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC
Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn
1 S 10 15

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 16
(i CARACTERISTICI DE SECVENTA :
‘ (A] LUNGIME: 15 aminoacizi
(2) (B} TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(i)  TIPUL MOLECULEI: proteina
{x)) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 16:

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Mat Asn
1 5 10 15

45

1885

1890

1895

1900

1905

1910

1915

1920



1925

1930

1935

1940

1945

1950

1955

1960

1965

(@)

(2]

(2)
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INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 17
(i  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 21 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: dubls
(D) TOPOLOGIE: necunoscuta
(i)  TIPUL MOLECULEI: cADN
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...21
() DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 17:

GCT GCA ICC AAT CTA GAA ICT
Ala Ala Ser Asn lLeu Glu Ser
1 S

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 18
()  CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A) LUNGIME : 7 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linear3
(i) TIPUL MOLECULEL protein3
(xij DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 18:

Al2 Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 19
() CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 27 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: dubl3
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd
(i)  TIPUL MOLECULE!: cADN

21




2

(2)

(ix)

()

RO 116809 B1

CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...27

DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 19:

CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr

1

S

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 20
CARACTERISTIC!I DE SECVENTA :

(i)

(i)
(xi)

(A)
(8)
(0)

LUNGIME : 8 aminoacizi
TIP: aminoacid
TOPOLOGIE: lineara

TIPUL MOLECULEL: proteind

DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. 1D nr. 20:

GIn Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr

1

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 21
CARACTERISTIC! DE SECVENTA :

i)

(i)
(ix)

(xi)

(A)
(B
(C)
(0)

LUNGIME: 21 baze perechi
TIP: acid nucleic
IMPLETIRE: dubl3
TOPOLOGIE: necunoscuta

TIPUL MOLECULEL: cADN
CARACTERISTICA:

(A) NUME/COD: CDS

(B} LOCALIZARE: 1...21

DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 21:

ACT TCT GGT ATG GGT GTG AGC
Thr Ser Gly Met Gly Val Ser

1

5

2}

1970

1975

1980

1985

1990

1995

2000

2005

2010



2015

2020

2025

2030

2035

2040

2045

2050

2055
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(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 22
(i  CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A) LUNGIME : 7 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linears
(i)  TIPUL MOLECULE!: proteina
(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 22:

Thr Ser Gly Met Gly Val Ser
1 S

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 23
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 48 baze perechi
(B} TIP: acid nucleic
' (C) TMPLETIRE: dubla
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts
(i)  TIPUL MOLECULEL: cADN
(x} CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...48
(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 23:

CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC
His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 S 10 1S

(2] INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 24
(il  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME : 16 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara

48
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(i)  TIPUL MOLECULEI: protein 2060
(i) IPOTETICA: NU

(v  ANTISENS: NU

(v)] TIP FRAGMENT: intern

(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 24:

2065

His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

) 15
t 10 2070

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 25

() CARACTERISTICI DE SECVENTA : 2073
(A) LUNGIME: 33 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: dubla
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd

(i)  TIPUL MOLECULEL cADN

() CARACTERISTICA:
(A) NUME/CQOD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...33

(xj DESCRIEREA SECVENTEH! : SECV. ID nr. 25:

2080

2085

AGA GAG ACT GIG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC 313
Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 S 10

2090

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. 1D NR. 26
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA : 2095
(A} LUNGIME : 11 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(i)  TIPUL MOLECULE!: peptida

2100



2105

2110

2115

2120

2125

2130

2135

2140

2145

@)

(2

(2]
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(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 26:

Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 S 10

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 27
()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 27 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C}] TMPLETIRE: dubls
(D) TOPOLOGIE: necunoscuta
(i) TIPUL MOLECULEI: cADN
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: CDS
(B) LOCALIZARE: 1...27
(xi] DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 27:

CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Arg
i S

27

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 28
()  CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 9 aminoaciz
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linears
(i)  TIPUL MOLECULEL protein3
(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 28:

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Arg
1 5

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 29
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(] CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 36 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: simpla
(D} TOPOLOGIE: necunoscutd
(i) TPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 29:

CTAACACTCA TICCTIGTTIGA AGCTCTTGAC AATGGG

(2] INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 30

(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 29 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpl3
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts

(i) TIPUL MOLECULE!: ADN (genomic)

(xij DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 30:

GTACATATGC AAGGCTTACA ACCACAATC

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 31
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A] LUNGIME : 117 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: necunoscuta
(i}  TIPUL MOLECULEI: ADN {genomic}

(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 31:

36

29

2150

2158

2160

2165

2170

2175

2180

2185

2190



2195

2200

2205

2210

2215

2220

2225

2230

2235

RO 116809 B1

GGTTACCCTIG CGTGAATCCG GTCCGGCACT AGTTAAACCG ACCTAGACCC TGACGTTAAC

CTGCACCTTC TCCGGTTICT CCCTGICGAC CTCCGGTATG GGTGTTICCT GGATCCG

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 32

(i  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 120 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: simpl¥
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd

(ii) TIPUL MOLECULE!L: ADN (genomic)

(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 32:

TCAGCCGCCG GGTAMAGGTC TAGAATGGCT GGCICACATC TACTGGGACG ACGACAAACG

TTACAACCCG AGCCTGAAAT CCCGTCTGAC GATATCCAAA GACACCTCCC GTAACCAGGT

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 33

(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 120 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpl&
(D} TOPOLOGIE: necunoscuta

(ii) TIPUL MOLECULE!: ADN (genomic)

(xi). DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 33:

TGTTCTGACC ATGGACCCGG TTGACACCGC TACCTACTAC TGCGCTCGTC GCGAAACCGT

TITCTACTGG TACTTCGACG TTTGGGGTCG TGGTACCCCA GTTACCGIGA GCTCCCAACC

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 34
(i)  CARACTERISTICI DE SECVENTA :

60

117

60

120

60

120




(2)

2)

(i)
(xi)

(A)
B)
€
(0)]

TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 34:

RO 116809 B1

LUNGIME: 25 baze perechi
TIP: acid nucleic
TMPLETIRE: simpla
TOPOLOGIE: necunascutd

ACCCGGCGGC TGACGGATCC AGGAA

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 35
CARACTERISTICI DE SECVENTA :

0

(i)
(i)

{A)
(8)
€
(0)

TIPUL MOLECULEL: ADN ([genomic)
DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 35:

LUNGIME: 24 baze perechi
TIP: acid nucleic
IMPLETIRE: simpla
TOPOLOGIE: necunoscutd

ATGGTCAGAA CANCCTGGTT ACGG

INFORMATIE PENTRU SECV. 1D NR. 36
CARACTERISTICI DE SECVENTA :

(M

(i)
(i)

(A)
(8]
(C)
(D)

TIPUL MOLECULEL: ADN (genomic)
DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 36:

LUNGIME: 25 baze perechi
TIP: acid nucleic
IMPLETIRE: simpl&
TOPOLOGIE: necunoscuta

TTCGGGTTAC CCTGCGTGAA TCCGG

2240

2245

2250

2255

2260

2265

2270

2275

2280



2285

2290

2295

2300

2305

2310

2315

2320

2325

(@

(2)

(2]
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INFORMATIE PENTRU SECV. 1D NR. 37
)  CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 21 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpls
(D} TOPOLOGIE: necunoscuts
(i}  TIPUL MOLECULE!: ADN (genomic)
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 37:

CCAACCCTCG AGTIGCCATTG A

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 38
()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 43 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: simpla
(0) TOPOLOGIE: necunoscutd
(M  TIPUL MOLECULE!I: ADN (genomic)
(xj DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 38:

CTAGCTGTGT CTCTGGGCGA GAGGGCCACC ATCAACTGCA ACG

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 39
()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 39 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) MPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: necunoscut3
(i)  TIPUL MOLECULE!: ADN (genomic)
(xi) DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 39:
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CCTTGCAGIT GATGGTGGCC CTCTCGOCCA GAGACACAG

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 40

()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 67 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: necunoscuti

(i) TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)

(xi)j DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 40:

TCGAGAGGCC TCCCAAAGTG TTGATTATGA TGGTGATAGT TATATGAACT GGTATCAGCA
GAAACCC

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 41

(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A] LUNGIME: 63 baze perechi
(B} TIP: acid nucleic
(C) MPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd

(i)  TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)

(xi) DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 41:

GGGTTTCTGC TGATACCAGT TCATATAACT ATCACCATCA TAATCAACAC TTTGGGAGGC

CTC

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 42
() CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME: 51 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: simpl
(D) TOPOLOGIE: necunascuts

60

67

€0

63

2330

2335

2340

2345

2350

2355

2360

2365

2370
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()  TIPUL MOLECULE!: ADN (genomic)
() DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 42:

2375

ATACTACIGT CAGCAAAGTA ATGAGGATCC TCCGAGGTTC GGCGGAGGGA C sk

(@) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 43
() CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 53 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
2385 (C} TMPLETIRE: simpla
(D) TDPOLDGIE: necunoscut3d
(i) TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
(xj DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. 1D nr. 43:

2380

2390

CITGGTCCCT CCGCCGAACC TCGGAGGATC CTCATTACTT IGCIGACAGT AGT 53

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 44
2395 () CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: SS baze perechi
(8) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpl&
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd
(i)  TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic])
(xj DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 44:

2400

2405 .
GGGCAGCCTIC CTAAGTTGCT CATTTACGCT GCATCCAATC TAGAATCTGG GGTAC S5

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 45
2410 () CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 51 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpla

2415
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(D) TOPOLOGIE: necunoscuts
i) TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 45:

CCCAGATTCT AGATTGGATIG CAGCGTAAAT GAGCAACTTA GGAGGCIGCC C

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 46

()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 83 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpl¥
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts

(i) TIPUL MOLECULE!: ADN (genomic)

(xi) DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. 46:

AATTCGAGGA CGCCAGCAAC ATGGTGTTGC AGACCCAGGT CTTCATTICT CTGTTGCTCT
GGATCTCTGG TGCCTACGGG CAG

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. IDNR. 47

() CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 84 baze perechi
(B} TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: simpl3
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts

(i) TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)

(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 47:

GTARCCTGCC CGTAGGCACC AGAGATCCAG AGCAACAGAG AMTGAAGAC CTIGGGTCTIGC

AACACCATGT TGCTIGGCGTC CICG

(2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 48
()l  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 20 baze perechi

(B) TIP: acid nucleic

51

60

e3

60

84

2420

2425

2430

2435

2440

2445

2450

2455

2460



2465

2470

2475

2480

2485

2490

2495

2500

2505
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(@)

(2)
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(C} IMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd
(i) TIPUL MOLECULEI: ADN {genomic)

(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 48:

CAGGTTACCC TGAAAGAGTC

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 49
() CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A] LUNGIME: 18 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd
(i) TIPUL MOLECULEI: ADN (genomic)
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 49:

GAAGTAGTCC TTGACCAG

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 50
i CARACTERISTIC! DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 31 baze perechi
(B} TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpl3
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd
(i}  TIPUL MOLECULEL: ADN {genomic)
(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 50:

GTCACCGTCT CCTCAGCTAG CACCAAGGGG C -

INFORMATIE PENTRU SECV. 1D NR. 51

(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA :
{A] LUNGIME: 22 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic

20

18




@

(2)

(@)
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(C) TMPLETIRE: simpl
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts
(i) TIPUL MOLECULE:: ADN (genomic)
() DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. 1D nr. 51:

CTIGGTGCTA GCIGAGGAGA CG 22

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 52
()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 47 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C} IMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE: necunoscutl
(i)  TIPUL MOLECULEL: ADN (genomic)
(x) DESCRIEREA SECVENTEI! : SECV. ID nr. 52:

CATCTAGATG GCGCOGCCAC AGTACGTTTG ATCICCAGCT TGGTCCC v

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 53
()  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 45 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) TMPLETIRE: dubla
(D) TOPOLOGIE: necunoscuts
(i)  TIPUL MOLECULEL: cADN
(xij DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 53:

AAGGCCTCCC AAAGTGTTGA TTATGATGGT GATAGTTATA TGAAC

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 54
(i  CARACTERISTIC!I DE SECVENTA :
(A) LUNGIME: 21 baze perechi

45

2510

2515

2520

2525

2530

2535

2540

2545

2550
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(B) TIP: acid nucleic

(C} TMPLETIRE: dubls

(D) TOPOLOGIE: necunoscutl

TIPUL MOLECULE!: cADN

‘DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 54:

ACCTCCGGTA TGGGTGITIC C

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 55

i)

(1)
(i)

CARACTERISTICI DE SECVENTA :

(A) LUNGIME: 48 baze perechi

(B) TIP: acid nucleic

(C) IMPLETIRE: dubl3

(D) TOPOLOGIE: necunoscuts

TIPUL MOLECULEIL: cADN

DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 55:

CACATCTACT GGGACGACGA CAAACGTTAC AACCCGAGCC TGAAATCC

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 56

0]

(i)
(xi)

CARACTERISTICI DE SECVENTA :

(A) LUNGIME: 33 baze perechi

(B) TIP: acid nucleic

(C) IMPLETIRE: dubld

(D) TOPOLOGIE: necunoscut3

TIPUL MOLECULEI: cADN

DESCRIEREA SECVENTE! : SECV. ID nr. S6:

CGCGAAACCG TTITTCTACTG GTACTICGAC GTT

INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 57

(i)

CARACTERISTICI DE SECVENTA :

21

48

33
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(A) LUNGIME: 393 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: dubla
(D) TOPOLOGIE: necunoscutd
i) TIPUL MOLECULEI: cADN
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NUME/COD: COS
(B) LOCALIZARE: 1...393
(xj DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 57:

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 S 10 . 15

GIC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TCT CCA GAC 7CG CTA GCT GIG
Val His Ser Asp Ils Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val
20 2s 30

TCT CTG GGC GAG AGG GCC ACC ATC AAC TGC AAG GCC TCC CAA AGT GTT
Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val
35 40 45

GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC IGG TAT CAG CAG AAA CCC GGG

Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trxp Tyr Gln Gla Lys Pro Gly
50 55 60

CAG CCT CCT ARG TTG CTC ATT TAC GCT GCA TCC AAT CTA GAA ICT GGG
Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly
65 70 75 L1}

GTA CCT GAC CGA TTC AGT GGC AGC GGG TCT GGG ACA GAT TTC ACT CIC
Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Lau
' 8s 90 95

ACC ATC AGC AGC CTG CAG GCT GAA GAT GTG GCA GTA TAC TAC TGT CAG
Thr Ile Ser Ser Leu Glm Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
100 105 110

CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG TTC GGC GGA GGG ACC AAA GTG GAG
Gln Ser Asa Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
115 120 125

ATC AAA CGT
Ile Lys Arg
130

48

96

144

192

240

288

336

384

393

2600

2605

2610

2615

2620
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([2) INFORMATIE PENTRU SECV. ID NR. 58
seas ()l  CARACTERISTICI DE SECVENTA :
(A} LUNGIME : 131 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linears
2650 ()}  TIPUL MOLECULE!: protein
(x) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID nr. 58:

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala The Gly
2655 1 S 10 15

Val Ris Ser Asp Ile Val Mat Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val
20 2S 30

Ser Leu Gly Glu Arg Alaz Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gla Ser Val
2660 35 40 4S5

Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
50 5SS 60

Gla Pro Pro Lys Leu lsu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly
2665 6S 70 15 80

Val Pro Asp Axrg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
8s S0 95

Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
2670 100 10S 110

Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
115 120 125

Ile Lys Arg
2675 130

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: biochim. Eremia Laura
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Lang ugor anticorp 389 murin

Secventa semnal i regiune variabila nativa

Secventa nucleotidicd SECV ID NR: 1
Secventa aminoacida SECV ID NR: 2

ATG GAG ACA GAC ACA ATC CTG CTA TGG GIG CIG CTG CTC 39
Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu
1 S 10

TGG GTT CCA GGC TCC ACT GGT GAC ATT GTG CTG ACC CAA 78
Trp Val Pro Gly Ser Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln
15 20 25

TCT CCA GCT TCT TTG GCT GTG TCT CTA GGG CAG AGG GCC 117
Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala
30 35

ACC ATC TCC TGC AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT 156
Thr Ile Ser Cys
40 45 S0

GGT GAT AGT TAT ATG AAC TGG TAC CAA CAG AAA CCA GGA 195
Trp TYr Gln Gln Lys Pro Gly
55 60 65°
CAG CCA CCC AAA CTC CTC ATC TAT GCT GCA TCC AAT CTA 234
Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
20 75

GAATCTGGGATCCCAGCCAGG‘I‘TTAGTGGCAGTGGGTCT 273
Glu Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
80 85 90

GGG ACA GAC TTC ACC CTC AAC ATC CAT CCT GTG GAG GAG 312
Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu
95 100

GAG GAT GCT GCA ACC TAT TAC TGT CAG CAA AGT AAT GAG 351
Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys

10S 110 115
GAT CCT CCG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC 390
asp Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

120 125 130
AAA CGG 396
Lys Arg
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Lanf greu anticorp 389 murin

Secventa somnal $i regiune variabila nativa

Secventd nucleotidicd SECV ID NR: 3
Secventa aminoacida SECV ID NR: 4

GAATTCGCGG CCGCTA‘X‘GCA.GGGACMTCA GCAGCAGCAA 40

TGAGGAAGTA AGCCTGTGCA GAT ATG AAC AGG CTT ACT TCC 81
Met Asn Arg Leu Thr Ser
1 S

TCA TTG CTG CTG CTG ATT GTC CCT GCA TAT GTC CTG TCC 120 .
Ser Leu Leu Leu Leu Ile Val Pro Ala Tyr Val Leu Ser
10 15

CAG GTT ACT CTG AAA GAG TCT GGC CCT GGG ATA TTG CAG 159
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln
20 25 30

CCC TCC CAG ACC CTC AGT CTG ACT TGT TCT TTC TCT GGG 198
Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly
3s 40 45

TTT TCA CTG AGC ACT TCT GGT ATG GGT GTG AGC TGG ATT 237
Phe Ser Leu Ser Ihr Ser Glvy Met Gly Val Ser Trp Ile
50 55

CGT CAG CCT TCA GGA AAG GGT CTG GAG TGG CTG GCA CAC 276
Arg Gln Pro Ser Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Ala His
60 65 70

ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCA TCC CTG 315
75 80

AAG AGC CGG CTC ACA ATC TCC AAG GAT ACC TCC AGC AAC 354
Lys Ser Arg Leu Thr 1le Ser Lys Asp Thr Ser Ser Asn
85 90 95

CAG GTA TTC CTC AAG ATC ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT 393
Gln Val Phe Leu Lys Ile Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp
100 105 110

ACT GCC ACA TAC TAC TGT GCT CGA AGA GAG ACT GTG TTC 432

Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe
120

115

TAC TGG TAC TTC GAT GTC TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC 471
Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr val
125 130 135

ACC GTC TCC TCA 483

Thr Val Ser Ser
’ 140

Fig. 2

+
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Lany greu anticorp himeric uman/339 murin

Secventa semnal gi regiune variabila

Secventa nucleotidicd SECV ID WR; 9
secvenga aminoacidad SECV ID NR; lo

ATG GTG TTG CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CTG TTG CIC 39
Met val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 H 10

TGG ATC TCT GGT GCC TAC GGG CAG GTT ACC CTG AAA GAG 78
Trp Ile Ser Gly Ala Tyr Gly Gln Val Thr Leu Lys Glu
15 20 25

TCT GGC CCT GGG ATA TTG CAG CCC TCC CAG ACC CTC AGT 117
Ser Gly Pro Gly Ile Leu Glh Pro Ser Gln Thr Leu Ser
30 35

CTG ACT TGT TCT TTC TCT GGG TTT TCA CTG AGC ACT TCT 156
Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr.Ser
40 45 50 :

GGT ATG GGT GTG AGC TGG ATT CGT CAG CCT TCA GGA AAG 195

Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys
55 60 65

GGT CTG GAG TGG CTG GCA CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC 224

Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tvr Trp Asp AsSp ASp
70 75

AAG CGC TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC CGG CTC ACA ATC 273

Lys Arg Tyr Asn Pro Ser ey Lvs Ser Arg Leu Thr 1le
80 85 90

TCC AAG GAT ACC TCC AGC AAC CAG GTA TTC CTC AAG ATC 1312
Ser Lys Asp Thr Ser Ser Asn Gln Val Phe Leu Lys Ile
95 100

ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT ACT GCC ACA TAC TAC TGT 351
Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys

105 110 115
GCT CGA AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC 390
Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
120 125 130
TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 423
Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
135 140

Fig. 3
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s1) Int.CL.” C 07 D 201/16;

“an{ greu anticorp 389 umanizat

secventa semnal i regiune variabila
secventi nucleotidica SECV ID NR: 11
Secvents aminoacidd SECV ID NR: 12

ATG GTGC TTC CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CTG TTG CTC 39
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 S 10

TGG ATC TCT GGT GCC TAC GGG CAG GTT ACC CTG CGT GAA 78
Trp Ile Ser Gly Ala Tyr Gly Gln Val Thr Leu Arg Glu
15 20 25

TCC GGT CCG GCA CTA GTT AAA CCG ACC CAG ACC CTG ACG 117
ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln Thr Leu Thr
30 s

TTA ACC TGC ACC TTC TCC GGT TTC TCC CTG TCG ACC TCC 156
Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thy Ser
40 45 50

GGT ATG GGT GTT TCC TGG ATC CGT CAG CCG CCG GGT AAA 195
Gly Met Glv Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
55 60 65

GGT CTA GAA TGG CTG GCT CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC 234
Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tvr Trp Asp AsSp AsSp
70 15

ARA CGT TAC AAC CCG AGC CTG AAA TCC CGT CTG ACG ATA 273
Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile
80 85 90

TCC AAR GAC ACC TCC CGT AAC CAG GTT GTT CTG ACC ATG 312
Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val Val Leu Thr Met
95 100

ACT AAC ATG GAC CCG GTT GAC ACC GCT ACC TAC TAC TGC 351
Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
108 110 115

GCT CGA CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT 390
Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tvr Phe AsSp val
120 ) 125 130

TGG GGT CGT GGT ACC CCA GTT ACC GTG AGC TCA 423

Trp Gly Arg Gly Thr Pro Val Thr Val Ser Ser
135 140

Fig. 4
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Lan{ usor anticorp 339 umanizat

Secvenfa semnal 3i regiune variabila

Secventa nucleotidicsd SECV ID N2; 13
Secvent{a aminoacidd SECV IU NR: 14

ATGGGATGGAGCTG‘I‘ATCATCCTC!TCTTGGTAGCAACA 39
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Pha Leu Val Ala Thr
1 5 10

GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TCT 78
Ala Thr Gly Val His Ser Asp Ile Val Met Thr Gln Ser
15 20 25

CCA GAC TCG CTA GCT GTG TCT CTG GGC GAG AGG GCC ACC 117
Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr
30 s

ATC AAC TGC AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT 156
Ile Asn Cys
40 45 . 50. ..

GAT AGT TAT ATG-AAC TGG TAT CAG CAG AAA CCC GGG CAG 195
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
55 60 65

CCT CCT AAG TTG CTC ATT TAC GCT GCA TCC AAT CTA GAA 234
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
70 75

TCT GGG GTA CCT GAC CGA TTC AGT GGC AGC GGG TCT GGG 273
Ser. Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
80 a8s 90

ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGC CTG CAG GCT GAA 312
Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu
95 100

GAT GTG GCA GTA TAC TAC TGT CAG CAA AGT AAT GAG GAT 351
Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
105 110 115

CCT CCG AGG TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG GAG ATC AAA 1390
Ero Pro Arg Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
120 125 1310

CGT 393
Arg
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seceen{s semnal
Secventd nucleotidicZd SECV IU NR: 5

secventa aminoacida SECV Iu NR2: 6
ATG GTG TTG CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CTG TTG CTC 39

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 S 10

TGG ATC TCT GGT GCC TAC
Trp Ile Ser Gly Ala Tyr
15

Fig. 6A

Secventa semnal

Secventa nucleotidicad SECY ID NR: 7

Secven(e aminoacidd SECV ID NR: 8

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA 39

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr
1 5 10

GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TC?E 78

Ala Thr Gly Val His Ser Asp >
15 20

Fig. 6B

-~
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Fig. 7
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