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(57)  Sammendrag

Denne oppfinnelsen vedrerer nye anti-EGFR-antistoffer og enkeltkjede-Fv-er (scFv-er) derav som kan
erholdes fra fagantistoffbiblioteker konstruert fra celler fra et immunisert pattedyr, fortrinnsvis en mus.
To av enkeltkjede-Fv-ene isolert fra fagantistoffbibliotekene, ble bearbeidet for 4 danne delvis
humaniserte, hele antistoffimolekyler. Disse kimare anti-EGFR-antistoffer inneholder konstante omrader
fra humanimmunglobuliner og kan anvendes pa samme mate som enkeltkjede-Fv-er som midler for
diagnose og terapi av humantumorer.
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Oppfinnelsens tekniske omrade

Denne oppfinnelsen vedrarer nye anti-EGFR-antistoffer
og antistoffragmenter, fortrinnsvis enkeltkjede-Fv-er (scFv-
er) som kan fas fra fagantistoffbiblioteker konstruert fra
celler fra et immunisert pattedyr, fortrinnsvis en mus. Anti-
stoffragmentene isolert fra fagantistoffbibliotekene, kan be-
arbeides slik at det dannes delvis humaniserte, hele anti-~
stoffmolekyler. Disse kimere anti-EGFR-antistoffene inneholder
konstante omrader av humanimmunglobuliner og kan anvendes, pa
samme mite som deres fragmenter, som midler for diagnose og
behandling av humantumorer.
Dessuten viser oppfinnelsen at fagantistoffbiblio-
teker er en alternativ, og mer allsidig, fremgangsmite for
isolering av antistoffer fra immuniserte pattedyr sammenlignet
med den vanlige hybridomteknikken.
Oppfinnelsen vedrerer dessuten farmaseytiske prepar-
ater som omfatter antistoffene eller fragmentene, for de for-
midl & behandle tumorer som melanom, gliom eller karsinom.
Antistoffene eller fragmentene kan anvendes ogsd til diagnost-
iske applikasjoner ndr det gjelder lokalisering og vurdering
av tumorene in vitro eller in vivo.
Oppfinnelsen gjelder dermed anti-EGFR-enkeltkjede-Fv,
kjennetegnet ved at den er mulig & fremskaffe fra et bakterio-
fagantistoffbibliotek som er fremstilt fra lymfeknuten til en
immunisert mus (i)}, milten til en immunisert mus (ii) eller in
vitro-immuniserte museceller (iii), der den variable regionen
til enkeltkjede-Fv omfatter en tungkjede- og en lettkjede-
sekvens som er valgt fra gruppene som bestar av
(i} L2 12B som er gitt ved lettkjeden med sekvensidentitet
nr.6 og tungkjeden med sekvensidentitet nr.8,
L3 11D som er gitt ved lettkjeden med sekvensidentitet
nr.10 og tungkjeden med sekvensidentitet nr.12,
L3 10A som er gitt med lettkjede og tungkjede i figur
1(a), |
L2 1C som er gitt med lettkjede og tungkjede i figqur
1(a),

(ii) S4 2D som er gitt ved lettkjeden med sekvensidentitet
nr.14 og tungkieden med sekvensidentitet nr.l6,
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S4 10H som er gitt med lettkjede og tungkjede i figur

1(B),

S4 5A som er gitt med lettkjede og tungkjede i fiqur

1(B),

(1iii)4B2 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i
sekvensidentitet nr.18,

10D2 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i

sekvensidentitet nr.20,

3D3 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i

sekvensidentitet nr.22,

IE3 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i

sekvensidentitet nr.24.

Den gjelder ogsd DNA-molekyl, kjennetegnet ved at det -
koder for anti-EGFR-enkeltkjede-Fv-molekylet ifmlge
oppfinnelsen.

Oppfinnelsen gjelder videre kimert anti-EGFR-antistoff,
kjennetegnet wved at det er kodet for av et DNA-molekyl som
omfatter sekvenser ifplge oppfinnelsen og sekvenser som koder
for tungkjede- og lettkjedekonstantomridder i humane immuno-
globuliner.

Oppfinnelsen vedrgrer ogsd fremgangsmate for fremstilling
av et anti-EGFR-enkeltkjede-Fv ifglge oppfinnelsen,
kjennetegnet ved at den omfatter felgende trinn:

(i) isolering av RNA fra immuniserte museceller som er
fremskaffet ved

immunisering med A43l-celler, lgsrevne membranvesikler
fra A43l-celler eller

renset humant EGFR,

(ii) syntetisering av fmrstetrads-cDNA,
(iii)amplifisering av Vy— og Vy~genene i cDNA fra de
immuniserte cellene,

{iv) kloning av nevnte gener sammen med egnede
restriksjonsseter inn i en

fagemidvektor,

(v) transformering av prokaryote celler med
ligeringsblandingene,

(vi) screening av fagbibliotekene for fagantistoffer rettet
mot EGFR ved & benytte
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renset EGFR og
(vii) fremstille nevnte enkeltkjede-Fv i prokaryote
vertsceller, fortrinnsvis E.coli og fremgangsmite for
fremstilling av et helt kimert anti-EGFR-antistoff,
kjennetegnet ved at det foregdr ved & klone DNA ifglge
oppfinnelsen som koder for tungkjede- og lettkjedevariabel-
omradene til anti-EGFR-antistoffragmenter som er mulig &
fremskaffe ved hjelp av fremgangsmdten ifslge oppfinnelsen,
inn i minst én eukaryot ekspresjonsvektor som inneholder
genomisk DNA som koder for tungkjede- og lettkjedekonstant-
omrddene til humane immunoglobuliner, transformere eukaryote
celler med nevnte vektor(er) og uttrykke og isolere
antistoffet, farmaspytisk preparat, kjennetegnet ved at det i
en farmasgytisk effektiv mengde omfatter et anti-EGFR-
enkeltkjede-Fv ifwlge oppfinnelsen eller et helt kimert anti-
EGFR-antistoff ifelge oppfinnelsen, eventuelt sammen med en
barer, et fortynningsmiddel eller en eksipiens og anvendelse
av et anti-EGFR-enkeltkjede~Fv ifslge oppfinnelsen eller et
helt anti-EGFR-antistoff ifslge oppfinnelsen, for fremstilling
av et legemiddel som er rettet mot tumorer.

Beskrivelsen vedrorer flere tekniske uttrykk som her-
ved er definert som f@lger:

"FR-er" (rammeomridder) betyr de fire underomridene i
de variable omradene til lett eller tung kjede som understet-
ter de tre CDR-ene.

"CDR-er" {(komplementaritetsbestemmende omrider) betyr
de tre underomrddene i de variable omradene til lett eller
tung kjede som har hypervariable sekvenser og som danner
slgyfestrukturer som primert er ansvarlige for 4 lage direkte
kontakt med antigen.

"Kimzre" eller delvis humaniserte antistoffer betyr
antistoffer som omfatter konstante omradder som skriver seg fra
humankilder, og variable omrader (CDR-er inkludert) som
skriver seg fra ikke-humane kilder, f.eks. fra mus.

"Humaniserte"” eller fullstendig humaniserte antistof-
fer betyr antistoffer som omfatter konstante omrdder, og FR-er
som skriver seg fra humane kilder, mens CDR-ene skriver seg
fra ikke-humane kilder.
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"EGF" og "EGFR" betyr epidermvekstfaktoren og dens
reseptor.

"PCR" betyr polymerasekjedereaksjonen.

"scFv" betyr enkeltkjede-Fv som er et antistoffrag-
ment.

"vy" betyr variabelt omrade i lett kjede.

"V." betyr variabelt omrdde i kappa-lettkjede.

"Vy" betyr variabelt omrade i tung kjede.

PBS betyr fosfatbufret koksaltopplesning.

FCS betyr kalvefosterserum.

HBSS betyr Hanks balanserte saltopplesning.

FITC betyr fluoresceinisotiocyanat.

MTC betyr blandet cellekultur.

Oppfinnelsens bakgrunn

Epidermvekstfaktor [(EGF) er et polypeptidhormon som
er mitogent for epiderm- og epitelceller. Nar EGF reagerer med
felsomme celler, bindes det til membranreseptorer (EGFR). EGFR
er et transmembranglykoprotein pd ca. 170 kD og er et genprod-

ukt av c-erb-B-proto-onkogenet.

MAb 425 er et murint, monoklonalt antistoff frembrakt
mot den velkjente, humane A431 karsinomcellelinje (ATCC CRi
1555} som bindes til en polypeptidepitop i det eksterne domene
i human-EGFR, og som inhiberer bindingen av EGF. MAb 425 (ATCC
HB 9629} ble funnet & mediere tumorcytotoksisitet in vitro og
undertrykke tumorcellevekst av epidermoide og colorektale,
karsinomavledede cellelinjer in vitro (Rodeck et al., Cancer
Res. 1987, 47:3692). Humaniserte og kimare versjoner av MAb
425 er blitt beskrevet i WO 92/15683.

I lopet av de siste fa arene er det blitt beskrevet
fremgangsmiter (Skerra og Pliickthun, Science 1988, 240:1038;
Better et al., Science 1988, 240:1041) hvorved funksjonelle
antistoffragmenter kan produseres i eukaryote vertsceller,
slik som E. coli. Disse omfatter Fv-fragmentet og Fab-fragmen-
tet, idet Fv-fragmentet er av spesiell interesse. Enkeltkjede-
Fv-er (hvor Vi- og Vy-kjeden er bundet sammen) er ogsa blitt
beskrevet (Bird et al., Science 1988, 242:423; Huston et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988, 85:5879).
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Fagantistoffbiblioteker byr p&d en alternativ tekno-
logi i forhold til hybridomteknologien nar det gjelder isoler-
ingen av antistoffer fra immuniserte dyr. Hybridomteknologi
virker ved 4 udedeliggjeore cellene som produserer anti-
stoffene. Fagantistoffteknologi virker ved & udedeliggjere
genene som koder for antistoffene (Winter, G. og Milstein, C.,
Nature 1991, 349:293). Ved fagantistoffteknologi PCR-amplifis-
eres genene for det variable omrdde i antistofftungkjede (Vy)
og variabelt omrdde i lett kjede (Vy), de variable omradene
kombineres vilkarlig og uttrykkes som antistoffragmenter pa
overflaten av fagpartikler, og biblioteker med fagantistoffer
screenes med hensyn pd antistoffer som binder seg til anti-
gener av interesse.

Hybridomteknologi har vart svert vellykket nar det
gjelder & isolere monocklonale antistoffer fra mus ndr det har
vart mulig 4 frembringe en sterk immunrespons i miltene til
dyrene. For eksempel er muse-MAb-er mot humanepidermvekstfak-
torreseptor (EGFR) blitt isolert fra miltene til mus immunis-
ert intraperitonealt med humane A431l-tumorceller (Murthy et
al., Arch. Biochem. Biophys. 1987, 252:549). Den potensielle
fordel ved fagantistoffteknologi sammenlignet med hybridom-
teknologi, er at praktisk talt hvilken som helst kilde for
antistoffuttrykkende celler kan brukes som utgangsmateriale,
og at det store antall av forskjellige antistoffer kan
screenes hurtig. En annen fordel ved fagantistoffteknologien
er at genene som koder for de variable omradene i anti-
stoffene av interesse, allerede er blitt klonet og er umiddel-
bart tilgjengelige for videre genteknisk bearbeidelse.

I én rapport ble et anti-tetanustoksoid-Fab-fragment
isolert fra et fagantistoffbibliotek omdannet til et helt
antistoffmolekyl (Bender et al., Hum. Antibod. Hybridomas
1993, 4:74).

I lopet av de siste ti drene er in vitro immunisering
blitt brukt som en alternativ teknikk til aktiv immunisering
for & frembringe monoklonale antistoffer (mAb-er) mot mange
forskjellige antigener fra bade humane og murine systemer
(f.eks. Vaux, D.J.T.; Helenius, A. og Mellman, I.; Nature,
1988, 336:36; Gathuru, J.K. et al., J. Immunol. Methods, 1991,
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137:95; Borrebaeck, C.A.K.; Immunol. Today, 1988, 9:355). For-
deler ved denne fremgangsmiten er at bare sma mengder antigen
er pdkrevet og at fremgangsmdten er anvendbar for frembring-
else av humanhybridomer. Frembringelsene av IgM-antistoffer
med ddrlig affinitet og vanskeligheten med & udedeliggijgre
humanlymfocytter etter in vitro immunisering er imidlertid
blitt gjenstridige problemer forbundet med denne teknologien.

En ny mdte for & oppna antistoffer er wved hjelp av
PCR-amplifikasjon av samlinger av gener for variabelt omrade i
tung (Vu) og lett (V.) kjede som sa rekombineres vilkdrlig og
uttrykkes som fagfremvisningsbiblioteker (7-9). Gener for
variabelt omrade } antistoff ble klonet og smeltet sammen med
det mindre kappeprotein (gen 3} som et enkeltkjede-Fv-fragment
{scFv) (10). Fagpartikkelen fremviser pa sin overflate anti-
stoffragmentet og kan velges ut ved "panning™ under anvendelse
av antistoffets bindende egenskaper. Denne teknologien har den
fordel at vilkarlig rekombinasjon av V-gener kan gi nye par-
inger med nye spesifisiteter og affiniteter som ikke ville
kunne velges ut ved hjelp av naturlige prosesser. En slik
fremgangsmidte muliggjor dessuten bruken av naive eller in
vitro immuniserte lymfocytter fra murine eller humane kilder.

Tidligere forsek pa a4 oppna mAb-er mot EGFR ved hjelp
av murine B-celler, in vitro immunisering og hybridomteknologi
ga lavaffinitets-, kryssreagerende antistoffer. For & over-
vinne slike ulemper ble kombinasjonen av in vitro immunisering
etterfulgt av PCR-kloningsteknologi, utfert.

Det er derfor et formdl ved oppfinnelsen a utvikle
antistoffer og antistoffragmenter som har en hey affinitet til
EGF-reseptoren, og som kan oppnas ved hjelp av den fordelak-
tige fremgangsmdten beskrevet ovenfor .og nedenunder.

Oppsummering av oppfinnelsen

Denne oppfinnelsen sammenligner muse-anti-EGFR-anti-
stoffer isolert fra tre forskjellige fagantistoffbiblioteker
med et muse-MAb {425) isolert ved hjelp av standard hybridom-
teknologi {(Murthy et al., Arch. Biochem. Biophys. 1987,
252:549; Kettleborough et al., Protein Eng. 1991,  4:773). Det
ble fremstilt biblioteker, ikke bare fra milten til en immun-
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isert mus, men ogsa fra den drenerende lymfeknute hos en im-
munisert mus og fra in vitro immuniserte museceller. To av
enkeltkjede-Fv-ene (scFv-ene) som var isolert fra biblio-
tekene, ble bearbeidet for & danne kim®re, hele antistoffmole-
kyler med de variable omrddene fra mus knyttet til humane,
konstante omrader.

Nzrmere bestemt vedrsrer foreliggende oppfinnelse et
anti-EGFR-enkeltkjede-Fv som lar seg erholde fra fagantistoff-
biblioteker konstruert fra celler, fortrinnsvis fra milten
eller den drenerende lymfeknute fra et immunisert pattedyr,
fortrinnsvis en mus, eller fra in wvitro immuniserte celler. I
prinsippet er oppfinnelsen ikke begrenset til scFv-er, men
omfatter ogsd andre anti-EGFR-antistoffragmenter, slik som Fab
eller F(ab'),.

Noen av scFv-ene ifglge oppfinnelsen har veldefinerte
DNA- og aminosyresekvenser. Det er derfor et annet formal ved
oppfinnelsen & tilveiebringe et enkeltkjede-Fv-fragment hvor
de variable omradene i den tunge og lette kjede omfatter en
DNA- og/eller en aminosyresekvens valgt fra én av tung- og
lettkjedesekvensene angitt i sekvensidentitetene nr. 1-32,
fortrinnsvis i figur 5-8.

Ettersom i mange tilfeller bare fullstendig virkende,
hele antistoffer kan anvendes til diagnostiske og terapeutiske
formal, er det i oppfinnelsens interesse a knytte de variable
omradene fra enkeltkjede-Fv-er til de konstante omradene i
humanimmunglobuliner som danner hele, delvis eller humaniserte
anti-EGFR-antistoffer.

Det er derfor et formdl ved denne oppfinnelsen a til-
veiebringe et helt anti—EGFR-aﬁtistoff konstruert fra DNA-sek-
venser som skriver seg fra antistoffragmenter som definert
ovenfor, nedenunder eller som definert i kravene, og fra DNA-
sekvenser som er utledet fra konstante omrdder av humanimmun-
globuliner, hvor den tunge kjede som en foretrukket utferel-
sesform, omfatter aminosyresekvensen til en gamma-l-kjede, og
den lette kjeden omfatter aminosyresekvensen til en kappa-
kjede.

Ifelge foreliggende oppfinnelse isoleres anti-EGFR-
scFv-ene ved & bruke fag-antistoffbiblioteksteknologien. Opp-
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finnelsen vedregrer derfor en fremgangsmate for fremstilling av

et anti-EGFR-enkeltkjede-Fv som omfatter de felgende trinn:

(i)isolering av RNA fra immuniserte pattedyrceller, for-
trinnsvis museceller,

(ii)syntetisering av fgrstetrdds-cDNA,

{(iii)amplifisering av Vy~ og Vy-genene i c¢DNA-er fra de
immuniserte celler,

(iv) kloning av genene sammen med egnede restriksjonsseter i en
fagmidvektor,

(v)transformering av prokaryote celler med ligerings-
blandingene,

(vi)screening av fagbibliotekene med hensyn pa faganti-
stoffer rettet mot EGFR under anvendelse av renset

EGFR, o©g
(vii)fremstilling av det enskede enkeltkjede-Fv i prokaryote

vertsceller, fortrinnsvis E. coli.

I tillegg er det et formil ved oppfinnelsen & be-
skrive en fremgangsmite for fremstilling av et helt anti-EGFR-
antistoff ved kloning av den DNA som koder for de variable
omradene i anti-EGFR-antistoffragmenter fremstilt som angitt
ovenfor, eller som definert i kravene, i minst én eukaryot
ekspresjonsvektor som inneholder genom-DNA og som koder for de
konstante omrddene til humanimmunglobuliner, transformere
eukaryote celler med vektoren(e) og uttrykke og isolere anti-
stoffet.

Anti-EGFR~scFv-ene, og fremfor alt, de hele anti-
EGFR-antistoffer, kan anvendes i diagnose og behandling av
humantumorer. Oppfinnelsen vedrprer saledes et farmaseytisk
preparat som omfatter et anti-EGFR-enkeltkjede-Fv eller et
helt anti-EGFR-antistoff som definert ovenfor eller som defin-
ert i kravene.

Resultatene og fordelene ved foreliggende coppfinnelse
kan oppsummeres pa felgende mate: '

Nye muse-anti-EGFR-antistoffer ble isolert fra fag-
antistoffbiblioteker. De nye antistoffene utgjorde minst fire
forskjellige Vy-undergrupper og fire forskjellige Vy-undergrup-
per (Kabat et al., Sequences of proteins of immunological
interest, 5. utg., U.S. Dept. of Health and Human Services,
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Bethesda 1991). De oppviste forskjellige paringer og sekvenser
sammenlignet med de som ble brukt av et muse-MAb isolert under
anvendelse av hybridomteknologi. Muse-425-MAb har en Vy2b- og
Viy4-paring som ikke ble observert i fagantistoffene. Vy til
scFv L3 11D hadde den hgsyeste prosentvise identitet med 425 vy
{84,9%). Hoveddelen av forskjellene var i CDR-ene. Vy til scFv
S4 2D hadde den hoyeste prosentvise identitet med 425 Vy
{83,2%). Igjen var hoveddelen av forskjellene i CDR-ene, sar-
lig CDR3. Ved denne oppfinnelsen ble mange forskjellige nye
anti-EGFR-antistoffer isolert fra fagantistoffbibliotekene, og
disse antistoffene atskiller seg alle fra 425 MAb ved at minst
to av scFv-ene gjenkjenner en annen epitop pd EGFR enn den som
gjenkjennes av 425 MAb. Dette er i motsetning til en tidligere
rapport hvor antistoffene isolert fra kombinasjonsbiblioteker,
ble rapportert & vare svert like med de som ble isclert ved
hjelp av hybridomteknologi (Caton og Koprowski, Proc. Natl.
Bcad. Sci. USA 1990, 87:6450).

Av de tre fagantistoffbibliotekene var det beste
bibliotek nir det gjelder antallet av seleksjonstrinn som var
pakrevet for 4 fi heyaffinitetsantistoffer, og nar det gjelder
diversiteten til heyaffinitetsantistoffer isolert, det biblio-
teket som ble frembrakt fra den drenerende lymfeknute. Lymfe-
knuter ble valgt ut som en kilde for RNA for konstruksjonen av
fagantistoffbiblioteker av to grunner. For det forste hadde
tidligere arbeide vist at en heyere andel av B-celler som pro-
duserer hesyaffinitets-IgG-antistoffer, ble erholdt fra kne-
haselymfeknutene etter immunisering via fotputen, enn fra
milter etter immunisering wvia bukhinnen (Venn og Dresser, J.
Immunol. Methods 1987, 102:95). For det andre anses drenerende
lymfeknuter som en god kilde for isoleringen av humane anti-
tumorantistoffer. Isoleringen av muse-anti-EGFR-antistoffer
fra knehaselymfeknuten til en fotputeimmunisert mus var sa-
ledes en modell for iscleringen av humane anti-EGFR-antistof-
fer fra armhulelymfeknutene til en brystkreftpasient. Lett-
vintheten ved & fremstille biblioteker med god sterrelse fra
sm& mengder av lymfeknutemateriale og sd isolere hgyaffini-
tetsantistoffer fra bibliotekene, ble demonstrert.

Selv om muse-anti-EGFR-antistoffer ble isolert fra
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alle tre fagantistoffbibliotekene, er det ikke klart at
hvilket som helst av de nyisolerte antistoffer har hgyere
affiniteter enn muse-425-MAb isolert ved & bruke hybridom-
teknologi. I de feorste analysene syntes de fagantistoff-
avledede scFv-er & binde seg til EGFR bedre enn det scFv som
ble konstruert fra 425 MAb {(figur 2). I andre forsgk med
kimere, hele antistoffmolekyler oppviste ett av de kimzre
antistoffene (S4 2D} en affinitet for EGFR som var lik affini-
teten til det kimare 425-antistoff. Det andre kimere antistoff
(L3 11D) hadde en affinitet som var fire ganger lavere enn
affiniteten til kimert 425-antistoff (figur 4). Bindingsdata
erholdt ved & bruke scFv-er, var misvisende, sannsynligvis
fordi preparater av scFv-er kan inneholde blandinger av mono-
merer og dimerer (Griffiths et al., EMBO J. 1993, 12:725}. I
motsetning til dette forventes ikke kimzre IgG-antistoffer &
danne dimerer, .og de kim@re L3 11D- og S4 2D-antistoffer ble
vist 4 vare av den stgrrelse som var forventet for toverdige,
monomere, kimmre IgG-antistoffer. BAnalyse av affinitetsrensede
preparater av 425-, L3 11D- og S4 2D-scFv-er viste imidlertid
at disse preparatene av scFv-er inneholdt monomer-, dimer-
andre multimerformer. I tillegyg varierte de relative andelene
av monomer- og multimerformer for hvert scFv. 425-scFv hadde
den laveste prosentandel av dimerformer. Som forutsagt, opp-
viste dimer- og sarlig de sterre multimerformene sterkere bin-
ding til renset EGFR enn monomerformen gjorde. Det synes som
om 425 scFv har en lavere tendens til & dimerisere enn noen av
de nyisolerte scFv-er. .

Selv om ekspresjonen av antistoffragmenter pa over-
flaten av fagpartikler danner grunnlaget for en kraftfull
fremgangsmidte for hurtig utvelgelse av antistoffer med de
onskede spesifisiteter, er det ikke sannsynlig at hverken fag-
antistoffer eller antistoffragmentene selv (scFv-er eller Fab-
er) er det enskede sluttprodukt. Videre er det vist hvordan
muse-scFv-ene isolert fra fagbiblioteker, lett kan omdannes
til hele antistoffmolekyler. I dette tilfellet ble de variable
museomrddene knyttet sammen til humane, konstante omrader for
4 danne delvis humaniserte, kim®re antistoffer.

Disse resultatene viser at det er mulig & bruke fag-
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antistoffteknologi til & isolere mange forskjellige anti-EGFR--
antistoffragmenter fra immuniserte mus. Hele antistoffmole-
kyler med de onskede konstante omrader kan sa Konstrueres fra
antistoffragmentene. I noen tilfeller wvil hybridomteknologi
fortsatt kunne vare den fremgangsmidte som velges for & isolere
monoklonale antistoffer fra mus. Dersom et svert immunogent
antigen er tilgjengeliqg og dersom noen fa hybridomcellelinjer
som produserer ett eller flere forskjellige anti-antigen-
antistoffer er adekvate, er det sannsynligvis liten grunn til
4 vurdere fagantistoffteknologi. Dersom imidlertid spesielle
immuniseringsfremgangsmater, slik som fotputeinjeksjoner,
ville vare fordelaktige ved frembringelse av heyaffinitets-
antistoffer, eller dersom et stort antall antistoffer mot
mange forskjellige epitoper pa antigenet er pakrevet, eller
dersom antistoffer rettet mot en svart fintfslende, og
muligens mindre immunogen, epitop er pakrevet, vil faganti-
stoffteknologi kunne vare den fremgangsmate som velges. Dersom
det videre forventes ytterligere genteknikkbearbeiding av
antistoffene, er fagantistoffteknologien fordelaktig ved at
antistoffgenene allerede er blitt klonet.

Den foreliggende fremgangsmate med kombinering in
vitro og immunisering med et bestemt antigen og PCR-klonings-
teknologi har frembrakt scFv-fragmenter som reagerer med EGFR
og som ikke kryssreagerte med andre antigener. Immuniserings-
fremgangsmidtene som her er rapportert, avhenger av antigen-
presentasjonen, som ikke er oppleselig, men er et membran-
vesikkelpreparat, og av selve dyrkningsmediet som er uten FCS.
Begge metodikkene er blitt rapportert som et middel for & gke
virkningsfullheten av in vitro immunisering ved 4 gjere anti-
genet tilgjengelig for de antigenpresenterende celler (f.eks.
Brams, P. et al.; J. Immunol. Methods, 1987, 98:11}.

Resultatene oppnadd med MTC, er i overensstemmelse
med de tidligere artikler (f.eks. Borrebaeck, C.A.K. og
Mdller, S.A.; J. Immunol., 1986, 136:3710; M&ller, S.A. og
Borrebaeck, C.A.K., i Borrebaeck, C.A.K. {red.}, In vitro Im-
munization in Hybridome Technology, Elsevier Science Pub-
lishers B.V., Amsterdam 1988, s. 3) hvor det foreslds anven-
delse av MTC-supernatanter som en kilde for lymfokiner for
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forbedring av den in vitro immuniseringsprosess. Membranvesik-
kelpreparatet bgr betraktes som et polyantigen ettersom mange
forskjellige antigene determinanter er til stede i slike
vesikler. Av denne grunn vil det fremga at de induserer et
visst nivd av polyklonal aktivering. Vi har utelukket dette
ettersom den anti-EGFR-spesifikke respons var klart forskjel-
lig fra responsen oppniddd etter en standard polyklonal aktiva-
tor.

I stedet for & udedeliggjere B-cellene etter in vitro
immuniseringer har vi brukt den molekylere strategi med &
udedeliggjere antistoff-Vy- og -Viy-genene. Disse monoklonale
antistoffragmentene ble uttrykt og produsert i bakterier. Fag-
fremvisningsystemet er en kraftfull fremgangsmite for & iso-
lere antistoffragmenter mot spesifikke antigener. Tilstedevar-
elsen av et stoppkodon mellom antistoffragmentet og g3p-
kappeproteinet muliggjor vekslingen mellom overflatefremvis-
ning og sekresjon som et oppleselig scFv-fragment under anven-
delse av suppressor- eller ikke-suppressorstammer {Hoogenboom
et al., Nucl. Acids Res. 1991, 19:4133).

P& grunn av ekningen av spesifikk respons og mRNA-
nivder i in vitro antigenstimulerte B-celler bidrar in vitro
immunisering til isoleringen av antistoffragmenter med heye
spesifisiteter til antigenet. Etter to runder med utvelgelse
var 100% av klonene positive med hensyn til binding til EGFR.
I motsetning til dette var kloner avledet fra in vivo immunis-
eringsprosesser, 100% positive bare etter fire runder med ut-
velgelse (Kettleborough et al., EP 94104160 og Eur. J.
Immunol. 1994, 24:952).

Bruken av fagfremvisningsbiblioteker fra naturlige
antistoffgener vil kunne gjore det mulig & lage spesifikke
humanantistoffragmenter uten immunisering eller etter in vitro
immunisering. Antistoffragmenter kan fremstilles direkte i
bakterier, felgelig pad en enkel, hurtig og ekonomisk mite.
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Biologiske materialer og generelle fremgangsmiter

Mikroorganismer, cellelinjer, plasmider, fagmider,
promoterer, resistensmarkerer, replikasjonsopprinnelsessteder
eller andre fragmenter av vektorer som er nevnt i denne sgk-
naden, er kommersielt eller generelt tilgjengelige pad annen
mite. Forutsatt at det ikke er gitt noen annen informasjon i
soknaden, brukes de bare som eksempler og er ikke av avgjer-
ende betydning i henhold til oppfinnelsen og kan erstattes av

‘andre egnede, henholdsvis verktay og biologiske materialer.

Bakterielle verter brukes fortrinnsvis for kloning av
scFv-ene og for fremstilling av scFv-proteinene. Eksempler pa
disse vertene er: E. coli eller Bacillus.

Eukaryote verter, slik som f.eks. COS, CHO eller
gj@r, er foretrukket for & fremstille de hele anti-EGFR-anti-
stoffer ifslge oppfinnelsen.

Teknikkene som er av avgjgrende betydning ifelge opp-
finnelsen, er beskrevet narmere i beskrivelsen. Andre teknik-
ker som ikke er beskrevet narmere, tilsvarer kjente standard-
metoder som er velkjente for fagfolk innen teknikken, eller
som er beskrevet narmere i de angitte litteraturhenvisninger
og patentsgknader, og i standardlitteraturen.

Kort beskrivelse av figurene:

Figur 1. Aminosyresekvenser til scFv-er isolert fra faganti-
stoffbiblioteker. (A) scFv-er fra lymfeknutebiblioteket.

(B) scFv-er fra miltbiblioteket. Komplementaritetsbestemmende
omrader (CDR-er} og rammeomrader (FR-er) er angitt.

Figur 2. Binding av scFv-er til EGFR. Konsentrasjonene av
scFv-er i bakteriesupernatanter ble beregnet, og scFv-ene ble
testet ved hjelp av ELISA med hensyn pad binding pa renset
EGFR. (A) scFv-er fra lymfeknutebiblioteket. {B) scFv-er fra
miltbiblioteket. Pl (positiv kontroll) er scFv-et avledet fra
MAb 425. L1 og S1 {negative kontroller) er ikke-bindende scFv-
er fra de forutvalgte lymfeknute- og miltbiblioteker.
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variable omradene for ekspresjon i pattedyrceller.
(B) Vy-vektor.

tor.

Figur 4.

14

Intermedizre vektorer brukt til 3 rekonstruere de

(A} Vy-vek-

Binding av kimzre, hele antistoffer til EGFR.

Konsentrasjonen av antistoffer i COS-cellesupernatanter ble

bestemt ved hjelp av ELISA og antistoffene testet ved hjelp av
ELISA med hensyn pd binding til renset EGFR.

Figur 5.
{BA):

Figur 6. DNA- og aminosyresekvens
{(B): tung kjede.

(A} :

Figur 7.
{(A):

lett kjede;
Bminosyreposisjoner:

lett kjede;
Aminosyreposisjoner:

lett kjede;

DNA- og aminosyresekvens til scFv nr. L2 11C.

(B)

FR-1:
FR-2:
FR-3:
FR-4:

(A)

FR-1:
FR-2:
FR-3:
FR-4:

(B)

(A) FR-1:
FR-2:
FR-3:

FR-4:

FR-1:
FR-2:
FR-3:
FR-4:

(B)

: tung kjede.
1— 23'
35- 49,
57- 88,
98-109.
1- 30,
36—~ 49,
67'— 98'
109-119.

1- 23,
39- 49,
57- 88,
98-109.

1- 30,
36- 49,
67- 98,

109-119.

CDR-1:
CDR-2:
CDR-3:

CDR-1:
CDR-2:
CDR~3:

24—34 r’
50-56,
89-97,

31- 35,
50- 66,
99-108,

til scFv nr. L2 12B.

CDR-1:
CDR-2:
CDR~-3:

CDR-1:
CDR-2:
CDR-3:

24-38,
50-56,
89-97,

31- 35,
50- 66,
99-108,

DNA~ og aminosyresekvens til scFv nr. L3 11D.

(B):

tung kjede.

Aminosyreposisjonene til FR-ene og CDR-ene tilsvarer posi-
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sjonene angitt i figur 6,
Figur 8. DNA- og aminosyresekvens til scFv nr. S4 2D.

(A): lett kjede; (B): tung kjede.
Aminosyreposisjoner:

(A) FR-1: 1- 23, CDR-1: 24- 35,
FR-2: 36- 50, CDR-2: 51- 57,
FR-3: 58- 89, CDR-3: 90- 98,

FR-4: 99-110.

(B} FR-1: i- 30, CDR-1: 31- 35,
FR-2: 36- 49, CDR-2: 50- 66,
FR-3: 67~ 98, CDR-3: 99-107,

FR-4: 108-118.
Sekvensene til figurene 5-8 er ogsa angitt i den ved-
lagte sekvensliste som er en del av beskrivelsen av denne opp-

finnelsen.

Nzrmere beskrivelse av oppfinnelsen

(1) Konstruksjon og screening av fagantistoffbiblioteker
Tre fagantistoffbiblioteker ble konstruert, ett fra

milten til en mus immunisert med human karsinomcellelinje A431
(8,8 x 10° medlemmer), ett fra knehaselymfeknuten til en mus
immunisert i fotputen med renset EGFR (6,5 x 10° medlemmer) og
ett fra muselymfocytter immunisert in vitro med Ad31l-vesikler
(1,1 x 10° medlemmer), {detaljer vedrgrende konstruksjon av
A431-vesikler og in vitro immunisering er angitt i eksemplene
1 og 2). For utvelgelse ble minst 46 kloner fra hvert biblio-
tek analysert ved hjelp av BstNI-"fingeravtrykk" (Clackson et
al., Nature 1991, 352:642) for & bestemme diversiteten i
repertoarene. Et bredt omrdde av fordeyelsesmenstre ble obser-
vert. Ogsd fer utvelgelse ble scFv-er fra 96 kloner fra hvert
bibliotek testet ved hjelp av ELISA med hensyn pé& binding til
EGFR. Ingen av scFv-ene fra milt- og lymfeknutebiblioteket ble
bundet til EGFR. Ett av scFv-ene fra det in vitro immuniserte
bibliotek ble bundet til EGFR. Etter én runde med utvelgelse
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under anvendelse av EGFR-belagte immunorgr ble det observert
en klar anrikning med hensyn pa EGFR-bindende scFv-er med lym-
feknutebiblioteket, og med det in vitro immuniserte bibliotek.
En andre runde med utvelgelse var nedvendig for det ble pavist
noen EGFR-bindende scFv-er fra miltbiblioteket. Ved den tredje
utvelgelsesrunden var hoveddelen av scFv-ene fra lymfeknute-
biblioteket og det in vitro immuniserte bibliotek positive med
hensyn pd binding til EGFR. Etter en fjerde utvelgelsesrunde
med miltbiblioteket var hoveddelen av -scFv-ene positive med
hensyn pad binding til EGFR (tabell 1).

Tabell 1
Prosent EGFR-bindende kloner etter hver runde med utvelgelse

Lymfeknute-~ Miltbiblio- | Bibliotek med
bibliotek tek in vitro
immuniserte
celler
Fer utvelgelse 0 0 1
Fgrste runde 77 0 84
Andre runde 86 26 100
Tredje runde 90 71 100
Fjerde runde ikke testet 97 ikke testet
(2) Sekvensanalyse av EGFR-bindende kloner

Etter hver utvelgelsesrunde ble scFv-innfoyelser fra
EGFR-bindende kloner analysert ved hjelp av BstNI-"finger-
avtrykk" {Clackson et al., Nature 1991, 352:624). Det ble
klart at det var en anrikning med hensyn pd visse fordeyelses-
menstre. Kloner med forskjellige BstNI-"fingeravtrykk" ble
valgt fra den andre og den tredje runden med utvelgelse av
lymfeknutebiblioteket og fra den tredje og fjerde runde av
miltbiblioteket for DNA-sekvensering av Vy-ene og Vg-ene.
Kloner fra senere utvelgelsesrunder ble analysert ettersom
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antistoffer med heyere affinitet var forventet & vare i de
senere rundene (Clackson et al., Nature 1991, 352:624).
Seksten kloner fra lymfeknutebiblioteket ble sekvens-
ert, og seks forskjellige scFv-er ble erholdt (figur 1). Fem
av disse var paringer av unike Vyg-er og Vy-er. Den sjette var
en variasjon av et tidligere fremkommet Vy med seks aminosyre-
endringer, hvorav fem var i rammeomraddet (FR) 1. To av disse
endringene kan tilskrives brukes av den degenererte
VH1BACKSFI-primer (Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res. 1991,
19:4133). De gvrige kan vare et resultat av PCR-feil. Vy-ene
ble klassifisert i to undergrupper, Vy2b og Vy3d, mens V.-ene
falt innenfor fire undergrupper, V.3, Vid, V5 og V.6 (Kabat et
al., Sequences of proteins of immunoclogical interest, 5. utg.,
U.S. Dept. of Health and Human Services, Bethesda 1991}. Ti
individuelle kloner fra miltbiblioteket ble sekvensert, og
fire forskjellige scFv-er ble funnet. Tre av disse var par-
inger av unike Vy-er og Vi-er, mens den fjerde var lik en av de
tidligere paringene med bare to aminosyreforskjeller i Vy,
hvorav én inntradte i komplementaritetsbestemmende omrade
(CDR) 2, og to aminosyreforskjeller i V. Klassifisering i
undergrupper avsl@rte Vy-er fra undergruppene Vy2a, Vu2cC og
Vidd, og Ve-er fra undergruppene V,3 og Vi 4. Sammenligning av
scFv-ene erholdt fra lymfeknute- og miltbibliotekene, avslarte
bare én scFv som var felles for begge bibliotekene, scFv L3
10A/scFv S4 10H (figur 1). Denne klonen syntes 4 bindes sterkt
til EGFR nadr den ble testet ved hjelp av ELISA. Selv om man
var neye med & fjerne enhver kryssforurensning mellom biblio-
teker, er det vanskelig & utelukke mindre forurensning med en
sterktbindende EGFR-klon. Nir man tar i betraktning den inn-
avlede natur til Balb/c-mus, er det imidlertid mulig at den
samme scFv oppsto uavhengig fra to forskjellige biblioteker.

(3)Analyse av affiniteten og spesifisiteten ved binding til
EGFR
Basert pd god binding til antigen og diversitet i

DNA-sekvenser, ble flere scFv-er avledet fra lymfeknute- og
miltbibliotekene, valgt for videre analyse. Disse scFv-er ble
analysert ved hjelp av ELISA med hensyn pa binding til renset
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EGFR, binding til irrelevante antigener og binding til tumor-
cellelinjer som uttrykker eller ikke uttrykker EGFR. Som en
positiv kontroll ble scFv-er fremstilt fra muse-425-MAb (Pl).
Som negative kontroller ble scFv-er fremstilt fra fagantistof-
fer isolert fra lymfeknute- og miltbibliotekene fgr utvelgelse
(henholdsvis L1 og Sl1). Konsentrasjonen av scFv-er ble bestemt
ved & sammenligne fortynninger av scFv-ene som skulle testes,
med fortynninger av et renset scFv med kjent konsentrasjon i
en Western-blot.

scFv-ene ble testet ved hjelp av ELISA med hensyn p&
binding til renset EGFR og resultatene plottet (figur 2). Det
var mulig & rangere scFv-ene med hensyn til deres binding til
EGFR. Disse rangeringene var reproduserbare mellom forsskene.
scFv-ene som ble bundet sterkest til EGFR, var L2 1C og L3 10A
fra lymfeknutebiblioteket og S4 10H fra miltbiblioteket. Som
tidligere beskrevet, har scFv-er L3 10A og S4 10H de samme
DNA-~sekvensene. Et scFv (S4 5A) som var svart likt scFv 54
10H, med to aminosyreendringer i Vi og to 1 Vi, ga hele tiden
en lavere rangering enn S4 10H. I motsetning til dette syntes
ikke forskjellene i sekvens som ble observert mellom L2 12B og
L3 11D, & ha en uttalt effekt pad bindingen. Av de isolerte
scFv-er syntes bare to, L2 8C og L2 11C, & bindes mindre godt
enn scEv 425.

scFv-ene ble testet ved hjelp av ELISA med hensyn pa
binding til plast og til et panel av ubeslektede proteiner
{ovalbumin, henseegglysozym, cytokrom c, glyseraldehyd-3-fos-
fat-dehydrogenase, CBA-albumin og BSA). Ingen av scFv-ene ga
et signal over bakgrunnssignalet.

scFv-ene ble testet ved hjelp av ELISA med hensyn pa
binding til tre tumorcellelinjer. Cellelinjene A431 og MDA MB
468 er EGFR~barende tumorceller isolert fra henholdsvis vulva
og bryst. Cellelinje SK-MEL-23 er en gangliosidbzrende melan-
omcellelinje og ble tatt med som en negativ kontroll. Av de ti
testede scFv-er bandt bare fire seg til bade renset EGFR og
EGFR-barende tumorceller (L2 12B, L3 11D, L2 11C og S4 2D,
figurene 5-8). Ingen binding til SK-MEL-23-celler ble pavist.
Det er flere mulige forklaringer pa dette overraskende resul-
tat. Ett kan vare at EGFR som ble brukt for immunisering, ut-
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velgelse og ELISA, var utskilt EGFR-beslektet protein (Weber
et al., Science 1984, 224:294). Dette proteinet har ytter-
ligere 17 aminosyrer i C-enden (Giinther et al., J. Biol. Chemn,
1990, 265:22082). scFv-ene ble testet ved hjelp av ELISA med
hensyn p& binding til dette 17 aminosyrers peptid, og ingen
binding ble observert. Det er mulig at det utskilte, EGFR-be-
slektede protein og EGFR p& tumorcelleoverflaten har for-
skjeller i konformasjon eller glykosylering.

For ytterligere & undersske binding til tumorceller
ble tre scFv-er (L2 11A, L3 11D og S$4 20) renset og analysert
med hensyn p& binding til A43l-tumorceller ved hjelp av flyt-
cytometri. 425 scFv ble brukt som en positiv kontroll. Av de
tre testede scFv-er ble bare L3 11D og S4 2D bundet til A431-
celler. Disse to scFv-er hadde like bindingsprofiler med scFv
425.

Rensede scFv-er fremstilt fra to av isoclatene som ble
bundet til bade EGFR og EGFR-barende tumorceller (L3 11D og 54
2D}, ble testet i konkurransebindingsanalyser med muse-425-
MAb. Mens renset scFv 425 var i stand til & inhibere muse-425-
MAb fra binding til EGFR over et bestemt konsentrasjonsomrade,
inhiberte ikke scFv-er L3 11D og S4 2D muse-425-MAb fra bin-
ding til EGFR ved disse konsentrasjonene. Disse to scFv-er
syntes & gjenkjenne en epitop p& EGFR som er forskjellig fra
den som gjenkjennes av muse-425-MAb.

{4)Kimzre, hele antistoffer avledet fra scFv-er

To scFv-er (L3 11D og 54 2D) ble valgt ut for omdan-
nelse til hele antistoffmolekyler. DNA-er som koder for muse-
Vy—ene og -V -ene, ble klonet inn i intermediare vektorer
inneholdende DNA-sekvenser som koder for immunglobulinleder-
sekvenser og spleisedonorsignaler (fig. 3). Plasseringen av

kloningssetene i den Vy-intermedizre vektor betydde at den
forste resten i Vy ble endret fra asparaginsyre til glutamin-
syre. Fra de intermedizre vektorer ble DNA-fragmenter innehol-
dende Vyg-ene og V,-ene, nd knyttet til leder- og spleisedonor-
sekvenser, klonet inn i pattedyrcelleekspresjonsvektorer inne-
holdende DNA-er som koder for enten humant gamma-1 konstant
omrade eller humant kappa konstant omrade (Maeda et al., Hum.
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Antibod. Hybridomas 1991, 2:124). For hvert kimert antistoff
ble tungkjede- og lettkjedeekspresjonsvektorene samtransfek-
tert inn i COS-celler. Som en positiv kontroll ble celler ogsa
samtransfektert med tung- og lettkjedeekspresjonsvektorer som
koder for kimert 425-antistoff (Kettleborough et al., Protein
Eng. 1991, 4:773). Medium ble samlet opp fra cellene og ana-
lysert ved hjelp av ELISA for & bestemme konsentrasjonen av
antistoff som er til stede, og evnen til antistoffet nar det
gjelder & bindes til EGFR (fig. 4). Nar den antistoffkonsen-
trasjon som er pikrevet for & oppna halvparten av maksimal
binding til antigen ble sammenlignet, bandt kimart S4 2D-
antistoff til EGFR like godt som kimert 425-antistoff. Kimert
L3 llD-antistoff bandt seg imidlertid til EGFR omtrent fire
ganger mind;e godt enn kimart 425-antistoff. Affiniteten til
kimert 425-antistoff (Kettleborough et al., Protein Eng. 1991,
4:773) er blitt bestemt ved hjelp av konkurransebindingsana-
lyse til & vaere 1,9 x 10° M™', Disse resultatene var overrask-
ende ettersom tidligere data som analyserte scFv-ene, hadde
indikert at scFv-er S4 2D og L3 11D begge bandt seg bedre til
EGFR enn scFv 425 (fig. 2). Protein A-rensede prever av Kimere
L3 11D- og S4 2D-antistoffer ble analysert ved hjelp av SDS-
PAGE under reduserende og ikke-reduserende betingelser. Kimzre
L3 11D og S4 2D-antistoffer ble ogsa testet ved hjelp av flyt-
cytometri med hensyn pd binding til A431- og SK-MEL-23-celler.
Begge kimzre antistoffer bandt seg godt til de EGFR-uttrykk-
ende A431l-celler og bandt seg ikke til de EGFR-negative SK-
MEL-23-celler.

(5)Terapeutisk og diagnostisk anvendelse
Antistoffragmentene og de hele antistoffene ifelge
oppfinnelsen kan administreres til menneskepasienter for

terapi. Det er derfor et formadl ved oppfinnelsen & tilveie-
bringe et farmaseytisk preparat som omfatter som aktiv be-
standdel minst ett antistoff eller et antistoffragment som
definert ovenfor og i kravene, sammen med én eller flere far-
mas@ytisk akseptable barere, eksipienser eller fortynningsmid-
ler for det.

Vanligvis vil antistoffet ifslge denne oppfinnelsen
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bli injisert intravengst eller parenteralt. Generelt er doser-
ingsomrddene for administreringen av antistoffragmentene til-
strekkelig store til & gi den enskede tumorundertrykkende og
tumorlyserende effekt. Doseringen vil avhenge av alder, til-
stand, kjenn og omfang av sykdommen hos pasienten og kan vari-
ere fra 0,1 mg/kg til 200 mg/kg, fortrinnsvis fra 0,1 mg/kg
til 100 mg/kg/dose i én eller flere doser administrert daglig,
i én eller flere dager.

Preparater for parenteral administrering omfatter
sterile, vandige eller ikke-vandige opplesninger, suspensjoner
og emulsjoner. Eksempler pad ikke-vandige opplesningsmidler er
propylenglykol, polyetylenglykol, vegetabilske oljer, slik som
olivenoljer, og injiserbare, organiske estere, slik som etyl-
oleat, og andre opplesningsmidler som er kjent innenfor tek-
nikken, og som er egnet for disse formdlene. Antistoffene
ifzlge denne oppfinnelsen, kan anvendes i et preparat som om~
fatter en fysiologisk akseptabel barer. Eksempler pad slike
egnede barere er saltopplesning, PBS, Ringers oppl@sning eller
laktert Ringers opplesning. Preserveringsmidler og andre ad-
ditiver, slik som antibiotika, antioksidanter og chelaterings-
midler, kan ogsd vare til stede i de farmasgytiske prepar-
atene,

Antistoffet (fragmentet) kan ogsé& konjugeres i hen-
hold til kjente metoder til cytokiner, slik som IL-2, for &
understgtte deres cytotoksisitet.

De farmasgytiske preparatene ifelge foreliggende opp-
finnelse er egnet for behandlingen av alle slags tumorer,
inkludert melanomer, gliomer og karsinomer, samt tumorer 1i
blodomlegpet og faste tumorer.

For diagnostiske formal kan antistoffet konjugeres
f.eks. til et radioopakt fargestoff eller kan merkes radio-
aktivt. En foretrukket merkingsmetode er jodogenmetoden. For-
trinnsvis vil antistoffet bli administrert som F{ab');- eller
scFv-fragmenter for diagnostiske formadl. Dette gir utmerkede
resultater slik at fratrekking av bakgrunnsverdier er ungdven-
dig.
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Eksempel 1l:A431-vesikler

Det ble erholdt preparater av avgitt membranvesikkel
som tidligere beskrevet av (Cohen et al., J. Biol. Chem. 1982,
257:1523; Yeaton et al., J. Biol. Chem. 1983, 258:9254) med
noen modifikasjoner. Kolber med sammenflytning inneholdende

Ad431-celler, ble vasket med PBS innehdldende kalsium og mag-
nesium. Hypoton PBS ble tilsatt, og kolbene ble ristet i
15 minutter. Celler ble sa vasket med blaredannelsesbuffer
(100 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 5 mM KCl, 0,5 mM MgSO;, pH 8,5).
Blaredannelsesbuffer ble tilsatt, og kolbene ble holdt i ris-
ting ved romtemperatur og ved 37°C. S& ble buffer dekantert
gjennom metallsikt over i 50 ml ror i is og sentrifugert i
5 minutter ved 150 x g ved 4°C. Pelleten ble kastet, og super-
natanten ble ultrasentrifugert ved 39 000 rpm i 90 minutter.
Sluttpelletene ble pd nytt oppslemmet i 10 mM Hepes-buffer (pH
7,4). For & analysere EGFR fra vesikler ble pregver utfelt med
9 volumdeler etanol, pd nytt oppslemmet med 0,08 M Tris, pH
6,8, og s& ble SDS-PAGE utfert med MAb 425 som standard.

Proteininnholdet i preparatene ble kvantifisert ved
hjelp av en modifisert Coomassie Plus-metode under anvendelse
av BSA som en standard og avlest ved 595 nm. For a analysere
EGFR fra vesikler ble prever utfelt med 9 volumdeler etanol
(over natten ved 4°C}. Pelleten ble pd nytt oppslemmet med
Tris (0,08 M, pH 6,8), og s3 ble det kjeort en SDS-PAGE (5%
stablegel, 1 time, 35 mA, 10% lepegel, 2,5 timer, 40 mA).
Prever og standard var in duplo. En av dem ble farget med
Coomassie Blue, og den andre ble blottet over pd nitrocellu-
loseark (12 Vv, 16 timer ved 4°C) og behandlet med muse-mAb-425
(anti-EGFR) og anti-muse-IgG-antistoff konjugert til alkalisk
fosfatase.

Tre medier ble brukt i immuniseringene in vitro.
Medium-1 {M1l)}, medium-2 (M2) og blandet thymocyttdyrknings-
medium (MTC). M1l besto av HLl (Ventrex Laboratories, USA) sup-
plert med 50 mM 2-merkaptoetancl og 2 mM L-glutamin (Gibco}.
M2 besto av HL1 supplert med 50 mM 2-merkaptoetanol, 40 U/ml
IL-2 (Genzyme), 20 mg/ml adjuvanspeptid (Sigma), 2 mM L-glut-
amin, 100 U/ml penicillin {Gibco), 100 mg/ml streptomycin
(Gibco). 4% eller 20% FCS (Bioclogical Industries) ble tilsatt
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til M2. MTC ble fremstilt som beskrevet av Vaux (l}. I korte
trekk ble enkeltcellesuspensjoner av thymuser fra 3 uker gamle
Balb/c- og C57/BL-1-mus fremstilt ved & presse thymuskjertlene
gjennom en steril 50 mesh sikt. Cellesuspensjonen ble samlet
opp, vasket to ganger i HBSS, og antallet levedyktige celler
ble bestemt ved hjelp av trypanbldttutelukkelse. Thymocytter
ble sd dyrket ved en tetthet pad 2,5x10° thymocytter av hver
stamme pr. ml i HLl-medium inneholdende 4% FCS, 2 mM L-glut-
amin, U/ml penicillin og 100 mg/ml streptomycin. Etter
48 timer ble supernatanten utvunnet, filtrert gjennom et
0,22 mm filter og lagret ved -70°C.

En suspensjon av splenocytter fra ikke-immuniserte,
8 uker gamle BALB/c-mus ble erholdt som beskrevet for thymo-
cytter. Levedyktighet ble bestemt ved hjelp av trypanblattute-
lukkelse.

Fksempel 2:Immunisering in vitro og screening

Tre medier ble brukt i immuniseringene in vitro.
Medium-1 (M1), medium—-2 (M2) og blandet thymocyttdyrknings-
medium (MTC). M1 besto av HL1 (Ventrex Laboratories, USA) sup-
plert med 50 mM 2-merkaptoetanol og 2 mM L-glutamin (Gibco).
M2 besto av HL1 supplert med 50 mM 2-merkaptoetanocl, 40 U/ml
IL-2 (Genzyme), 20 mg/ml adjuvanspeptid (Sigma), 2 mM L-glut-
amin, 100 U/ml penicillin (Gibco), 100 mg/ml streptomycin
{Gibco) . 4% eller 20% FCS (Biological Industries) ble tilsatt
til M2. MTC ble fremstilt som beskrevet av Vaux (1). I korte
trekk ble enkeltcellesuspensjoner av thymuser av 3 uker gamle
Balb/c- og C57/BL-1-mus fremstilt ved a presse thymuskjertlene
gjennom en steril 50-mesh sikt. Cellesuspensjonen ble samlet
opp, vasket to ganger i HBSS, og antallet levedyktige celler
ble bestemt ved hjelp av trypanblattutelukkelse. Thymocytter
ble s& dyrket ved en tetthet pa 2,5 x 10° thymocytter for hver
stamme pr. ml i HLl-medium inneholdende 4% FCS, 2 mM L-glut-
amin, 100 U/ml penicillin og 100 mg/ml streptomycin. Etter
48 timer ble supernatanten utvunnet, filtrert gjennom et
0,22 mm filter og lagret ved -70°C.

En suspensjon av splenocytter fra ikke-immuniserte,
8 uker gamle BALB/c-mus ble erholdt som beskrevet for thymo-
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cytter. Levedyktighet ble bestemt ved hjelp av trypanblattute-
lukkelse.

Enkeltcellesuspensjoner fra thymuser av 3 uker gamle
Balb/c- og C57/BL-1-mus ble erholdt ved & presse thymuskjert-
lene gjennom en steril 50 mesh sikt. Cellesuspensjonen ble
samlet opp, vasket med HBSS, og antallet levedyktige celler
ble bestemt ved hjelp av trypanblattutelukkelse. Thymocytter
ble s& dyrket ved en tetthet pd 2,5 x 10° thymocytter for hver
stamme pr. ml i HLl-medium inneholdende 4% FCS, 2 mM L-glut-
amin, 100 U/ml penicillin og 100 ug/ml streptomycin. Etter
48 timer ble supernatanten utvunnet, filtrert og lagret. En
suspensjon av splenocytter fra ikke~immuniserte, 8 uker gamle
BALB/c-mus ble erholdt som beskrevet for thymocytter. Levedyk-
tighet ble bestemt ved hjelp av trypanblittutelukkelse.

Immuniseringer in vitro ble utfert i 6-brenners
plater {Costar). Bregnner inneholdende 107 splenocytter i 3,5
ml Ml-medium (bestiende av HL-l-medium, Ventrex Laboratories,
UsSA, supplert med 50 puM 2-merkaptoetanol og 2 mM L-glutamin
{Gibco)}, ble inkubert (37°C, 5% CO:) med vesikler barende EGFR
ved den enskede konsentrasjon. Vesikler fra celler som ikke
uttrykker EGFR eller PBS, ble tilsatt i kontrollbrgnner. Etter
noen timer ble 3,5 ml M2-medium (bestdende av HL1 supplert med
50 uM 2-merkaptoetanol, 40 U/ml IL-2 (Genzyme), 20 pg/ml ad-
juvanspeptid (Sigma), 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin
{Gibeco), 100 ng/ml streptomycin (Gibco)) inneholdende 4% eller
10% FCS (Biological Industries) tilsatt til hver brenn. I noen
forsek ble M2 erstattet med MTC-medium (blandet thymocyttdyrk-
ningsmedium (Vaux et al., Nature 1988, 336:36) supplert med
adjuvanspeptid (20 pg/ml) og IL-2 (40 U/ml). {(Legg merke til
at sluttkonsentrasjonen av FCS, IL2 og adjuvanspeptid i kultur
er 50% redusert). Celler ble inkubert wved 72, 96, 120 eller
144 timer ved de samme betingelser, og til sist ble cellene
testet med hensyn pa tilstedevarelsen av spesifikk immunglobu-
lin eller bearbeidet for RNA-isolering.

Screening ble utfort med rensede antigener eller
Ad31-fikserte celler. Fremgangsmaten var hovedsakelig som tid-
ligere beskrevet (Carroll et al., Hybridoma 1990, 9:81) med
noen modifikasjoner. I korte trekk ble sterile 96-brenners
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plater (Nunc, Maxisorb) belagt over natten med renset EGFR
(2,5 pg/ml), GDi-gangliosid (2 pg/ml) eller RNase (10 pg/ml) i
PBS. N&r A431-celler ble brukt som antigen, ble celler dyrket
i 96-bregnners plater inntil sammenflytning og fiksert med 0,1%
glutaraldehyd. Lymfocytter immunisert in vitro, ble vasket og
p4d nytt oppslemmet i HLl-medium supplert med 2% FCS og 2 mM L-
glutamin ved 5x10° celler/ml, og 1x10° celler ble tilsatt til
hver brenn, og det ble inkubert (37°C, 5% COz} i 48 timer.

16 duplikater av hver gruppe ble gjort. Lymfocytter ble sa
fjernet ved & vaske 5 ganger i PBS inneholdende 0,1% "Tween-
20". Det ble pavist spesifikke immunglobuliner ved & bruke
peroksidasemerket kanin~anti-muse-immunglobulin {Dako)

(1L time, 37°C). 2,2'-azino-bis(3-etylbenztiazolin-é-sulfon-
syre)diammoniumsalt (ABTS) (Sigma) i sitratfosfatbuffer

(0,55 mg/ml) ble brukt som substrat.

Eksempel 3:Bibliotekskonstruksijon

Tre biblioteker ble konstruert fra RNA fremstilt fra
milten til en mus immunisert intraperitonealt med A43l-celler
(Murthy et al., Arch. Biochem. Biophys. 1987, 252:549) fra
knehaselymfeknuten til en mus immunisert i fotputen med renset

EGFR, og fra museceller immunisert in vitro med A43l-vesikler.
Ferstetrdds-cDNA ble syntetisert. Vy- og Vy-genene ble PCR-
amplifisert og satt sammen (Clackson et al., Nature 1991,
352:624). Ved & bruke PCR ble NotI- og Sfil-restriksjonsseter
tilfeyet, og scFv-ene ble klonet inn i fagmidvektoren pHENI1
(Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res. 1991, 19:4133). Liger-
ingsblandingene ble elektroporert inn i E. coli-celler og de
resulterende kolonier skrapet inn i medium for & frembringe
biblioteksforrdd (Marks et al., J. Mol. Biol. 1891, 222:581).

Eksempel 4:Biblioteksscreening

Fagantistoffer ble hentet ut fra bibliotekene ved &
bruke M13K07-hjelperfag (Promega, Madison, WI) (Marks et al.,
J. Mol. Biol. 1991, 222:581). Immunorsr (Nunc, Life Sciences,
Paisley, Storbritannia) ble belagt med 4 ml 2,5 ug/ml EGFR i
PBS over natten. Etter tre vaskinger med PBS ble rerene inku-
bert ved 37°C i minst 1 time i PBS inneholdende 2% melkepulver
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(PBSM) . Fagen (10 til 10'*) ble pa nytt oppslemmet i 4 ml
PBSM og inkubert i det EGFR-belagte rer i 1 time ved
romtemperatur. Reret ble vasket 20 ganger med PBS, 0,1%
"Tween" og 20 ganger med PBS. Bundet fag ble eluert etter en
10-minutters inkubasjon i 1 ml 0,1 M trietylamin med ende-
over-ende-blanding. Den eluerte fag ble neytralisert ved
tilsetning av 0,5 ml 1 M Tris-HCl, pH 7,5, og brukt til &
infisere E. coli TGl-celler i logfase. Infiserte celler ble
platet ut og individuelle kolonier plukket ut for sma-
skalainduksjon av scFv-er. De gjenvarende kolonier ble skrapet
ut i medium og en aliquot brukt til & fremstille fag for den
neste runde med screening.

Eksempel 5:Produksion og analyse av scFv-er

Oppl@selige scFv-er ble produsert i E. coli HB2151
som tidligere beskrevet (f.eks. Kettleborough et al., I. c.).
scFv-konsentrasjonene 1 bakteriesupernatantene ble beregnet
ved & bruke et renset scFv-preparat med kjent konsentrasjon
som en standard. Supernatanter ble filtrert og natriumazid
tilsatt inntil 0,1%. Seriefortynninger av supernatantene og av
standarden ble flekket over pa "Immobilon~PVDF"-filtere
(Millipore, Watford, Storbritannia) under anvendelse av en 96-
bregnners "manifold". Filtrene ble behandlet som en Western-
blot (Towbin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1979,
76:4350) . scFv-ene ble pavist ved & bruke et antistoff (9E10}
rettet mot den C-terminale ende (Munro og Pelham, Cell 1986,
46:291) etterfulgt av et peroksidasekonjugert geite-anti-muse-
IgG- og -IgM-antistoff (Jackson ImmunoResearch Lab Inc., West
Grove, PA). Reaksjonsblandingen ble fremkalt wved & bruke ECL-
systemet (Amersham, Aylesbury, UK). Foropplyste autoradio-
grafier ble skannet ved & bruke et densitometer. En standard-
kurve ble fremstilt og brukt til & beregne scFv-konsentra-
sjonene i supernatantene.

Antigenbindende ELISA-er ble utfert med EGFR-belagte
plater (2,5 ug/ml}). Supernatanter inneholdende scEv-er, ble
fortynnet i PBSM og tilsatt til platene. Bundne scFv-er ble
pavist ved & bruke 9El0-antistoff som beskrevet ovenfor.
Supernatanter ble ogsi testet med hensyn pad binding til et
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panel av ubeslektede proteiner og plast. ELISA-plater ble be-
lagt over natten ved 100 pg/ml med ovalbumin, henseegglysozym,
¢cytokrom ¢, glyseraldehyd 3-fosfatdehydrogenase, murint albu-
min {CBA-stamme) og BSA. Ufortynnede supernatanter innehold-
ende 2% melkepulver, ble tilsatt in duplo til de belagte
plater og bundne scFv-er pavist som beskrevet ovenfor.

Cellebindende ELISA-er ble utfert ved & bruke tumor-
cellelinjer, A431 (ATCC CRL 1555), MDA MB 468 (ATCC HTB 132}
og SK-MEL-23 (negativ kontroll). Celler ble dyrket inntil sam-
menflytning i poly-D-lysin-behandlede 96-brenners vevskultur-
brett (Nunc). Celler ble vasket med DMEM og blokkert wed 37°C
i 2 timer med PBS inneholdende 2,5% BSA. Etter aspirasjon ble
supernatanter tilsatt til hver brenn sammen med et likt volum
2XYT-medium inneholdende 4% melkepulver og inkubert ved 4°C i
1 time. Bundne scFv-er ble pavist som beskrevet ovenfor.

En konkurransebasert ELISA ble utfert ved hjelp av
forinkubering av EGFR-belagte ELISA-plater med 50 ul renset
scFv {100 pg/ml) i 10 minutter. Muse-MAb 425 (50 pl) ble sa
tilsatt, hvorved man fikk konsentrasjoner pa 3,13 til
200 ng/ml. Etter inkubasjon og vasking ble bundet muse-MAb 425
pavist ved & bruke peroksidasekonjugert geite-anti-muse-IgG-
og IgM-antistoff.

Eksempel 6:DNA-analyse

For BstNI-"fingeravtrykk" ble scFv-innfeyelsene fra
individuelle kloner amplifisert ved hjelp av PCR og produktene
fordeyd med BstNI (Clackson et al., Nature 1991, 352:624). DNA
ble sekvensert ved A& bruke et "Sequenase"-sett (United States
Biochemical, Cleveland, OH).

Eksempel 7:Rensing av scFv-er

Bakteriesupernatanter ble klaret ved sentrifugering
og filtrering gjennom 0,2 ym filtere feor pafylling pa en 1 ml
kolonne med renset EGFR (5 mg} koblet til cyanbromidaktivert
"Sepharose 4B" (Pharmacia, Uppsala, Sverige). Kolonnen ble
vasket med 30 ml PBS etterfulgt av 5 ml 0,2 M glysin, pH 5,0.
scFv-ene ble eluert med 0,2 M glysin/HCl, pH 2,8. Eluatet ble
negytralisert med 10xPBS. Proteininneholdende fraksjoner ble
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slitt sammen og bufferen skiftet wved ultrafiltrering (Amicon,
Stonehouse, Storbritannia) til PBS inneholdende 1% BSA og
0,05% natriumazid.

Eksempél 8:FACS-analyse av rensede scFv-er

Ad31-celler ble trypsinert og inkubert i DMEM
inneholdende 10% FCS. Cellene ble vasket t¢ ganger med kald
DMEM og filtrert gjennom en 45 um sikt. Celler (10%) ble inku-
bert pd is i 30 minutter i 50 pl PBS, 1% BSA, med rensede
scFv-er. Etter to vaskinger med kald PBS ble bundne scFv-et
pavist ved & bruke 50 pl FITC-konjugert 9El0-antistoff
(100 ug/ml). Etter 30 minutter pa is ble cellene vasket én
gang med PBS, fiksert i PBS inneholdende 1% formaldehyd og

analysert ved & bruke en "FACSCAN" (Becton-Dickinson, Cowley,
Storbritannia).

Eksempel 9:Konstruksjon, analyse og ekspresjon av hele, kimzre
antistoffer .
Ved & bruke PstI- og BstEII-seter ble DNA-er som
koder for Vyg-ene fra de utvalgte scFv-er, underklonet inn i en

intermedi®ar Vy-vektor inneholdende en eukaryot ledersekvens
avledet fra humant antistoff HG3 CL (Rechavi et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1983, 80:855) og et spleisedonorsete
(figur 3). DNA-ene som koder for Vi-ene, ble tilpasset for
innfeyelse i en intermedizr V,-vektor under anvendelse av PCR-
primere for & inkorporere XhoI- og SstI-seter i 5'- og 3'-
endene

(VkFor: 5'-CCG TTT. CAG CTC GAG CTT GGT CCC-3°',

VkBack: 5'-GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA-3'}).
SstI-XhoI-fragmentene ble klonet inn i den intermedizre V-
vektor inneholdende en eukaryot ledersekvens avledet fra om-
dannet, human CAMPATH-1 lettkjede {Riechmann et al., Nature
1988, 332:21) og et spleisedonorsete (fig. 3). De DNA-er som
koder for de variable omradene, pluss eukaryote, flankerende
omrider ble klonet som HindIII-BamHI-fragmenter i pattedyrcel-
leekspresjonsvektorer som inneholder genom-DNA-er som koder
for humant gamma-1 konstant omrade eller humant kappa konstant
omradde (Maeda et al., Hum. Antibod. Hybridomas 1991, 2:124).
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Tung- og lettkjedeekspresjonsvektorene ble elektroporert inn i
COS-celler. Etter 72 timer ble medium samlet opp og de kimzre
anti-EGFR-antistoffer analysert ved hjelp av ELISA (Kettle-
borough et al., Protein Eng. 1991, 4:773).

Eksempel 10:Fremstilling av scFv-er avledet fra celler im-

munisert in vitro

Fremgangsmatene beskrevet nedenunder, er mindre modi-
fikasjoner av fremgangsmatene beskrevet ovenfor. Immunisering,
bibliotekskonstruksjon og screening er angitt i eksemplene 1-
4., De fwlgende trinn er beskrevet narmere nedenunder:

Etter screening av det primzre bibliotek og klonene
avledet fra de tre rundene med "panning", ble det valgt ut
noen enkeltkolonier med ampicillinresistens. Fagmid-DNA ble
fremstilt ved hjelp av alkalisk lyse og brukt til & transfek-
tere E. coli HB2151, en ikke-suppressorstamme, ved hjelp av
varmesjokk. Kolonier ble inokulert i 2xTY-Amp-Glu og dyrket
over natten ved 30°C. En 5 ml aliquot ble brukt til & inoku-
lere 50 ml 2xTY-dyrkningsvaske inneholdende 100 mg ampi-
cillin/ml og 0,1% glukose, og det ble dyrket med risting ved
30°%C i 1 time (inntil logfase). Celler ble innhsstet, og eks-
presjon av oppleselig scFv ble indusert ved tilsetning av iso-
propyl-f-D~tiogalaktopyranosid (IPTG) inntil en sluttkon-
sentrasjon pA 1 mM (De Bellis, D. og Schwartz, I.; Nucleic
Acids Res.; 1990, 18:1311). Kulturer ble dyrket over natten
ved 30°C med risting. Supernatanter inneholdende scFv, ble
tatt ut, klaret ved sentrifugering og filtrering gjennom
0,22 mm filtre og testet. Bakteriesupernatanter ble testet med
hensyn pa binding til EGFR ved hjelp av ELISA, som beskrevet
{Kettleborough et al., EP 94104160 og Eur. J. Immunol. 1994,
24:952). Spesifisiteten til utvalgte scFv-fragmenter ble sjek-
ket ved hjelp av ELISA under anvendelse av plater belagt med
forskjellige proteiner som var beslektet og ikke-beslektet med
EGFR, samt andre antigener og plast. Antigenene som ble brukt,
var: RNase, BSA, OVA, GD3-gangliosid, vitronektinreseptor
(VNR), blodplateglykoprotein IIbIIIa (GPIIbIIIa) og disialyl-
lakto-N-tetraose (DSLNT}. Belegning ble gjort owver natten ved
den optimale konsentrasjon for hvert antigen. Belagte ELISA-
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plater ble blokkert i 1 time ved 37°C med 1,5% skummet melk i
PBS (vekt/volum). Etter vasking ble 100 ml scFv-supernatanter
tilsatt til mikrotiterbrennene, og det ble inkubert i 2 timer
ved 37°C. Bundet scFv ble pavist ved & bruke anti-c-myc-anti-
stoffet 9E10 (brukt dyrkningsmedium fra Myc 1-39E10.2-hybrid)
og et alkalisk fosfatasekonjugert kanin-anti-muse-antistoff
{Dako) .

Tre EGFR-barende tumorcellelinjer, A431, MDA MB 231
humant brystadenokarsinom {ATCC, HTB 26) og HT29 humant tykk-
tarmsadenokarsinom (ATCC, HTB 38), og en ikke-uttrykkende
EGFR-cellelinje, WM 164, ble brukt til & teste evnen til scFv
nir det gjelder 4 binde til EGFR pa celler ved hjelp av FACS-
analyse og immunfluorescens med ufikserte celler. For den in-
direkte immunfluorescensanalyse ble celler platet ut pd Tera-
saki-plater (2x10* celler/brenn} og dyrket i 24 timer. Celler
ble s& inkubert med 20 ml urenset bakteriesupernatant innehol-
dende scFv-fragmentene i 90 minutter ved romtemperatur. Inku-
basjoner med primart antistoff {(anti-c-myc) og sekundazrt
antistoff ble utfert i 60 minutter ved romtemperatur. Det
sekundere antistoff, FICT-konjugert kanin-anti-muse-antistoff
(Dako) ble fortynnet i forholdet 1:20.

For FACS-analyse ble 5x10° celler vasket med PBS med
1% BSA og 0,1% natriumazid (PBS-BSA)} og inkubert ved 4°C i
20 minutter med 50 ml urenset bakteriesupernatant. Etter to
vaskinger med kald PBS-BSA ble bundet scFv pavist ved & bruke
anti-c-myc-antistoff og FITC-konjugert geite-anti-muse-anti-
stoff (Becton-Dickinson) fortynnet i forholdet 1:25 i PBS-BSA.
Propidiumjodid (PI} ble tilsatt ved en sluttkonsentrasjon pa
5 mg/ml. Flytcytometrianalyse ble utfert i en EPICS Profile IIX
utstyrt med en luftavkjelt argonlaser. 488 nm-linjen (15 mV)
ble brukt for eksitasjonen. Et 530 nm bandpasseringsfilter ble
brukt til & samle opp FITC-emisjon, og et 625 nm bandpasser-
ingsfilter ble brukt til & samle opp PI-emisjon. Levende
celler ble valgt ut ved & innstille en punktmatrise pa frem-
over- og sidespredning, og ved utelukkelse av PI-fargede
celler.

Diversiteten til de primzre og utvalgte biblioteker
ble bestemt ved hjelp av PCR-amplifikasjon av klonede frag-
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menter (Glissow, D., Clackson, T.; Nucleic Acids Res. 1989,
17:4000) og analyse av BstNI-fordeyelsesmensteret (8). Noen
kloner ble sekvensert ved & bruke et "Sequenase"-sett (USB)
ved hjelp av dideoksykjedetermineringsmetoden (Sanger, F. et
al.; Proc. Nat. Acad. Sci., USA 1977, 74:5463).

Urensede bakteriesupernatanter (10 ml) ble underkas-
tet SDS-PAGE under anvendelse av en 12,5% gel. Western-blot-
ting ble utfert hovedsakelig som beskrevet av Towbin (Towbin
et al., J. Proc. Nat. Acad. Sci., USA 1979, 76:4350). Pro-
teiner ble overfort ved hjelp av elektroblotting til "Immo-
bilon-P" (Millipore) eller nitrocellulose {(Bio-Rad). Blott-
ingen ble blokkert med PBS inneholdende 2% skummet melk
{vekt/volum). scFv-fragmenter ble pavist ved & bruke anti-c-
myc-antistoff (9E10), peroksidasekonjugert anti-muse-antistoff
(Jackson} og et forsterket kjemiluminescenssystem (ECL, Amer-
sham) .

Den kvantitative analyse av vesiklene fra avgitt mem-
bran avslerte en total proteinkonsentrasjon pad 2,5 mg/ml,
hvorav bare 10-14% tilsvarte EGFR {(Sato et al.; J. Natl.
Cancer Inst. 1989, 21:1601; Yeaton, R. et al., J. Biol. Chem.,
1983, 258:9254), 250-350 ng/ml. Elektroforetisk analyse under
anvendelse av PAGE-SDS etterfulgt av Coomassie-blafarging,
viste at vesiklene inneholdt en ganske kompleks blanding av
proteiner. Ingen proteinnedbrytning ble pavist. Western-blot-
analyse avslgrte at fullstendige molekyler av EGF-reseptor var
til stede i membranvesikkelpreparatet under vare forseksbetin-
gelser.

For & bestemme kravene til FCS og lymfokiner ble MIC
og M2 inneholdende 20% eller 4% FCS, sammenlignet. Vesikler
som bar EGFR og PBS, ble brukt som henholdsvis antigen og kon-
troll. Splenocytter ble inkubert i 6-brenners plater med eller
uten antigen i 3 timer i M1 (serumfritt). MTC eller M2 ble sa
tilsatt, og screening ble utfert etter 72, 96, 120 eller
144 timer ved & bruke fikserte A43l-celler. I alle forsgkene
var antallet av levedyktige celler som ble utvunnet, mellom 20
og 40% i overensstemmelse med publiserte resultater (Gavil-
ondo-Cowley, J. et al.; In Vitro Immunization in Hybridoma
Technology, Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam 1988,
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s. 131). Den maksimale, spesifikke respons ble oppnadd pd dag
4 med MTC; mens M2 ved 4% eller 20% FCS (2% eller 10% slutt-
konsentrasjon) forsinket den maksimale respons inntil dag 6
(tabell 2). MTC og 10% FCS utleste imidlertid en ikke-spesi-
fikk respons, sannsynligvis ved hjelp av polyklonal aktiver-

" ing, som kunne ses nar resultatene ble uttrykt som forholdet

mellom spesifikk og ikke~spesifikk respons. For videre anal-
yser bestemte vi oss for & bruke M2 supplert med 4% FCS og
6 dagers dyrkning.

Tilstedevarelsen av EGFR i overflaten til wesikler
forsterket responsen til dette antigenet sterkt. I lignende
fremgangsmidter som beskrevet ovenfor, ble vesikler fra uttryk-
kende og ikke-uttrykkende EGFR-cellelinjer sammenlignet. Lym-
focytter ble dyrket med vesikler i M1 i 3 timer. Senere ble M2
inneholdende 4% FCS, tilsatt. Etter 6 dager ble lymfocytter
fra hver gruppe dyrket i 48 timer i 96-brenners plater belagt
med EGFR, fikserte A431-celler, RNase eller GD3. Som forven-
tet, viste resultatene av disse analysene et flerspesifikt
responsmegnster (tabell 3). Reaktiviteten mot EGFR ble klart
gkt ndr det gjelder optisk tetthet nar EGFR-uttrykkende vesik-
ler ble brukt som antigen.

Alt i alt tyder disse resultatene pa at selv om den
var ikke fullt utviklet, var det en malbar, antigenavhengig
respons etter immunisering in vitro som frembrakte flere blan-
dinger av immuniserte lymfocytter mot EGFR egnet for PCR-klon-
ing av variable omrader.

Et bibliotek med 1,1x10° kloner ble erholdt etter
kloning av scFv-fragmenter avledet fra immunisering in vitro i
pHENl-fagmidet. Dette biblioteket ble frembrakt parallelt med
to ytterligere biblioteker tilveiebrakt ved hjelp av immunis-
ering in vivo. Konstruksjonen av disse fagbibliotekene er
blitt beskrevet tidligere (Kettleborough et al., EP 94104160
og Eur. J. Immunol. 1994, 24:952).

For & velge ut scFv-fragmentene som bindes til EGFR,
ble fayg vasket ut ved & bruke EGFR-belagte immunorer. Eluert
fag ble brukt til & reinfisere en SupE-stamme av E. coli.
Totalt ble det utfert tre runder med utvelgelse. I hver runde
ble et ror uten antigen testet parallelt for & beregne bak-
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grunnsverdien. Ved den ferste utvasking ble 1,5x10'° fagpartik-
ler tilfprt immunoreret, og 6,6x10' ble eluert fra det belagte
immunorgr; mens bare 200 kolonier ble erholdt fra bakgrunns-
populasjonen. Etter den tredje utvasking ble 1x10' fager til-
fert, og 5,6x10% ble eluert.

For ytterligere A karakterisere scFv-fragmentene
valgte vi ut 22 kloner fra fagpopulasjonene for utvelgelse og
etter hver runde med utvelgelse.

Diversiteten til biblioteket ble analysert ved hjelp
av BstNI-fordwyelsesmgnstrene til de klonede fragmenter. Fer
utvelgelse syntes biblioteket & vare ekstremt forskjellig.
Fingeravtrykk av bindende kloner avledet etter den ferste

runde med utvelgelse, indikerte tilstedevarelsen av flere

grupper med det samme restriksjonsmenster.

Kloner ble valgt ut fra forskjellige runder med ut-
velgelse basert pi deres fordeyelsesmgnstre. DNA-sekvensering
avslarte tilstedevarelsen av forskjellige sekvenser i de
fleste av de utvalgte kloner. Lengden og sammensetningen av
komplementaritetsbestemmende omrader {(CDR-er) til klonene
10D2, 503, 10E2, 1B3, 4B3 og SE2 var forskjellige. Den sterste
variasjon ble observert i CDR3-ene i Vy- og Vi-sekvenser.
Klonene 5D3 og 1lE3 ble avledet fra den tredje runden av utvel-
gelse. De bandt seqg sterkt til EGFR som analysert ved hjelp av
ELISA og flytcytometri, og hadde den samme sekvens.

Oppleselige scFv-fragmenter ble erholdt ved dyrking
av ikke-suppressor-E. coli-stammen HB 2151 i narvar av IPTG.

For & verifisere scFv-produksjon ble bakteriemedium
fra individuelle kloner analysert ved hjelp av gelelektro-
forese. Western-blot-analyse avslerte et klart band rundt
35 000 kD.

Kloner med bindingsaktiviteter til EGFR ble identi-
fisert ved hjelp av ELISA. For & underseke kryssreaktiviteten
til utvalgte kloner ble det utfert ELISA-analyser under anven-
delse av forskjellige antigener. Antigenene (EGFR, RNase, BSA,
KLH, OVA, GD3-gangliosid, vitronektinreseptor, blodplateglyko-
protein IIbIIIa og disialyl-lakto-N-tetraose) ble belagt i
ELISA-plater ved den optimale konsentrasjon (tabell 4). Ingen
binding til ikke-EGFR-antigener ble pavist. scFv-ene ble ogsd
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testet med hensyn pa binding til tre EGFR-barende tumorcelle-
linjer (humant epidermoidkarsinom A431, humant brystadenockar-
sinom MDA MB 231 og humant tykktarmsadenokarsinom HT 29). WM
164, EGFR som ikke uttrykker humant melanom, ble brukt som en
negativ kontroll. De som ble bundet til tumorcellelinjer, ble
testet ved hjelp av indirekte immunfluorescens under anvend-
else av ikke-fikserte celler og kvantifisert ved hjelp av
FACS-analyse. Bruken av ufikserte celler sikrer den naturlige
konformasjon til membranreseptorene. Positive kloner oppviste
en klar fluorescens under anvendelse av A43l-celler. Fluores-
cens med de svrige EGFR-bzrende tumorcellelinjer var svak.
Ingen binding til den negative cellelinje ble pavist. Resul-
tatene ble bekreftet ved hjelp av flytcytometri. 17 positive
kloner og 3 negative kloner ble analysert med hensyn pa bin-
ding til A431-, MDA MB 231- og HT 29-celler ved hjelp av flyt-
cytometri. WM 164 ble brukt som den negative cellelinje. 425~
scFv (Pl-klonen) ble brukt som en positiv kontroll, og klon-
ingsvektoren (HEN) som en negativ kontroll. Resultatene er
oppsummert i tabell 5. To kloner, 4B2 og 5E2, var positive med
hensyn pad binding til EGFR, som analysert ved hjelp av ELISA,
men negative med hensyn pa binding til EGFR-uttrykkende tumor-
cellelinjer.
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Tabell 2
Effekt av forskjellige medier pd immunisering in vitro *

Dag for screening mot A431

3. dag 4. dag 5. dag 6. dap
Ana~ | Antigen [ o p? gor? OD. For-| OD. For-| oD. For-
lyse hé?i hold hold hold

1 [esikler| 0393 211 |ogo1 376 | 078 3% | 0951 103

PBS 0,186 0,213 0,201 0,092

3 |vesikler| 0527 250 | 0852 1,76 | 0863 275 | L,168 3,9

PBS 0,210 0,482 0313 0,296

3 [vesikler| 0,763 148 | L169 201 | 1,089 207 | L5 L9

PBS 0,513 0,581 0,525 - 0,581

Analyse 1: Ml pluss M2, 4% FCS (slutt-FCS: 2%)
Analyse 2: Ml pluss M2, 20% FCS (slutt-FCS: 10%)
Analyse 3: A-medium pluss MTC, 4% FCS (slutt-FCS: 2%)

a)

b)

da)

BALB/c-musemiltceller (107) ble inkubert i 3,5 ml M1 med
vesikler fra A43li-celler eller PBS i 3 timer i brgnner i
6-brgnners plater. Senere ble 3,5 ml MIC eller M2 innehol-
dende 4% eller 20% FCS, tilsatt, og platene ble inkubert.
Etter 3, 4, 5 eller 6 dager ble lymfocytter immunisert in
vitro, fjernet fra dyrkningsmedium, vasket i HBSS for A
fjerne vesikler og inckulert i 96-br¢nners plater belagt
med fikserte A43l-celler og inkubert i 48 timer (se
Metoder).

Sluttkonsentrasjon av FCS i dyrkningsmedium.

0.D. Optisk tetthet avlest ved 405 nm. Den utgjer gjennom-
snittet for 16 bre¢nner.

Forhold mellom spesifikk respons (vesikler som antigen) og
uspesifikk respons (PBS som antigen).
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Tabell 3

Responsens flerspesifisitet etter immunisering in vitro

Screening mot
Antigen-  A431-—celler EGFR GD3 RNase
gruppe
Analyse 1 EGFR+ 0,512® 0,326 0,140 0,249
EGFR - 0,427 0,070 0,123 0,304
Analyse 2 EGFR+ 1,430 0,730 0,233 0,670
EGFR - 0,789 0,195 0,118 0,561

Lymfocytter ble immunisert in vitro ved & bruke enten
EGFR-uttrykkende vesikler (EGFR+) eller ikke-EGFR-uttryk-
kende vesikler (EGFR-). Etter & dagers inkubasjon ble
celler fjernet fra kulturen og screenet mot de ovenfor
nevnte antigener.

Respons er uttrykt som optisk tetthet (405 nm).
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Tabell 4

Kryssreaktivitet av utvalgte scFv-fragmenter

mot flere antigener

ANTIGEN ®

Belegning (mgfml]

RESULTAT

EGFR
RNase
BSA
KLH
OVA
GDs-gangliosid
VNR
GPIIbllla

DSLNT

2,5
10
10
10

10

4

ELISA-analyser ble utfort som beskrevet.
Vitronektinreseptor (VNR); blodplateglykoprotein IIbIIla

(GP1IbIIla); disialyl-lakto-N-tetraose (DSLNT).
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Tabell 5
- ner m EGFR.

ingsresultater mellom en ELISA-metode med renset,

mmenlign-

KLONER CYTOMETRISK ANALYSE AV TUMORCELLELINJER (a) ELISA
(gjennomsnitt av vilkarlige fluorescensenheter)(0.D.)
Positiv WM164 Ad31 MDAAMB231 HT29 EGFR
THI 1,5 112,9 16,4 2,6 1,2
4B 1,2 53 42 06 2
10D2 1,5 145,3 36,3 48 2
12D2 1,8 129,5 293 5,7 2
S5E2 1,4 2,5 7,1 0,5 18
8E2 1,5 134,5 47,7 51 L9
5F2 13 146,3 40'6. 5,7 L9
31:7) 1,9 152,2 253 2 1,9
1B3 06 105,1 36,4 52 >2
4B3 0,5 78 158 2,3 2
3D3 1,2 94,3 25,1 48 L9
5D3 0,5 112 2,2 5,5 2
4F3 0,4 110,3 323 6,2 >2
4G3 0,4 76,5 204 2 >2
1E3 0,4 118,3 13,8 5,1 2
383 0,6 76,5 33,7 42 >2
Negati\"
SF1 2,4 23 36 1,8 02
1G1 1,4 10,2 4 28 02
141 0,5 5 4 0,75 0,2




39
Tabell 5 (forts.)

Kontroller (®)

s
HEN 0,4 41 3,7 1 02
P1 0,6 85,5 21,3 25 1,9

10 a) Tre EGFR-barende cellelinjer (A431, MDAAMB231 og HT29)
og én ikke-uttrykkende cellelinje (WM164) ble brukt til &
analysere evnen til scFv nar det gjelder & binde seg til
tumorcellelinjer ved hjelp av cytometrisk analyse som
beskrevet.

15 b) Vektor uten fragment (HEN) og scFv-fragment fra 425 mab
(Pl) ble brukt som henholdsvis negative og positive kon-
troller.

20

25

30

38
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Sekvengliste

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 1:

(i) Sekvenskarakteristika:
{A) Lengde: 327 basepar
{B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: cDNA
(iii) Hypotetisk: ingen
(iv) Antisense: ingen
(v) Fragmenttype: N-terminal

(vi) Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium: wvoksen
(F) Vevstype: lymfeknute

(vii) Direkte kilde:
(B) Klon: L2 11C (lett kjede)

(ix) Sartrekk:
(A) Navn/ngkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..327

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 1:

GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA GCC TCC CTG GCT GCA TCT GTG GGA 48
Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Ala Ser Val Gly
1 5 10 1s

GAA ACT GTC ACC ATC ACA TGT CGA GCA AGT GAG AAC ATT TAC TAT AGT 96
Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Tyr Ser
20 25 30

TTA GCA TGE TAT CAG CAG AAG CAR GGG AAA TCT CCT CAG CTC CTG ATC 144
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro G‘]l.rsx Leu Leu Ile
35 40

TAT AGT GCA AGC GCC TTG GAA GAT GGT GTC CCA TCG AGG TTC AGT GGC 192
Tyr Ser Ala Ser Ala Leu Glu Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
S0 $5 60

AGT GGA TCT GGG ACA CAG TAT TCT TTA AAG ATC AAC AAC ATG CRG CCT 240
Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Asn Met Gln Pro
(-1 70 75 80

GAA GAT ACC GCT ACT TAC TTC TGT AAA CAG ACT TAT GAC GTT CCG TGG 288

Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cyes Lys G;.g Thr Tyr Agp Val P;:o Trp
8% 5

ACG TTC GGT GGA GGG ACC ARG CTG GAA ATA AAR CGG GCG 327
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala
100 108
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(2)

Ser
65
Glu

Thr

(2)
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Informasjon for sekvensidentitet nr. 2:

(1)

(ii)

Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 109 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D)} Topologi: lineer

Molekyltype: protein

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 2:

Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Ala Ser

5 10

Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn lle Tyr

20 25 30

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

35 40 45

Ser Ala Ser Ala Leu Glu Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe

50

55 60

Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Asn Met

70 75

Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Lys Gln Thr Tyr Asp Val

85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala

100 105

Informasjon for sekvensidentitet nr. 3:

(i)

(ii)
(iidi)
(iv)
(v)

{(vi)

(vii)

(ix)

Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 357 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel
(D) Tapologi: linear

Molekyltype: cDNA
Hypotetisk: ingen
Antisense: ingen
Fragmenttype: N-terminal
Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium: voksen
(F) Vevstype: Lymfeknute

Direkte Kkilde:
(B) Klon: L2 11C (tung kjede)

Trekk:
(A) Navn/n¢gkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..357

val Gly
15

Tyr Ser
Leu Ile
Ser Gly
Gln Pro

80

Pra Trp
95
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CAG
Gln
110

TCA
Ser

Trp

Gly

AGG
Arg

ATG
Met
190

GCA
Ala

ACC
Thr

(2)

Gln
Ser
Trp
Gly
Arg

65
Met

Ala

Thr

42

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 3:

GTG CAR CIG CAG GAG TCA GGG CCT GAG CTG
Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Glu Leu
115 120

GTG AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCA GGC TAT
Val Lyes Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
130 135

ATA CAC TGG ATG AAA CAG AGG CCT GGA CAA
¥le His Trp Met Lys Gln Arg Pro Gly Gln
145 150

ATG ATT GAT CCT TCC AAT AGT GAA ACT AGG
Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Glu Thr Arg
160 165

GAC AAG GCC ACA TTG AGT GTA GAC AAA TCC
Asp Lys Ala Thr Leu Ser Val Asp Lys Ser
175 180

CAG CTC AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT
Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
195 200

AGA TGG GAC TAC GGT AGT GGC CAC TTT GAC
Arg Trp Asp Tyr Gly Ser Gly His Phe Asp
210 215

ACG GTC ACC GIC TCC TChA
Thr Val Thr Val Ser Ser
225

Informasjon for sekvensidentitet

{i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 119 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: protein

GTG AGG CCT
Val Arg Pro

ACC
Thr

GGC
Gly

TTA
Leu

TCC
Ser
188

GCA
Ala

TAC
Tyr

nr.

TTC
Phe

CTT
Leu

AAT
Asn
170

ART
Asn

ATC
Ile

Trp

ACT
Thr

CAG
Gln
158

CAG
Gln

ARA
Lys

TAT
Tyr

GGC
Gly

GG
Gly

aACC
Thr
140

TGG
Trp

AAT
Asn

Gce
Ala

TAC
Tyr

CARA
Gln
220

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr.

Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Glu Leu Val

5 10

Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyx
20 25

Ile Hie Trp Met Lys Gln Arg Pro Gly Gln
35 40

Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Glu Thr Arg
S0 1.3

Asp.Lys Ala Thr Leu Ser Val Asp Lys Ser
70 75

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
85 90

Arg Trp Asp Tyr Gly Ser Gly His Phe Asp
100 105

Thr Vval Thr Val Ser Ser
118

Thr
Gly
Leu

60

Ser

Ala

Tyr

Arg
Phe
Leu

45
Asn
Asn

Ile

Trp

Pro
Thr

30
Gln
Gln
Lys
Tyr

Gly
110

Gly
1%

Thr
Trp
aAsn
Ala
Tyr

95

Gln

GCT
Ala
128

TAC
Tyr

ATT
Ile

ITC
Phe

TAC
Tyr

TGT
Cys
205

Gly

4:

Rla

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

cys

Gly

48

96

144

192

240

288

336

357
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{2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 5:

GAC
Asp
120

CAG
Gln

GGC
Gly

Lys

Arg

ccr
Pro
200

GAG
Glu

GCG
Ala

(i) Sekvenskarakteristika:

(ii)
(iid)
(iv)
(v)
(vi)

(wvii)

(ix)

(A) Lengde: 339 basepar
(B) Type: nukleinsyre
{C) Trad: enkel

(D) Topologi: linear

Molekyltype: cDNA
Hypotetisk: ingen
Antisense: ingen
Fragmenttype: N-terminal
Opprinnelig kilde:

(A) Organisme: mus

(B) Stamme: Balb/c

(D)} Utviklingsmessig stadium: voksen
(F) Vevstype: lymfeknute

Direkte kilde:
{B) Klon: L2 12B (lett kjede)

Sartrekk:
{(A) Navn/nokkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..339

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 5:

ATT GAGC CTC ACC CAG TCT CCA GCT TCT TTG GCT GTG TCT
Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser

125 130

AGG GCC ACC ATC TCC TGC AGA GCC AGC GAA AGT GTT GAT
Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp

140 145

ATT AGT TTT ATG AAC TGG TTC CAA CAG AAA CCA GGA CAG
Ile Ser Phe Met Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln

155 160 185

CTC CTC ATC TAT GGT GCA TCC AAC CAA GGA TCC GGG GTC
Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Asn Gln Gly Ser CGly Val
170 175 180

TTT AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC AGC CTC AAC
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ser Leu Asn

185

190 195

CTG GAG GAG GAT GAT ACT GCA ATG TAT TTC TGT CAG CAA
Leu Glu Glu Asp Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cya Gln Gln

205 210

GTT CCG CTC ACG TTC GGT GCT GGG ACC ARG CTG GAA ATA
Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Ile

220 225

CTA
Leu

AAT
Asn
150

CcCca
Pro

CcCT
Pro

ATC
Ile

AGT
Ser

Lys
230

GGG
Gly
135

TTT
Phe

ccc
Pro

GCC
Ala

CAT
His

AAG
Lys
218

CGG
Arg

48

9-6
144
192
240
288
336

339
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(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 6:

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 113 aminosyrer
(B) Type: aminosyre

(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: protein

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 6:

Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Ile

Lys Leu

50

Arg Phe
65

Pro Leu

Glu Vval

Ala

Glu Leu Thr
5

Ala Thr Ile
20

Ser Phe Met
s

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

Glu Glu Asp
8%

Pro Leu Thr
100

Gln Ser
Ser Cys
Asn Trp
Giy Ala

55

Gly Ser
70

aAsp Thr

Phe Gly

Pro
Arg
Phe

40
Ser
Gly

Ala

Ala

Ala Ser
10

Ala Ser
25
Gln Gln
Asn Gln
Thr Asp

Met Tyr
20

Gly Thr
105

Leu
Glu
Lys
Gly
Phe

15

Phe

Lys

Ala Val Ser

Ser Val Asp
30

Pro Gly Gln
45

Ser Gly Val
€0

Ser Leu Asn

Cys Gln Gln

Léeu Glu Ile
110

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 7:

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 357 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Trdd: enkel
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: cDNA

{iii) Hypotetisk: ingen

(iv) Antisense: ingen

(v) Fragmenttype: N-terminal

(vi) Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium: voksen

(F) Vevstype: lymfeknute

Leu

15
Asn
Pro
Pro
Ile
Ser

95

Lys

Gly
Phe
Pro
Ala
His

80

Lys

Arg
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(vii) Direkte kilde:
(B) Klon: L2 12B (lett kjede)

CAG
Gln

TTA
Leu
130

TGG
Trp

GGA
Gly

AAG
Lys

ATG
Met

GCA
Ala
210

Thr

(2)

(ix) Sartrekk:

(A) Navn/neokkel: CDS

45

(B) Lokalisering: 1..357

{xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr., 7:

GTG
val
115

GIG
Val

ATG
Met

GAG
Glu

Gly

CAG
Gln
195

AGA
Arg

ACG
Thr

Gln

AANG
Lys

CAC
His

ATT
Ile

Lys
180

CTC
Leu

TCG
Ser

GIC
val

CTG
Leu

ATA
Ile

TGG
Trp

GAT
Asp
165

GCC
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

Acc
Thr

chc
Gln

TCC
Ser

GTG
val
150

cer
Pro

ACA
Thr

AGC
Ser

TAC
Tyr

GTC
Vval
230

GAG
Glu

T6C
Cys
135
ARG
Lys

TCT
Ser

Leu

Leu

GGT
Gly
215

TCC
Ser

TCT
Ser
120

ARG
Lys

CAG
Gln

GAT
Asp

ACT
Thr

ACA
Thr
200

AGT
Ser

TCA
Ser

GGA
Gly

GeT
Ala

AGG

AGT
Ser

GTA
val
i8S

TCT
Ser

AGC
Ser

CCT
Pro

TCT
Ser

Pro

TAT
Tyr
170

GAC
Asp

GAG
Glu

CAC
His

GAG
Glu

GGT

Leu

TAC

Gly Ty

GGA
Gly
185

ACT
Thr

Lys

GAC
Asp

TTT
Phe

r
140
Gln

ARC
Asn

TCC
Ser

TCT
Ser

GaC
Asp
220

GTG
val
128

ACC
Thr

GGC
Gly

TAC
Tyr

TCC
Ser

GOG
Ala
205

TAC
Tyr

AAG
Lys

TTC
Phe

CTT
Leu

AAT
Asn

AAC
Asn
190

GTC
Val

TGG
Trp

Informasjon for sekvensidentitet nr. 8:

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 119 aminosyrer
(B) Type: aminosyre

(D) Topologi: line=ar

(ii) Molekyltype: protein

CCT
Pro

ACC
Thr

GAG
Glu

CAA
Gln
175

ACA
Thx

TAT
Tyr

GGC
Gly

Gly

AGC
Ser

Trp
160

ARG
Lys

GCC
Ala

TAC
Tyr

Gln

GCT
Ala

TAC
Tyr
145

ATC
Ile

TTC
Phe

TAC
Tyr

TGT
Cys

Gly
225

48

96

1424

192

240

288

336

357
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Gln
Leu
Trp
Gly
Lys

65
Met

aAla

Thr

46

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 8:

val
val
Met
Glu

50
Gly
Gln

Arg

Thr

Gln Leu
Lys
His

a5
Ile
Lys
Leu

Ser

Val

Gln
S

Glu Ser

Ile
20

Ser Cys Lys

Trp Val Lys Gln

Asp Pro Ser Asp

S5

Ala Thr Leu Thr

10
Thr

Ser Leu

85
Tyr

Ser

AsSp Ser

100

Gly

Thr Val Ser Ser

115

Gly

Ala

Arg

40

Ser

Val

Ser

Ser

Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
5

10

Ser
25

Gly Tyr Thr Phe

Pro Gly Gln Gly Leu

45

Thr Asn Tyx Asn
60

Tyr

Lys Ser Ser Asn
75

Asp

Glu Asp Ser Ala Val

80
His Phe Asp Tyr Trp
105

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 9:

(i)

(i1)

(iii)

(iv)
(v)
(vi)

(vii)

(ix)

Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 339 basepar
(B) Type: nukleinsyre

(C) Trad: enkel

(D) Topologi: line®r

Molekyltype: CDNA

Hypotetisk: ingen

Antisense: ingen

Fragmenttype: N-terminal

Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus
{B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium: voksen
(F) Vevstype: lymfeknute

Direkte kilde:

(B) Klon: L3 11D (lett kjede)

Sartrekk:

(A) Navn/ngkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..339

Thr

30
Glu
Gln
Thr

Tyr

Gly
110

1

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

cys

Gln Gly
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GAC
Asp
120

CAG
Gln

Gly

Lys

AGG

CCT
Pro
200

GAG
Glu

GCG

Ala

(2)

Asp

1
Gln
Gly
Lys

Arg
65

47

{xi) Sekvensheskrivelse: sekvensidentitet nr. 9:

ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA GCT TCT TTG GCT GIG ICT CTA GGG
Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

128 130

AGG GCC ACC ATC TCC TGC CGA GCC AGC GAA
Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glu
140 145

ATT AGT TTT ATG AAC TGG TTC CAA CAG AAA
Ile Ser Phe Met Asn Trp Phe Gln Gln Lys
158 160

CTC CTC ATC TAT GGT GCA TCC AAC CAA GGA
Leu Leu Xle Tyr Gly Ala Ser Asn Gln Gly
170 175

TTT AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
185 150

TTG GAG GAG GAT GAT ACT GCA ATG TAT TTC
Leu Glu Glu Asp Asp Thr Ala Met Tyr Phe
205 . 2310

GIT CCG CTC ACG TTC GGT GCT GGG ACC AAG
Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys
220 225

Informasjon for sekvensidentitet

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 113 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: line®r

(1i) Molekyltype: protein

AGT
Ser

cCh
Pro

ce
Ser

AGC
Ser
195

TGT
Cys

CTG
Leu

nr.

GIT
Val

GGA
Gly

GGG
Gly
180

cTC
Leu

CAG
Gln

GAG
Glu

135

GAT AAT TTT
Asp Asn Phe
150

CAG CCA CCC
Gln Pro Pro
165

GTC CCT GCC
Val Pro Ala

AAC ATC CAT
Asn Ile His

CAA AGT ARG
Gln Ser Lys
21§

CTG AAA CGG
Leu Lys Arg
230

10:

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 10:

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

S 10

Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glu
20 25

Ile Ser Phe Met Asn Trp Phe Gln Gln Lys
as 40

Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Asa Gln Gly
50 55

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr asp Phe
70 75

Pro -Leu Glu Glu Asp Asp Thr Ala Met Tyr Phe

Glu

Ala

8s 20

Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys
100 105

Ser
Pro
Ser

60
Ser

Cys

Leu

val
Gly

45
Gly
Leu

Gln

Glu

15

Asp Asn Phe
30

Gln Pro Pro
Val Pro ala
Asn Ile His

80

Gln Ser Lys
9%

Leu Lys Arg
110

48

96

144

192

240

288

336

339
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(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 11:

GAG
Glu

TCA
Ser
130

66
Trp

GGA
Gly

AMG
Lys

ATG
Met

GCA
Ala
210

ACC
Thr

(i) Sekvenskarakteristika:

(ii)
(iii)
(iv)
(v)
(vi)

(vil)

(ix)

(A) Lengde: 357 basepar

{B) Type: nukleinsyre
{C) Tréd: enkel
(D) Topologi: linear

Molekyltype: cDNA
Hypotetisk: ingen

Antisense: ingen

Opprinnelig kilde:

(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium: voksen
(F) Vevstype: lymfeknute

Direkte kilde:

Fragmenttype: N-terminal

(B) Klon: L3 11D (tung kjede)

Sartrekk:
(A) Navn/ngkkel: CDS

(B) Lokalisering: 1..357

(x1i) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr.

GTG
Vval
115

GTG
val

ATG
Met

GAG
Glu

GGC
Gly

CAG
Gln
195

AGA
Arg

ACG
Thr

CAG
Gln

AAG
Lys

CAC
His

ATT
Ile

ARG
Lys
180

CTC
Leu

TCG
Ser

GTC
val

CTG
Leu

CTG
Leu

TGG
Trp

GAT
Asp
168

GCC
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

ACC
Thr

CAG
Gln

TCC
Ser

GTG
val
150

CcCcT
Pro

ACA
Thr

AGC
Ser

TAC
Tyr

GTC
val
230

CAG
Gln

TGC
Cys
135

AAG
Lys

TCT
Ser

Leu

CTG
Leu

GGT
Gly
215

TCe
Ser

TCA
Ser
120

ARG
Lys

CAG
Gln

GAT
Asp

ACT
Thr

ACA
Thr
200

AGT
Ser

Ser

GGG
Gly

GCT
Ala

AGG
Arg

AGT
Ser

GTA
Val
185

TCcT
Ser

AGC
Ser

GCT
Ala

TCT
Ser

ccr
Pro

TAT
Tyr
170

GAC
Asp

GRG
Glu

CAC
His

GAG
Glu

GGC
Gly

GGA
Gly
155

ACT
Thr

ARA
Lys

GAC
Asp

T
Phe

CIT
Leu

TAC
Tyr
140

Gln

AAC
Asn

TCC
Ser

TCT
Ser

GAC
Asp
220

GTG
val
128

ACC
Thr

GGC
Gly

TAC
Tyr

TCC
Ser

GCG
Ala
208

TAC
Tyr

ARG
Lys

TTC
Phe

CTT
Leu

AAT
Asn

AGC
Ser
190

GTC
Val

TGG
Trp

ccr
Pro

Acc
Thr

GAG
Glu

CAA
Gln
178

ACA
Thr

TAT
Tyr

GGC
Gly

GGG
Gly

AGC
Ser

TGG
Trp
160

ARG
Lys

GCC
Ala

TAC
Tyr

CAA
Gln

11:

GCT
Ala

TAC
Tyr
145

ATC
Ile

TPC
Phe

TAC
Tyr

TGT
Cys

Gly
225

48

96

144

192

240

288

336

357
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(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 12:

Glu
Ser
Trp
Gly
Lys

65
Meat

Ala

Thr

(2)

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 119 aminosyrer
(B) Type: aminosyre

(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: protein

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 12:

Val
Val
Met
Glu

50
Gly
Gln
Arg

Thr

Gln
Lys
His

a5
Ile
Lys
Leu

Ser

val
115

Leu Gln Gln

-3
Leu Ser
20

Cys

Trp Val Lys

Asp Pro Ser

Ala Thr Leu

70
Leu

Ser Ser

85

Asp
100

Tyr Gly

Thr val Ser

Ser Gly Ala

Ser
25

Lys Ala

Gln Arg Pro

40

Asp Ser
55

Tyr
Thr Val Asp
Thr Ser Glu

His
105

Ser Ser

Ser

Glu Leu Val Lys Pro Gly

10
Gly

Gly
Thr
Lys
Asp

90
Phe

Tyx
Gln
Asn
Ser

75

Ser

Asp

Informasjon for sekvensidentitet

(1)

(i1)
(iii)
(iv)
(v)
(vi)

Sekvenskarakteristika:

(A) Lengde: 327 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel

(D) Topologi: linexr

Molekyltype: cCDNA
Hypotetisk: ingen

Antisense: ingen

Opprinnelig kilde:

(A) Organisme: mus
{(B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium: voksen
(F) Vevstype: lymfeknute

Fragmenttype: N-terminal

15

Thr Phe Thr
30

Ser

Gly Leu Glu
45

Trp

Tyr Asn Gln
&0

Lys

Ser Ser Thr Ala

Ala val Tyr Tyr

95
Tyr Trp Gly Gln
110

nr. 13:

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr

80
Cys

Gly
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1%
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25
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35

GAC
Asp
120

GAG
Glu

TAC
Tyr

ATIT
Ile

Gly

Ala
200

Arg

(2)

Asp

1
Glu
Tyx

Ile

(vii) Direkte kilde:
{(B) Klon: S4 2D (lett kjede)

{ix) Sazrtrekk:

(A) Navn/ngkkel: CDS

50

(B) Lokalisering: 1..327

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 13:

ATIT
Ile

AAG
Lys

TT6
Leu

TAT
Tyr

AGT
Ser
185

GAA
Glu

ACG
Thr

GAG CTC ACC
Glu Leu Thr

ATC
Ile

CAT
His

AGG
Arg
170

Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

ACT
Thr

TGG

Trp
158

ACA
Thr

TCcT
Ser

GIT
val

GGA
Gly

ATC
Ile
140

TAT
Tyr

TCC
Ser

GGG
Gly

GCC
Ala

GGG
Gly
220

CAG
Gln
125

ACC
Thr

CAG
Gln

BAT
Asn

ACC
‘Thr

ACT
Thr
205

GGC
Gly

TcT
Ser

TGC
Cys

CAG
Gln

cT6
Leu

TCT
Ser
190

TAC
Tyr

acc
Thr

CCAa
Pro

AGT
Ser

AAG
Lys

GCr
Ala
175

TAC
Tyr

TAC
Tyr

AAG
Lys

ACC
Thr

GecC
Ala

Pro
160

TcT
Ser

TCT

Ser

Cys

Leu

ACC
Thr

AGC
Ser
145

GGA
Gly

GGA
Gly

CTC
Leu

CAG
Gln

GAA
Glu
228

ATG
Met
130

TCA
Ser

TC
Phe

GTC
Val

ACA
Thr

Gln
210

ATC
Ile

Informasjon for sekvensidentitet

(1) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 109 aminosyrer
(B) Type: aminosyre

(D)} Topologi: lineazr

{(ii) Molekyltype: protein

GCT
Ala

AGT
Ser

TCC
Ser

CCA
Pro

ATT
Ile
195

GGT
Gly

Lys

nre.

GCA
aAla

ATA
Ile

oeT
Pro

GCT
Ala
180

GGC
Gly

AGT
Ser

CGG
Arg

14

TcT
Ser

AGT
Ser

AAA
Lys
165

cee
Arg

ACC
Thr

AGT
Ser

cce
Pro

TCC
Ser
150

CcTC
Leu

TTC
Phe

ATG
Met

ATA
Ile

{xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr.

Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro
9

Lye Ile Thr Ile Thr Cys Ser

20

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys

35

40

Tyr Arg Thr Ser Asn Leu Ala

50

55

Thr Thr Met Ala Ala Ser Pro

10

1§

Ala Ser Ser Ser lle Ser Ser

25

30

Pro Gly Phe Ser Pro Lys Leu

45

Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe

60

GGG
Gly
135
AAT
Asn

TG
Leu

AGT
Ser

GAG
Glu

Pro
215

Leu

Ser

48

96

144

192

240

288

327
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65

Ala Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Ser Ser I
8% 90

51

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Gly Thr Met Glu
70

75

95

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

105

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 15:

(1)

(i1)
(1id)
(iv)
(v)
(vi}

(vii)

(ix)

(xi)

Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 354 basepar
({B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel
{D} Topologi: linear

Molekyltype: cDNA
Hypotetisk: ingen
Antisense: ingen
Fragmenttype: N-terminal
Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium: voksen
(F) Vevstype: lymfeknute

Direkte kilde:
(B) Klon: 84 2D (lett kjede)

Sartrekk:
(a4) Navn/ngkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..354

Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr.

GAG GTC AMG CTG CAG CAG TCA GGA CCT GAG CTG GTA ARG CCT GGG
Val Lys Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly

Glu
110

TCA
Ser

GTT
Val

GGA
Gly

118 120

GTG AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGA TAC GCA TTC ATA AGT
Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ile Ser

130 135 140

ATG CAC TGG GTG AAG CAG AAG CCT GGG CAG GGC CTT GAG TGG
Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp

145 150 155

TTT ATT AAT CCT TAC AAT GAT GGT ACT AAG TAC AAT GARG AAG
Phe Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys
160 165 170

80

le Pro

15:

GCT
Ala
125

TTT
Phe

ATT
Ile

TTC
Phe

48

96

144

192
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AAA GAC
Lys Asp
175

ATG GAG
Met Glu
190

GCA AGT
Ala Ser

ACG GTC
Thr Val

AAG
Lys

cre
Leu

GGG
Gly

aACC
Thr

GCe
Ala

AGC
Ser

GAT
Asp

GTC
val
225

ACA
Thr

AGC
Ser

TAC
Tyr
210

TCC
Ser

CTG ACT
Leu Thr
180

CTe ACC
Leu Thr
195

GAC AGG
Asp Arg

Ser

52

TCA GAC AAA TCC
Ser Asp Lys Ser

TCT GAG GAC TCT
Ser Glu Asp Ser

GCT ATG

200

GAC TAC

Ala Met Asp Tyr

215

(2) Informasjon for sekvensidentitet

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 118 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: linear

{ii) Molekyltype: protein

TCC AGC ACA GCC TAC
Ser Ser Thr Ala Tyr
185

GCG GTC TAT TAC TGT
Ala Val Tyr Tyr Cys
205

TGG GGC CRA GGG ACC

Trp Gly Gln Gly Thr
220

nr. 1l6:

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 16:

Glu Val Lys Leu Gln Gln Ser

1

Ser Val

. Val Met

Gly Phe
50

Lys Asp
65

Met Glu
hAla Ser

Thr Val

Lys
His

35
Ile
Lys
Leu

Gly

Thr
118

5

Met Ser Cys Lys
20

Trp Val

Asn
Ala
Ser
Asp

100
val

Pro
Thr
Ser

85

Tyrxr

Ser

Lys Gln

Tyr Asn
55

Leu Thr
70
Leu Thr

Asp Arg

Ser

Gly Pro

Ala Ser
25

Lya Pro
40

Asp Gly

Ser Asp

Ser Glu

Ala Met
105

10

Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
15

Gly Tyr Ala Phe Ile Ser Phe

30

Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ille

Thr Lys

Lys Ser
75

45

Tyr Asn Glu Lys Phe
60

Ser Ser Thr Ala Tyr
80

Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

90

Asp Tyr

95

Trp Gly Gln Gly Thr
110

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 17:

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 717 basepar
(B) Type: nukleinsyre

(C) Trad: enkel

240

288

336

354
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53
(D) Topologi: linear
(ii) Molekyltype: cDNA
(iii) Hypotetisk: ingen
(iv) Antisense: ingen
(v) Fragmenttype: N-terminal
(vi) Opprinnelig kilde:

(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c

(D) Utviklingsmessig stadium: voksen
(F) Vevstype: splenccytter

(vii) Direkte kilde:
(B) Klon: 4 B 2

(ix) Sartrekk:
(A) Navn/ngkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..717

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 17:

GAG GTG AAG CTG CAG GAG TCT GGG GGA GAC
Glu Vval Lys Leu €Gln Glu Ser Gly Gly Asp
120 125

TCC CTG ARA CTC TCC 1TGT GCA GCC TCT GGA
Ser Leu Lye Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
13s 140

GGC ATG TCT TGG GTT CGG CAG ACT CCA GAC
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp
158 160

GCA ACC ATT AGT AGT GGT GGT GCT TAC ATIC
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ala Tyr Ile
170 178

ARG GGG CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
185 190

CTG CAA ATG AGC AGT CTG ARG TCT GAG GAC
Leu Gln Met $eér Ser Leu Lys Ser Glu Asp
200 205

GCA AGA CIT GAA ACC GGG GAC TAT GCT TTG
Ala Arg Leu Glu Thr Gly Asp Tyr Ala Leu
215 220

ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA GGT GGC GGT
Thy Thr Vval Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly
235 240

TCG GGT GGC GGC GGA TCT GAC ATT GAG CIC
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Glu Leu
250 255

TTG GCT GTC TCT CTA GGG CAG AGG GCC ACC
Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr
265 270

ITA
Leu

TTC
Phe
145

AMG
Lys

TAC
Tyr

GCC
Ala

ACA
Thr

GAC
Asp
225

Gly

ACC
Thr

ATA
Ile

GTG
Val
130

ACT
Thr

AGG
Arg

TAT
Tyr

ARG
Lys

GCC
Ala
210

TAC
Tyr

TCG
Ser

CAG
Glin

TrC
Phe

ARG
Lys

TrC
Phe

cT6
Leu

Pro

AAC
Asn
195

ATG
Met

Trp

GGC
Gly

TCT
Ser

TGC
Cys
275

CCT
Pro

AGT
Ser

GAG
Glu

GAC
Asp
180

ACC
Thr

TAT
Tyr

GGC
Gly

GGT
Gly

CCR
Pro
260

AAG
Lys

GGA
Gly

AGC
Ser

TCT
Ser
165

AGT
Ser

CTG
Leu

TAC
Tyr

Gln

GGT
Gly
245

GCT
Ala

GAC
Asp

GGG
Gly

TAT
Tyr
150

GTC
val

GTG
Val

TAC
Tyr

TG6T
Cys

GGG
Gly
230

GGG
Gly

TCT
Ser

AGC

‘Ser

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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15

20

25

30

35

Gln

Lys
295

GAA
Glu

TIC
Phe

TTC

Phe

(2)

Glu

Gly
Ala
Lys

65
Leu
Ala
Thr

Ser

Leu
145

54

AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG
Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met
280 285

CCA GGA CAG CCA CCC ARA CIC CTC ATC TAT
Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
300 305

TCT GGG GTC CCT GCC AGG TIT AGT GGC AGT
Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
315 320

AGC CTC AAC ATC CAT CCT GTG GAG GAG GAT
Ser Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu Asp
330 335

TGT CAG CAA AGT AGG AAG GTT CCG TGG TCG
Cys Gln Gln Ser Arg Lys Val Pro Trp Ser
345 350

Informasjon for sekvensidentitet

(1) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 239 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: linesr

(ii) Molekyltype: protein

AAC
Asn
290

GCT
Ala

Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

nr.

TGG
Trp

CGA
Arg

TCT
Ser

ATT
Ile

GGT
Gly
355

TAC
Tyr

ce
Ser

Gly

GCA
Ala
340

GGA
Gly

18:

Gln

AAT
Asn

ACA
Thr
335

ATG
Met

GGG
Gly

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr.

Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly CGly Asp Leu Val Lys

5 10

Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys
3s 40

Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ala Tyr Ile Tyr
S0 5%

Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala
10 75

Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr
8s 90

Arg Leu Glu Thr CGly Asp Tyr Ala Leu Asp
100 105

Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly
118 120

Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Glu Leu Thr
130 138

Ala Vval Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile
150 155

Thr
Arg
Tyr

60
Lys
Ala
Tyr
Ser
Gln

140
Phe

Phe
Leu

45
Pro
Asn
Met
Trp
Gly

12%

Ser

CAG
Gln

CTA
Leu
310

GAC
Asp

TAT
Tyr

18:

Pio Gly Gly
15

Ser

30
Glu
Asp
Thr
Tyr
Gly
110
Gly

Pro

Lys

Ser
Ser
Ser
Leu
Tyr

95
Gln
Gly

Ala

Asp

Tyr
Val
val
Tyr

80
Cys
Gly
Gly

Ser

Ser
160

528

576

624

€72

717
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25
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35

Gln

Lys

Glu

Phe

Phe
225

Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser

165

Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu

180

18%

Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser

195

200

Ser Leu Agn Ile His Pro Val Glu

210

215

Cys Gln Gln Ser Arg Lys Val Pro

230

55

Tyr Met
170

Ile Tyr
Gly Ser

Glu Asp

Trp Ser
235

Asn
Ala
Gly
Asp

220
Phe

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr.

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 732 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Tréd: enkel

(D) Topologi: linear

(ii)

(1ii)

(iv)
(vi)

(vii)

(ix)

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr.

Molekyltype: cDNA

Hypotetisk: ingen

Antisense: ingen

Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(F) Vevstype: splenocytter

Direkte kilde:

{B) Klon: 10 D 2 (enkeltkjede-Fv, tung og lett kjede
pluss linker)

Sartrekk:

(A) Navn/n¢kkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..732

GAG GTG CAG CTG
val Gln

Glu
240

TCA
Ser

TGG
Trp

GGA
Gly

GTG AAG
val Lys

ATG CAC
Met His

GAG
Glu

TTT
Phe
290

Leu

76
Leu

TGG
Trp
275

AAT
Asn

CaG
Gln

TCC
Ser
260

GTG
val

cce
Pro

CAG
Gln
245

TGC
Cys

ARG
Lys

AGC
Ser

TCT GGG GCT
Ser Gly Ala

AMG GCT TCC
Lys Ala Ser

CAG AGG GCT
Gln Arg Ala
280

AAC GGC CGT
Asn Gly Arg
295

GARA CTG
Glu Leu
250

GGC TAC

Gly Tyr
265

GGA CAA
Gly Gln

ACT AAC
Thr Asn

GTG
Val

ACC
Thr

GGC
Gly

TAC
Tyr

Trp
Arg
Ser

205

Ile

Gly

19:

AAG
Lys

TTC
Phe

CTT
Leu

AAT
Asn
300

Tyr Gln

178

Ser Asn

190

Gly Thr

Ala

Met

Gly Gly

ccT
Pro

ACC
Thr

GAG
Glu
288

GAG
Glu

GGG
Gly

AGC
Ser
270

TGG
Trp

ARAA
Lys

Gln

Leu

Asp

Tyr

19:

GCT
Ala
2585

CAC
His

ATC
Ile

TTC
Phe

48

96

144

192
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1s

20

25

30

35

ARG
Lys

ATG
Mot
320

GCC
aAla

Gln

GGT
Gly

GCA
Ala

GCC
Ala
400

TCC
Ser

GTC
Val

ACA
Thr

CAG
Gln

CTG
Leu
480

AGC
Ser
308

CAA
Gin

AGT
Ser

Gly

oYY
Gly

ATC
Ile
385

AGC
Sar

TCC
Ser

CCT
Pro

ATC
Ile

Trp
465

GAA
Glu

AAG
Lys

CTC
Leu

CGG
aArg

ACC
Thr

TCG
Ser
370

ATG
Met

TCA
Ser

cce
Pro

GTT
Val

Ser
450

AGT
Ser

ATA
Ile

GCC
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr
358

GGT
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser

AGA
Arg

CcGC
Arg
435

CGA
Arg

AGT
Ser

Lys

ACA
Thr

AGC
Ser

TAT

Tyr
340

GTC
Val

GGC
Gly

GCA
Ala

GTA
val

cTC
Leu
420

Phe

ATG
Met

TAC
Tyr

CTG
Leu

CTG
Leu
328

GAT
Asp

ACC
Thr

GGC
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser
405

CTG
Leu

AGT
Ser

GAG
Glu

CCA
Pro

ACT
Thr
310

ACA
The

TAC
Tyr

GTC
Val

GGA
Gly

CCA
Pro
390

TAC
Tyr

ATT
Ile

GGC
Gly

GCT
Ala

cee
Pro
470

GTA
Val

TCT
Ser

GAC
Asp

TCC
Ser

TCT
Ser
7S

GGG
Gly

ATG
Met

TAT
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu
455

ATG
Met

56

GAC
Asp

GAG
Glu

GGA
Gly

TCA
Ser
360

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAC
Asp

Gly
440

GAT
Asp

TAC
Tyr

ARA
Lys

GAC
Asp

GG
Arg
345

GGT
Gly

ATT
Ile

AAG
Lys

TGG
Trp

ACA
Thr
425

TCT
Ser

GCT
Ala

ACG
Thr

TCC
Ser

TCT
Saer
330

TAC
Tyr

GGC
Gly

GAG
Glu

GTC
val

TAC

Tyr
410

TCC
Ser

GGG
Gly

GCce
Ala

TIC
Phe

TCC
Ser
318

GCG
Ala

TTT
Phe

GGT
Gly

CTC
Leu

ACC
Thr
395

CAG
Gln

AAC
Asn

ace
Thr

ACT
Thr

GGA
Gly
478

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr.

(i) Sekvenskarakteristika:

(A) Lengde: 244 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: protein

AGC
Ser

GTC
Val

GAC
Asp

GGC
Gly

ACC
Thr
380

ATG
Met

CAG
Gln

CTG
Leu

TCT
Ser

TAT

Tyr
460

Cly

20:

ACA
Thr

TAT
Tyr

TAC
Tyr

TCG
Ser
365

CAG
Gln

ACC
Thr

Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr
445

TAC
Tyr

Gly

GCC
Ala

TAC
Tyr

TGG

Trp

350
GGC
Gly

TCT
Ser

TGC
Cys

Pro

TCT
Ser
430

CcT
Ser

TGC
Cys

ACC
Thr

TAC
Tyr

TGT
Cys
3358

GGC
Gly

GGT
Gly

CcCA
Pro

AGT
Ser

GGA
Gly
415

GGA
Gly

CTC
Leu

CAG
Gln

ARG
Lys

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

732
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57

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 20:

Glu Val
1

Ser Val

Trp Met

Gly Glu
S0

Lys Ser
(13

Met Gln
Ala Ser
Gln Gly
Gly Gly

130

Ala Ile
145

Ala Ser

Ser Ser

Vval Pro

Thr Ile
216

Gln Trp
225

Leu Glu

Gln Leu Gln Gln

Lys

His

35
Phe
Lys
Leu
Arg
Thr
115
Serxr
Met
Ser
Pro
Vval
195
Ser

Ser

Ile

Leu

20
Trp
Asn
Ala
Ser
Asp
100
Thr
Gly
Ser
Ser
Arg
180
Arg
Arg

Ser

Lys

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
8S

Tyr
val
Gly
Ala
val
165
Leu
Phe

Met

Tyr

Cys
Lys
Ser
Leu

70
Leu
Asp
Thy
Gly
Sar
150
Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
230

Ser Gly

Lys Ala

Gln Arg
40

Asn Gly
58

Thr val

Thr Ser

Tyr Asp

Val Ser
120

Gly Ser
135

Pro Gly

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser
200

Ala Glu
21s

Pro Met

Ala Glu
10

Ser Gly
28

Ala Gly
Arg Thr
Asp Lys
Glu Asp

90

Gly Arg
108

Ser Gly
Asp 1lle
Glu Lys
Tyr Trp

170
Asp Thr
185
Gly Ser

Asp Ala

Tyr Thr

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

Ser

Tyr

Gly

Glu

val
15%

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
235

val
Thr
Gly
Tyr

60
Ser
Ala
Phe
Gly
Leu
140
Thr
Gln
AsSn
Thr
Thr

220
Gly

Lys
Phe
Leu

45
Asn
Serxr
val
Asp
Gly
125
Thr
Met
Gln
Leu
Ser
208

Tyr

Gly

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 21:

(i) sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 732 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel
(D) Topologi: linezr

(ii) Molekyltype: CDNA

(1iii) Hypotetisk: ingen

(iv) Antisense: ingen

Pro Gly Rla

Thr

30
Glu
Glu
Thr
Tyr
Tyr
110
Ser
Gln
Thr
Lys
Ala
190
Tyr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

9s
Trp
Gly
Ser
Cys
Pro
175
Ser
Ser

Cys

Thr

His

Ile

Phe

Tyr

80
Cys
Gly
Gly
Pro
Ser
160
Gly
Gly
Leu

Gln

Lys
240
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(v) Fragmenttype: N-terminal

(vi) Opprinnelig kilde:

(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(F) Vevstype: splenocytter

(vii) Direkte kilde:

GAG
Glu
245

TCA
Ser

TG
Trp

GGA
Gly

ARG
Lys

ATG
Met
325

GCC
Ala

CAR
Gln

GGT
Gly

ACA
Thr

GAC
Asp
405

TCC
Ser

GTC
val

GTG
Vval

ATG
Met

GAG
Glu

AGC
Ser
310

Gln

AGT
Ser

Gly

Gly

ATC
Ile
390

AGC
Ser

TCC
Ser

(B) Klon: 3 D 3 (enkeltkjede-Fv, tung og lett kjede

(ix) Sartrekk:

pluss linker)

(A) Navn/n¢kkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..732

CAR
Gln

AAG
Lys

CAC
His

TTT
Phe
295

ARG
Lys

ACC
Thr

TCG
Ser
375

ATG

TCA
Ser

cee
Pra

CTG
Leu

TTG
Leu

TGG
Trp
280

AAT
Asn

GCC
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr
360

GGT
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser

AGA
Arg

CAG
Gln

TCC
Ser
265

GTG
val

cce
Pro

ACA
Thr

AGC
Ser

TAT
Tyx
345

GTC
val

GGC
Gly

Ala

GTA
val

CTC
Leu
428

CAG
Gln
250

TGC
cys

AAG
Lys

AGC
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu
330

GAT
Asp

ACC
Thr

GGC
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser
410

CTG
Leu

TCA
Ser

AMG
Lys

caG
Gln

AAC
Asn

ACT
Thr
315

ACA
Thr

TAC
Tyr

GTIC
val

GGA
Gly

Pro
398

TAC
Tyr

ATT
Ile

GGG
Gly

GCT
Ala

AGG
Arg

GGC
Gly
300

GTA
val

TCT
Ser

GAC
Asp

TCC
Ser

¢eT
Serxr
380

Gly

ATG
Met

TAT
Tyr

GCT
Rla

TCC
Ser

GCT
Ala
285

CGT
arg

GAC
hsp

GAG
Glu

GGA
Gly

Ser
365

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAC
Asp

GAA CTG
Glu Leu
255

GGC TAC

Gly Tyr
270

GGA CAA
Gly Gin

ACT AAC
Thr Asn

AAA TCC
Lys Ser

GAC TCT
Agp Ser
338

CGG TAC
Arg Tyr
350

GGT GGC
Gly Gly

ATT GAG
Ile Glu

ARG GTC
Lya Val

TGG TAC

Trp Tyr
415

ACA TCC
Thr Ser
430

GTG
vVal

ACC
Thr

GGC
Gly

TAC
Tyr

TCC
Ser
320

GCG
Ala

TTT
Phe

GGT
Gly

CTC
Leu

ACC
Thr
400

CAG
Gln

AAC
Asn

AAG
Lys

¢
Phe

CTT
Leu

ART
Asn
305

AGC
Ser

GTC
Val

GAC
Asp

Gly

ACC
Thr
385

ATG
Met

Gln

CTG
Leu

CcCT
Pro

ACC
Thr

GAG
Glu
290

GAG
Glu

ACA
Thr

TAT
Tyr

TAC
Tyr

TCG
Ser
370

CAG
Gln

ACC
Thr

ARG
Lys

Ala

GGG
Gly

AGC
Ser
275

TGG
Trp

AAA
Lys

GCC
Ala

TAC
Tyr

TGG
Trp
3ss

GGC
Gly

TCT
Ser

TGC
Cys

Thr

Ser
438

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 21:

GCT
Ala
260

CRC
His

ATC
Ile

ATC
Ile

TAC
Tyr

TGT

Cys
340

GGC
Gly

GGT
Gly

CCA
Pro

AGT
Ser

GGA
Gly
420

GGA
Gly

418

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576
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GTC
Val

ACA
Thr

CAG
Gln

CTG
Leu
485

(2)

Glu

Ser

Trp

Gly
Lys

65
Met
Ala
Gln
Gly
Thr

145

Asp

ccrT
Pro

ATC
Ile

Trp
470

GAA
Glu

Informasjon for sekvensidentitet nr. 22:

GT?T
Val

AGC
Ser
455

AGT
Ser

ATA
Ile

CGC
Arg
440

CGA
Arg

AGT
Ser

Lys

59

TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACC TCT TAC TCT CTC
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser
445

Tyr Ser Leu

450

ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG
Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

460

465

TAC CCA CCC ATG TAC ACG TTC GGA GGG GGG ACC AAG
Tyr Pro Pro Met Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

475

(i) Sekvenskarakteristika:

(ii) Molekyltype: protein

(A) Lengde: 244 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: linear

480

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 22:

Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu

Val

Met

Glu

SO
Ser
Gln
Ser
Gly
Gly
130

Ile

Ser

Lys

His
35

Phe

Lys

Leu

Arg

118

Ser

Met

Ser

Leu
20

Trp

Asn
Ala
Ser
Asp
100
Thr
Gly

Sex

Ser

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

val

Gly

Ala

val
165

Cys

Lys

Ser
Leu

70
Leu
Asp
Thr
Gly
Ser

150

Ser

Lys

Gln

Asn

58
Thr
Thr
Tyr
val
Gly
135

Pro

Tyr

Ala

Arg
40

Gly
val
Ser
Asp
Ser
120
Ser

Gly

Met

10

Sex Gly
25

Ala Gly

Arg Thr
Asp Lys
Glu Asp

90
Gly Arg
105
Ser Gly
aAsp Ile

Glu Lys

Tyr Trp
170

Tyr
Gln
Asn
Ser

75

Ser
Tyr
Gly
Glu
val

155

Tyr

Val Lys Pro Gly Ala
15

Thr Phe Thr Ser His

30

Gly Leu Glu Trp Ile

Tyr Asn
60

Ser Ser

Ala Vval

Glu Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
95

lle

Tyr
80

Cys

Phe Asp Tyr Trp Gly

Gly Gly
125

Leu Thr
140

Thr Met

Gln Cln

110

Ser Gly

Gln Ser

Thr Cys

Lys Thr
175

Gly
Pro
Ser

160
Gly

624

672

720

732
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15

20

28

30

Ser Ser Pro Arg Leu Leu
180

Val Pro Val Arg Phe Ser
195

Thr Ile Ser Arg Met Glu
210

Gln Trp Ser Ser Tyr Pro
228 230

Leu Glu Ile Lys

(2) Informasjon for

60

Ile Tyr Asp Thr Ser Aen Leu Ala Ser Gly
185 190

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu
200 205

Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
215 220

Pro Met Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
238 240

sekvensidentitet nr. 23:

(i) Sekvenskarakteristika:

{A) Lengde

: 738 basepar

(B) Type: nukleinsyre
{C) Trad: enkel
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype
(iii) Hypotetisk:

: cDNA

ingen

(iv) Antisense: ingen

(v) Fragmenttype: N-terminal

(vi) Opprinnelig
(A) Organi
(B) Stamme

kilde:
sme: mus
:+ Balb/c

(F) Vevstype: splenocytter

(vii) Direkte kilde:

(B) Klon: 1 E 3 (enkeltkjede-Fv, tung og lett

(ix) Sartrekk:

pluss linker)

(A) Navn/ngkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..738

{(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr., 23:

GAG GTG CAG CIG CAG CAG
Glu Val Gln Leu Gln Gln
245 250

TCA GTG AAG TTG TCC TGC
Ser Val Lys Leu Ser Cys
268

TGG ATG CAC TGG GIG AAG
Trp Met His Trp Val Lys
280

TCT GGG GCT GAA CTG GTG AAG CCT GGG GCT
Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
255 ' 260

AAG GCT TCC GGC TAC ACC TIC ACC AGC CAC
Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser His
270 275

CAG AGG GCT GGA CAA GGC CTT GAG TGG ATC
Gln Arg Ala Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
285 290

kjede

48
g6

144
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25

0

35

GGA
Gly

AMG
Lys

ATG
Met
328

GCC
Ala

Gln

GGT
Gly

TCT
Ser

TGC
cys
40%

CCA
PFro

TCT
Ser

TCT
Ser

TGC
Cys

ACC
Thr
48§

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 24:

GAG
Glu

AGC
Ser
310

Gln

AGT
Ser

Gly

Gly

CCA
Pro
390

AGT
Ser

GGA
Gly

GGA
Gly

CTC
Leu

CAG
Gln
470

AAG
Lys

T
Phe
298

Lys

ACC

TCc6
Ser
378

ACa
Thr

GAC
Asp

TCC
Ser

GTC
Val

ACA
Thr
455

Gln

CTG
Leu

AAT
Asn

“eee
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr
360

GGT
Gly

ATC
Ile

AGC
Ser

TCC
Ser

CCT
Pro
440

ATC
Ile

Trp

GAA
Glu

Pro

ACA
Thr

AGC
Ser

TAT

Tyr
345

GTC
val

GGC
Gly

ATG
Met

TCA
Ser

CCC
Pro
425

GTT
vVal

AGC
Ser

AGT
Ser

ATA
Ile

AGC
Ser

CcTG
Leu

CTG
Leu
330

GAT
Asp

aAcc
Thr

GGC
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser
410

AGA
Arg

CGC
Arg

CGA
Arg

AGT

Ser

Lys
490

AAC
Asn

ACT
Thr
315

ACA
Thr

TAC
Tyr

GTC
Val

GGA
Gly

Ala
395

GTA
val

cre
Leu

TTC
Phe

ATG
Met

TAC
Tyr
415

Gly
300

GTA
val

TCT
Ser

GAC
Asp

TCC
Ser

TCT
Ser
380

TCT
Ser

AGT
Ser

CTG
Leu

AGT
Ser

GAG
Glu
460

CcCha
Pro

61

CGT

GAC
Asp

GAG
Glu

GGA
Gly

TCA
Ser
368

GGA
Gly

Pro

TAC
Tyr

ATT
Ile

Gly
445

GCT
Ala

cee
Pro

ACT
Thr

Lys

GAC
Asp

Ar:
350

GGT
Gly

TCT
Ser

Gly

ATG
Met

TAT

Tyr
430

AGT
Ser

GAA
Glu

ATG
Met

(i) Sekvenskarakteristika:
{A) Lengde: 246 aminosyrer
(B) Type: aminosyre

(D) Topologi: linear

(1i) Molekyltype: protein

AAC
Asn

Ser

TCT
Ser
335

TAC
Tyr

Gly

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr
415

GAC
Asp

Gly

GAT
Asp

TAC
Tyr

TAC
Tyr

TCC
Ser
320

GCG
Ala

TTT
Phe

GGT
Gly

ATT
Ile

ARG
Lys
400

Trp

ACA
Thr

TCT
Ser

GCT
Ala

ACG
Thr
480

AAT
Asn
308

AGC
Ser

GTC
val

GAC
Asp

GGC
Gly

GAG
Glu
385

GTC
val

TAC
Tyr

TCC
Ser

GGG
Gly

GCC
Ala
465

TTC
Phe

GAG
Glu

ACA
Thr

TAT
Tyr

TAC
Tyr

TCG
Ser
370

CTC
Leu

ACC
Thr

CAG
Gln

AAC
Asn

ACC
Thr
450

ACT
Thr

GGA

Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

Trp
355

GGC
Gly

Thr

ATG
Met

CAG
Gln

cre
Leu
435

TCT
Ser

TAT
Tyr

GGG

TTC
Phe

TAC
Tyr

TeT
Cys
3490

GGC
Gly

GGT
Gly

CAG
Gln

AcCC
Thr

ARG
Lys
420

GCT
Ala

TAC
Tyr

TAC
Tyr

GGG

Gly Gly Gly

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

738



10

is

20

30

35

Glu
Ser
Trp
Gly
Lys

65
Ala
Gln
Gly
Ser
145
Cys
Pro
Ser
Ser
Cys

225
Thr

(2)

62

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 24:

val
val
Met
Glu

50
Ser
Gln
Ser
Gly
Gly
130
Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
210

Gln

Lys

Gln
Lys
RHis

35
Phe
Lys
Leu
Arg
Thr
118
Ser
Thy
Asp
Ser
val
195
Thr

Gln

Leu

Leu
Leu

20
Trp
Asn
Ala
Ser
Asp
100
Thr
Gly
Ile
Ser
Ser
i80
Pro
Ile

Trp

Glu

Gln

S
Ser
val
Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Val

Cly

Met

Ser

165

Pro

val

Ser

Ser

Ile
245

Gln
Cys
Lys
Ser
Leu

70
Leu
Asp
Thr
Gly
Ser
150
Ser
Arg
Arg
Arg
Ser

230

Lys

Ser Gly Ala

Lys
Gln
Asn

55
Thr
Thr
Tyr
val
Gly
13s
Ala
val
Leu

Phe

Met
215

Tyr

Ala
Arg

40
Gly
val
Ser
Asp
Ser
120
Ser
Ser
Ser
Leu
Ser
200

Glu

Pro

Ser
25

Ala
Arg
Asp
Glu
Gly
105
Ser
Gly
Pro
Tyr
Ile
188
Gly

Ala

Pro

Glu

10
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Arg
Gly
Ser

Gly

Met
170

Tyr

Ser

Glu

Met

Leu
Tyr
Gln
Asn
Ser

75
Ser
Tyr
Gly

Asp

Glu
155

Tyr

Asp

Gly

Aep

Tyr
235

Val Lys Pro

Thr
Gly
Tyr

60
Ser
Ala
Phe
Gly
Ile
140
Lys
Trp
Thr
Ser
Ala

220
Thr

Informasjon for sekvensidentitet nr.

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 726 basepar
(B) Type: nukleinsyre

(C) Trad: enkel
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: cDNA

(iii) Hypotetisk: ingen

Phe
Leu

45
Asn
Ser
val
Asp
Gly
128
Glu
Vval
Tyr
Ser
Gly
205

Ala

Phe

25:

Thr

30
Glu
Glu
Thr
Tyr
Tyr
110
Sex
Leu
Thr
Gln
Asn
190
Thr

Thr

Gly

Gly

15
Ser
Trp
Lys
hAla
Tyr

95
Trp
Gly
Thr
Met
Gln
175
Leu
Ser

Tyr

Gly

Ala

His

Ile

Phe

Tyr

80
Cys
Gly
Gly
Gln
Thr
160
Lys
Ala
Tyr

Tyr

Gly
2490



63
(iv) Antisense: ingen

(v) Fragmenttype: N-terminal

(vi) Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(F) Vevstype: splenocytter

(vii) Direkte kilde:
(B} Klon: § F 1 (enkeltkjede-Fv, tung, lett kjede,

10

15

20

25

30

35

CaG
Gln

T™CA
Ser

166
Trp

GGA
Gly
295

Lys

ATG
Met

GCC
Ala

Gln

GGT
Gly
3175

ACA
Thr

GAC
Asp

(ix) Sartrekk:

linker)

(A) Navn/negkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..726

(xi} Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 25:

GTG
val

GTG
val

ATG
‘Met
280

GAG
Glu

AGC
Ser

CAR
Gln

AGT
Ser

Gly
360

GGG
Gly

ATC
Ile

AGC
Ser

ARA
Lys

AAG
Lys
265

CAC
His

ATT
Ile

AAG
Lys

CTC
Leu

Ary
345

ACA
Thr

TCG
Serx

ATG
Met

TCA
Ser

CTG
Leu
250

TG
Leu

TGG
Trp

AAT
Asn

GCC
Ala

AGC
Ser
330

GAC
Asp

ACG
Thr

GGT
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser
410

CaG
Gln

TCC
Ser

GTG
Val

cce
Pro

Aca
Thr
318

AGC
Ser

TAT
Tyr

GTC
Val

GGC
Gly

GCA
Ala
395

GTA
val

GAG
Glu

TGC
Cys

ARG
Lys

AGA
Arg
300

CcT6
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp

RCC
Thr

GGC
Gly
380

TCT
Ser

AGT
Ser

TCT
Ser

ARG
Lys

CAG
Gln
285

ACG
Thx

ACT
Thr

ACA
Thr

TAC
Tyr

GTC
Val
365

GGA
Gly

CCA
Pro

TAC
Tyr

GGG
Gly

GCT
Ala
270

AGG
Arg

GCG
Ala

GTA
val

TCT
Ser

GAC
Asp
350

TCC
Ser

TCT
Ser

Gly

ACG
Thr

GCT
Ala
255

TCC
Ser

GCT
Ala

cCT
Pro

GAC
Asp

GAG
Glu
335

GGA
Gly

TCA
Ser

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC

Tyr
415

GAA
Glu

GGC
Gly

GGA
Gly

ACT
Thr

Lys
320

GAC
Asp

Arg

GGT
Gly

ATT
Ile

ARG
Lys
400

Trp

CcT6
Leu

TAC
Tyxr

ChhA
Gln

Asn
305

Ser

TCT

TAC
Tyr

GGC
Gly

GAG
Glu
385

GTC
Val

TAC
Tyr

GTG
val

AcCC
Thr

GGC
Gly
290

TAC
Tyr

TCC
Ser

GCG
Ala

TTT
Phe

GGT
Gly
370

cTC
Leu

ACC
Thr

CAG
Gln

AAG
Lys

TTC
Phe
2758

CTT
Leu

AAT
Asn

AGC
Ser

GTC
val

GAC
Asp
355

Gly

ACC
Thr

ATG
Met

CAG
Gln

cCcT
Pro
260

acce
Thr

GAG
Glu

GAG
Glu

ACR
Thr

TAT

Tyr
340

TAC
Tyr

TCG
Ser

CAG
Gln

ACC
Thr

RAG
Lys
420

GGG
Gly

AGC
Ser

TGG
Trp

ARA
Lys

GCC
Ala
325

TAC
Tyr

TGG
Trp

GGC
Gly

TCT
Ser

6C
Cys
40S

ACA
Thr

GCT
Ala

CAC
His

ATC
Ile

TTC
Phe
310

TAC
TYY

TGT
Cys

GGC
Gly

GGT
Gly

CCA
Pro
390

AGT
Ser

GGA
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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TCC TCC CCC AGA CTC CTG ATT TAT GAC ACA TCC
Ser Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Thr Ser
425 430

GTC CCT GTT CGC TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG
Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
440 445

ACA ATC AGC CGA ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC
Thr Ile Ser Arg Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala
455 460 465

CAG TGG AGT AGT TAC CCG CTC ACG TTC GGT GCT

Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala
475 480

ATA AAA

Ile Lys

(2) Informasjon for sekvensidentitet

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 242 aminosyrer
{B)} Type: aminosyre
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: protein

ARC
Asn

ACC
Thr
450

ACT
Thr

Gly

nr.

CT6
Leu
435

TCT
Ser

TAT
Tyr

ACC
Thr

GCT TCT
Ala Ser

TAC TCT
Tyr Ser

TAC TGC
Tyr Cys

ARG CTG
Lys Leu
485

26:

GGA
Gly

CTC
Leu

CAG
Gln
470

GAA
Glu

(x1i) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 26:

Gln Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

1 5 10

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Ala Gly Gln
3s 40

Gly Glu Ile Asn Pro Arg Thr Ala Pro Thr Asn
S0 55

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser

65 70 75

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
8s 90

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

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly
115 120

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Rsp Ile Glu
130 135

Thr Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val
14% 150 158

Asp Ser Ser Ser Val Ser Tyr Thr Tyr Trp Tyr
165 . 170

Ser Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Thr Ser
180 ) 185

Thr
Gly
Tyr

60
Ser
Ala
Phe
Gly
Leu
140
Thr

Gln

Asn

Phe
Leu
45
Asn
Ser
val
Asp
Gly
128
Thr
Met

Gln

Leu

15

Thr Ser
30

Glu Trp

Glu Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
95

Tyxr Trp
110

Ser Gly
Gln Ser
Thr Cys
Lys Thr

175

Ala Ser
190

His
Ile
Phe
Tyr

80
Cys
Gly
Gly
Pro
Ser
160

Gly

Gly

576

624

672

720

726
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0

25

35

65

Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu

185 200 2058

Thr Ile Ser Arg Met Clu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
210 215 220

Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu
225 230 235 240

Ile Lys

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr.. 27:
(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 726 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel
{D) Topologi: linear
(ii) Molekyltype: cDNA
(iii) Hypotetisk: ingen
(iv) Antisense: ingen
{v) Fragmenttype: N-terminal
(vi) Opprinnelig kilde:
(A) Organisme: mus

(B) Stamme: Balb/c
(F) Vevstype: splenocytter

(vii) Direkte kilde:

(A) Bibliotek: 7 G 1 (enkeltkjede-Fv, tung, lett

kjede, linker)

(ix) Sertrekk:
(A) Navn/negkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..726

(i) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 27:

GAG GTC AAG CTG CAC CAG TCA GGG GCT GAA CTG GTG AAG CCT GGG GCT
Glu val Lys Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
245 250 255

TCA GTG AAG TTG TCC TGC AAG GCT TCC GGC TAC ACC TTC ACC AGC CAC
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser His
260 268 270

TTG GAT CAC TGG GTG AAG CAG AGG GGC TGG CAA GGC CTT GAG TGG ATC
Leu Asp His Trp Val Lys Gln Arg Gly Trp Gln Gly Leu Clu Trp Ile
278 280 285 290

GGA CAG TTT AAT CCC AGC AAC GGC CGT ACT AAC TAC BAT GAG AAA TTC
Gly Gln Phe Asn Pro Ser Asn Gly Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
295 300 . 308

48

96

144

192
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Lys

ATC
Ile

GCC
Ala

Gln
358

GGT
Gly

ACA
Thr

GAC
Asp

TCC
Ser

GTIC
Val
435

ACA
Thr

CAG
Gln

ATA
Ile

(2)

AGC
Ser

GAR
Glu

AGT
Ser
340

Gly

CGly

ATC
Ile

AGC
Ser

TCC
Ser
420
ccr
Pro

ATC
Tle

Trp

Lys

Informasjon for sekvensidentitet nr. 28:

AAMG
Lys

CcTC
Leu
328

Acc
Thr

Ser

ATG
Met

TCA
Ser
405

cce
Pro

GTT
Val

AGC
Ser

AGT
Ser

GCC
Ala
310

AGC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr

GGT
Gly

TCT
Ser
390

AGT
Ser

AGA
Arg

Axrg

CGA
Arg

AGT
Ser
470

ACA
Thr

AGC
Ser

TAT
Tyr

GTC
Val

GGC
Gly
375

GCA
Ala

GTA
val

CIT
Leu

TIC
Phe

ATG
Met
455

TAC
Tyr

Leu

CTG
Leu

GAT
Asp

ACC
Thr
3e0

GGC
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser

cTe
Leu

AGT
Ser
440

GAG
Glu

cca
Pro

ACT
Thr

ACA
Thr

TAC
Tyr
345

GTC
Val

GGA
Gly

CCA
Pro

TAC
Tyr

ATT
Ile
425

GGC
Gly

GCT
Ala

CTC
Leun

GTA
val

TCT
Ser
330

GAC
Asp

TCC
Ser

TCT
Ser

GGG
Cly

ATG
Met
410

TAT
TYL

AGT
Ser

GAA
Glu

ACG
Thr

GAC
Asp
315

GAG
Glu

GGA
Gly

TCA
Ser

Gac
Asp

GAG
Glu
395

TAC
Tyr

GAC
Asp

Gly

GAT
Asp

TTC
Phe
475

66

AAA
Lys

GAC
Asp

Arg

GGT
Gly

ATT
Ile
aso

ARG
Lys

GG
Trp

ACA
Thr

CcT
Ser

GCT
Ala
460

GGT
Gly

(1) Sekvenskarakteristika:

(ii) Molekyltype: protein

TCC
Ser

TGC
Cys

TAC
Tyr

Gly
365

GAG
Glu

GTC
val

TAC
Tyr

TCcC
Ser

Gly
445

Gee
Ala

GCT
Ala

(A) Lengde: 242 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: linear

TCC
Ser

Ser

TTT
Phe
3s0

GGT
Gly

CcTC
Leu

acc
Thr

CAG
Gln

ARC
Asn
430

ACC
Thr

ACT
Thr

GGG
Gly

AGC
Ser

GTIC
Val
338

GAC
Asp

Gly

ACC
Thr

ATG

Gln
415

crG
Leu

TCT
Ser

TAT
Tyr

ACC
Thr

ACA
Thr
320

TAT
Tyr

TAC
Tyr

TCG
Ser

Gln

ACC
Thr
400

ARG
Lys

GC?T
Ala

TAC
Tyr

TAC
Tyr

Lys
480

Ala

TAC
Tyr

766
Trp

GGC
Gly

ICT
Ser
385

TGC
Cys

ACA
Thr

TcT
Ser

TCT
Ser

TGC
Cys
46S

CTG
Leu

TAC
Tyr

TGT
Cys

GGC
Gly

GGT
Gly
370

cca
Pro

AGT
Ser

GGA
Gly

GGA
Gly

CTC
Leu
450

Gln

GARA
Glu

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

726



10

15

20

30

38

Glu

Ser

Gly
Lys

65
Ile
Ala
Gln
Gly
Thr
145
Asp

Ser

val

Gln
225

Ile

(2)

67

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 28:

Val Lys
Val Lys

Asp His
3as

Gln Phe
50

Ser Lys
Glu Leu
Ser Arg

Gly Thr
115

Gly Ser
130

Ile Met
Ser Ser
Ser Pro
P;o Val

195

Ile Ser
210

Trp Ser

Lys

Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly
15

S 10

Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 258

Trp Val Lys Gln Arg Gly Trp Gln
40

Asn Pro Ser Asn Gly Arg Thr Asn
5S

Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser
70 75

Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Cys
8s 90

Asp Tyr Asp Tyr Asp Gly Arg Tyr
100 105

Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly
120

Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Glu
135

Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val
150 155

Ser Val Ser Tyr Met Tyr Trp Tyr
16S 170

Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Thr Ser
180 185

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
200

Arg Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala
215

Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala
230 238

Informagsjon for sekvensidentitet

(1) Sekvenskarakteristika:

(A) Lengde: 726 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel

(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: cDNA

(iii) Hypotetisk: ingen

(iv) Antisense: ingen

Thr
Gly
Tyr

60
Ser
Ser
Phe
Gly
Leu
140
Thr
Gln
Asn
Thr
Thr

220
Gly

nr.

Phe
Leu

45
Asn
Ser
val
Asp
Gly
128
Thr
Met
Gln
Leu
Ser
205

Tyr

Thy

29:

Thr

30
Glu
Glu
Thr
Tyr
Tyr
110
Ser
Gln
Thr
Lys
Ala
190
Tyr

Tyr

Lys

Sex

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Gly

Ser

cys

Thr
175

Ser’

Ser

cys

Leu

Ala
His
Ile
Phe
Tyr

80
Cys
Gly
Gly
Pro
Ser
160
Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
240
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(v) Fragmenttype: N-terminal

(vi) Opprinnelig kilde:

{A) Organisme: mus
(B) Stamme: Balb/c
(D) Utviklingsmessig stadium:
(F) Vevstype: splenocytter

(vii) Direkte kilde:

(B) Klon: 11 H 1 (enkeltkjede-Fv, tung og lett kjede

{ix) Saxrtrekk:
{A) Navn/n¢gkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..726

voksen

pluss linker)

{xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr.

GAG GTC AAG

Glu

TCA
Ser

TGG

val

GTG
Val
260

ATG

rp Met

T

275
GGA
Gly

AAG
Lys

ATG
Met

GCC
Ala

Gln
358

GGT
Gly

TCA
Ser

GAC
Asp

GAG
Glu

AGC
Ser

CAR
Gln

AGT
Ser
340

GGG
Gly

Gly

ATC
Ile

AGC
Ser

Lys
245

ARG
Lys

CAC
His

TIT
Phe

ARG
Lys

CTC
Leu
325

Arg

ACC
Thr

TCG
Ser

ATG
Met

TCA
Ser
405

CTG CAG CAG

Leu

TTG
Leu

yaciel
Trp

AAT
Asn

Gee
Ala
310

AGC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr

GGT
Gly

TCT
Ser
390

AGT
Ser

Gln

TCcC
ser

GTG
Val

cce
Pro
295

ACA
Thr

AGC
Ser

TAT
Tyr

GTC
val

GGC
Gly
375

GCA
Ala

GTA
val

Glin

TGC
Ccys

AAG
Lys
280

AGC
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp

ACC
Thr
360

GGC
Gly

TCT
Ser

AGT
Ser

TCA GGG GCT

Ser

AAG
Lys
265

Cac
Gln

AAC
Asn

ACT
Thr

ACA
Thr

TAC

Tyr
345

GTC
Val

GGA
Gly

CCa
Pro

TAC
Tyr

Gly
250

GCT
Ala

AGG
Arg

GGC
Gly

GTA
Val

TCT
Ser
330

GAC
Asp

TCC
Ser

TCT
Ser

Gly

ATG
Met
410

Ala

TCC
Ser

GCT
Ala

CGT
Arg

GAC
Asp
318

GAG
Glu

GGA
Gly

Ser

GAC
Asp

GAG
Glu
3958

TAC
Tyr

GAA
Glu

GGC
Gly

GGA
Gly

ACT
Thr
300

AAA
Lys

GAC
Asp

CGG
Arg

GGT
Gly

ATT
Ile
380

ARG
Lys

TGG
Trp

CTGé
Leu

TAC
Tyr

CAM
Gln
285

AAC
Asn

TCC
Ser

TCT
Ser

TAC
Tyr

Gly
365

GAG
Glu

GTIC
Val

TAC
Tyr

GTG AAG CCT

val

AceC
Thr
270

GGC
Gly

TAC
Tyr

TCC
Ser

GCe
Ala

TTT
Phe
350

GGT
Gly

CTC
Leu

acc
Thr

CAG
Gln

Lys
255

TTC
Phe

TTG
Leu

AAT
Asn

AGC
Ser

GTC
val
338

GAC
Asp

GGC
Gly

ACC
Thr

ATG
Met

CAG
Gln
415

Pro

ACC
Thr

GAG
Glu

GAG
Glu

ACA
Thr
320

TAT
Tyr

TAC
Tyr

TCG
Ser

CAG
Gln

AcCC
Thr
400

ARG
Lys

GGG
Gly

AGC
Ser

TGG
Trp

AAR
Lys
305

GCC
Ala

TAC
Tyr

TGG
Trp

GGC
Gly

TCT
Ser
38s

TGC
Cys

ACA
Thr

29:

GCT
Ala

CAC
His

ATC
Ile
290

TTC
Phe

TAC
Tyr

6T
Cys

GGC
Gly

GGT
Gly
370

CCA

AGT
Ser

GGA
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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TCC
Ser

GTC
val
435

ACA
Thr

CAG
Gln

ATA
Ile

TCC
Ser
420

Pro

ATC
Ile

TGG
Trp

AAR
Lye

cce
Pro

GTT
val

AGC
Ser

AGT
Ser

AGA
Arg

CGC
Arg

CGA

AGT
Ser
470

cTC
Leu

TTC
Phe

ATG
Met
455

TAC
Tyr

CTG
Leu

AGT
Ser
440

GAG
Glu

CCA
Pro

ATT
Ile
425

GGC
Gly

GCT
Ala

CAC
Bis

69

TAT GAC ACA
Tyr Asp Thr

AGT GGG TCT
Ser Gly Ser

GAA GAT GCT
Glu Asp Ala

460

ACG TTC GGT
Thr Phe Gly

475

T™CcC
Ser

Gly
445

Ala

GCT
Ala

ARC
Asn
430

ACC
Thr

ACT
Thr

GGG
Gly

CTG
Leu

TCT
Ser

TAT
Tyx

Acc
Thr

GCT
ala

TAC
Tyr

TAC
Tyr

AAG
Lys
480

(2) Informasjon for sekvensidentitet nr. 30:

Glu
Ser
Trp
Gly
Lys

65
Met
Ala
Gln
Gly
Ser

145

Asp

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 242 aminosyrer
(B} Type: aminosyre
(D) Topologi:

lineear

(ii) Molekyltype: protein

TCT GGA
Ser Gly

TCT CTC
Ser Leu
450

TGC CaAG
Cys Gln
465

CTG GAA
Leu Glu

(x1) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 30:

Val
val
Met
Glu.

50
Ser
Gln
Ser
Gly
Gly
130

Ile

Ser

Lys
Lys
His

e -1
Phe
Lys
Leu
Arg
Thr
115
Ser

Met

Ser

Leu
Leu

20
Trp
Asn
Ala
Ser
Asp
100
Thr
Gly

Ser

Ser

Gln
s
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
TYX
Vval
Gly

Ala

val
165

Gln
cys
Lys
Ser
Leu

70
Leu
Asp
Thr
Gly
Ser

150

Ser

Ser
Lys
Gln
Asn

55
Thr
Thr
Tyr
val
Gly

138

Pro

Gly
Ala
Ahrg

40
Gly
val
Ser
Asp
Seyx
120

Ser

Gly

Ala
Ser

25
Ala
Arg
Asp
Glu
Gly
108
Ser

Asp

Clu

Tyr Met Tyr

Glu

10
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Arg
Gly
Ile

Lys

Trp
170

Leu

Tyr

Gln

Aan

Ser

75

Ser

Tyr

Gly

Glu

val
158

Tyr

val
Thr
Gly
Tyr

60
Ser
Ala
Phe
Gly
Leu
140

Thr

Gln

Lys
Phe
Leu

45
Asn
Ser
Val
Asp
Gly
128
Thr

Met

Gln

Pro
Thr

30
Glu
Glu
Thr
Tyr
TYyr
110
Ser
Gln

Thr

Lys

Gly Ala
15

Ser His

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Trp Gly

Gly Gly

Ser Pro

Cys Ser
160

Thr Gly
175

576

624

672

720

726
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Ser
val
Thr
Gln

225
Ile

(2)

70

Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly
180 185 190

Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu
198 200 208

Ile Ser Arg Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys 6ln
210 215 220

Trp Ser Ser Tyr Pro His Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu
230 235 240

Lys

Informasjon for sekvensidentitet nr. 31:

(i) Sekvenskarakteristika:
(A) Lengde: 732 basepar
(B) Type: nukleinsyre
(C) Trad: enkel
{D) Topologi: linear

{(ii) Molekyltype: cDNA

(iii) Hypotetisk: ingen

(iv) Antisense: ingen
(v) Fragmenttype: N-terminal

(vi) Opprinnelig kilde:
{A) Organisme: mus
{B) Stamme: Balb/c
(F) Vevstype: splenocytter

(vii) Direkte kilde:

(A) Klon: 1 A 1 (enkeltkjede-Fv, tung og lett

kjede pluss linker)
(ix) Sartrekk:
(A) Navn/ngkkel: CDS
(B) Lokalisering: 1..732

{xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 31:

GAG GTG CAG TG CAG CAG TCT GGG GCT GAA CTG GTG AAG CCT GGG GCT
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

245 250 258

TCA GTG AAG TTG TCC TGC AAG GCT TCC GGC TAC ACC TTC ACC AGC CAC
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser His
260 265 270

TGG ATG CAC TGG GTG AACG CAG AGG GCT GGA CAA GGC CTT GAG TGG ATC
Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Ala Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

275

280 285 290

48

96

144
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GGA
Gly

AAG
Lys

ATG
Met

Gee
Ala

Gln
ass

GGT
Gly

Thy

GAC
Asp

TCC
Ser

GTC
Val
435

ACA
Thr

CAG
Gln

TT6
Leu

(2)

GAG
Glu

AGC AAG
Ser Lys

Gln

AGT
Sexr
340

Gly

Gly

ATC
Ile

AGC
Ser

TCC
Ser
420

cCT
Pro

ATC
Ile

TGG
Trp

GAA
Glu

TTT
Phe

CcTC
Leu
325

Arg

Acc
Thr

TCG
Ser

ATG
Met

TCA
Ser
405

ccC
Pro

GTT
Vval

AGC
Ser

AGT
Ser

ATA
Ile
485

71

AAT CCC AGC ARC GGC CGT ACT AAC TAC AAT GAG AAA TTC

Asn Pro Ser Asn Gly Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
295 300 305

GCC ACA CTG ACT GTA GAC AAA TCC TCC AGC ACA GCT TAC
Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
310 315 320

AGC AGC CTC ACA TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC TGT
Ser Ser Leu Thr Ser Glu Agp Ser Ala Vai Tyr Tyr Cys
330 - 335

GAC TAT GAT TAC GAC GGA CGG TAC TTT GAC TAC TGG GGC
Asp Tyr Asp Tyr Asp Gly Arg Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
345 350

ACG GTC ACC GTC TCC TCA GGT GGC GGT GGC TCG GGC GGT
Thr val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
360 365 370

GGT GGC GGC GGA TCT GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA
Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro
375 380 ass

TCT GCA TCT CCA GGG CGAG ARG GTC ACC ATG ACC TGC AGT
Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser
390 398 400

AGT GTA AGT TAC ATG TAC TGG TAC CAG CAG AAG ACA GGA
Ser Val Ser Tyr Met Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Thr Gly
410 418

AGA CTC CTG ATT TAT GAC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGA
Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly
425 430

CGC TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACC TCT TAC TCT CIC
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu
- 440 445 450

CGA ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG
Arg Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys €ln
45% 460 465

AGT TAC CCA CCC ATG TAC ACG TTC GGA GGG GGG ACA AAG

Ser Tyr Pro Pro Met Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
470 475 480

Lys

Informasjon for sekvensidenfitet nr. 32:

(i) Sekvenskarakteristika:

(A) Lengde: 244 aminosyrer
(B) Type: aminosyre
(D) Topologi: linear

(ii) Molekyltype: protein

-t

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

732
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Glu

Ser

Trp

Gly
Lys

65
Met
Ala
Gln
Gly
Thr
145
Asp
Ser
Val
Thy
Gin

225

Leu

72

(xi) Sekvensbeskrivelse: sekvensidentitet nr. 32:

Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

val

Met

Glu

S0
Ser
Gln
Ser
Gly
Gly
130
Ile
Ser
Ser
Pro
Ile
210

Trp

Glu

Lys
His

35
Phe
Lys
Leu
Arg
Thr
115
Ser
Met
Ser
Pro
val
195
Ser

Ser

Ile

Leu
20

Trp

Asn
Ala
Ser
Asp
100
Thx
Gly
Ser
Ser
Arg
180
Arg
Arg

Ser

Lys

Ser

val

Pro
Thy
Ser

85
Tyr
val
Gly
Ala
val
165
Leu
Phe

Met

Tyr

Cys

Lys

Ser
Leu

70
Leu
Asp
Thr
Gly
Ser
150
Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
230

Lys

Gln

Asn

55
Thr
Thr
Tyr
Val
Gly
13S
Pro
Tyr
Ile
Gly
Ala

215

Pro

Ala

Arg
40

Gly
Val
Ser
Asp
Ser
120
Ser
Gly
Met
Tyr
Ser

200
Glu

Ser
25

Ala

Arg
Asp
Glu
Gly
105
Ser
Asp
Glu
Tyr
hAsp
185
Gly

Asp

Tyr

10
Gly

Tyr

Gly Gln

Thr
Lys
Asp

90
Arg
Gly
Ile
Lys
Trp
170
Thr
Ser

Ala

Thr

Asn
Ser

75
Ser
Tyr
Gly
Glu
Val
185
Tyr
Ser
Gly

Ala

Phe
235

Thr

Gly

Tyr

60
Ser
Ala
Phe
Gly
Leu
140
Thr
Gln
Asn
Thr
Thr

220
Gly

Phe Thr

30

Leu Glu

45

Asn
Ser
Val
asp
Gly
125
Thr
Met
Gln
Leu
Ser

208

Tyr

Glu
Thr
Tyr
Tyr
110
Ser
Gln
Thr

Lys

Ala
190

Tyr

Tyr

Gly Gly

18

Ser His

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
as
Trp Gly
Gly Gly
Ser Pro
Cys Ser

160

Thr Gly
175

Ser Gly
Ser Leu

Cys Gln

Thr Lys
240
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Patentkravw

Anti-EGFR-enkeltkjede-Fv,

karakterisert ved at den er mulig & fremskaffe

fra et bakteriofagantistoffbibliotek som er fremstilt fra

lymfeknuten til en immunisert mus (i), milten til en

immunisert mus (ii) eller in vitro-immuniserte museceller

(iii), der den variable regionen til enkeltkjede-Fv omfatter

en tungkjede- og en lettkjedesekvens som er valgt fra gruppene
som bestar av

(i)

12 12B som er gitt ved lettkjeden med sekvensidentitet
nr.6 og tungkjeden med sekvensidentitet nr.8,

L3 11D som er gitt ved lettkjeden med sekvensidentitet
nr.1l0 og tungkjeden med sekvensidentitet nr.1l2,

L3 10A som er gitt med lettkjede og tungkjede i figur
1(Aa),

L2 1C som er gitt med lettkjede og tungkjede i figur

(i1)

1(a},

S84 2D som er gitt ved lettkjeden med sekvensidentitet
nr.l4 og tungkjeden med sekvensidentitet nr.16,

S4 10H som er gitt med lettkjede og tungkjede i figur
1(B},

S4 5A som er gitt med lettkjede og tungkjede i figur

1(s),

(iii)4B2 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i

2.

sekvensidentitet nr.18,

10D2 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i
sekvensidentitet nr.20,

3D3 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i

sekvensidentitet nr.22,

IE3 som er gitt ved lettkjede og tungkjede i

sekvensidentitet nr.24.

DNA-molekyl,

karakterisert ved at det koder for anti-EGFR-
enkeltkjede-Fv-molekylet ifplge krav 1.
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3. Kimert anti-EGFR-antistoff,
karakterisert ved at det er kodet for av et

DNA-molekyl som omfatter sekvenser ifwlge krav 2 og sekvenser
som koder for tungkjede- og lettkjedekonstantomrdder i humane

immunoglobuliner.

4. Antistoff ifelge krav 3,

karakterisert ved at tungkjedekonstantomradet

omfatter aminosyresekvensen til en human gamma-l-kjede og
lettkjedekonstantomradet omfatter aminosyresekvensen til en
human kappa-kjede.

5. Fremgangsmate for fremstilling av et anti-EGFR-
enkeltkjede-Fv ifelge krav 1,
karakterisert ved at den omfatter f@lgende
trinn:
(1) 4isolering av RNA fra immuniserte museceller som er
fremskaffet ved

immunisering med A431-celler, lgsrevne membranvesikler
fra Ad43l-celler eller

renset humant EGFR,
(ii} syntetisering av ferstetrads-cDNA,
(iii)amplifisering av Vg- og Vy-genene i cDNA fra de
immuniserte cellene,
{iv) kloning av nevnte gener sammen med egnede
restriksjonsseter inn i en

fagemidvektor,
{v} transformering av prokaryote celler med
ligeringsblandingene,
{vi) screening av fagbibliotekene for fagantistoffer rettet
mot EGFR ved & benytte

renset EGFR og
(vii)fremstille nevnte enkeltkjede-Fv i prokaryote
vertsceller, fortrinnsvis E.coli.

6. Fremgangsmate for fremstilling av et helt kimert anti-
EGFR~antistoff,
karakterisert ved at det foregdr ved 4 klone
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DNA ifelge krav 2 som koder for tungkjede- og
lettkjedevariabelomradene til anti-EGFR-antistoffragmenter som
er mulig & fremskaffe ved hjelp av fremgangsmaten ifglge krav
5, inn i minst én eukaryot ekspresjonsvektor som inneholder
genomisk DNA som koder for tungkjede- og
lettkjedekonstantomrddene til humane immunoglobuliner,
transformere eukaryote celler med nevnte vektor{er) og
uttrykke og isolere antistoffet.

7. Farmasgytisk preparat,

karakterisert ved at det i en farmaseytisk
effektiv mengde omfatter et anti-EGFR-enkeltkjede-Fv ifglge
krav 1 eller et helt kimert anti-EGFR-antistoff ifelge kravene
3 eller 4, eventuelt sammen med en barer, et fortynningsmiddel
eller en eksipiens.

8. Anvendelse av et anti-EGFR-enkeltkjede-Fv ifelge krav 1
eller et helt anti-EGFR-antistoff ifslge ett av kravene 3
eller 4, for fremstilling av et legemiddel som er rettet mot

tumorer.
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FIGUR 1(A)
FR1 _ CDR 1 FR2
EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFT  SYWMH  WVKQRPGQGLEWIG
QVOLOESGPELVKPGALVKISCKASGYTFT  SYWMH  WVKQRPGQGLEWIG
QVKLQESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFS  SYGMS WVRQTPDKRLESVA
EVKLQQSGAELVRPEASVKLSCKTSGYIFT  NYWIH WVKQRSGQGLEWIA
QVQLQESGAELVRPGASVKLSCKTSGYIFT  NYWIH WVKQRSGQGLEWIA
QVQLQESGPELVRPGASVKMSCKASGYTFT  TYWIH WMKQRPGAGLOWIG
CDR2 FR3
EIDPSDSYTNYNQKFKG  KATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAR
EIDPSDSYTNYNGKFKG  KATLTVOKSENTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAR
TISSGGAYIYYPDSVKG  RFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCAR
RIYPGNGSTYYNEKFKG  KATLTADKSSSTAYMQLSSLKSEDSAVYFCAR
KDLSWNGSYYNEKFKG  KATLTADKSSSTAYMQLSSLKSEDSAVYFCAR
MIDPSNSETRLNQNFRD  KATLSVDKSSNKAYMQLSSLTSEDSAIYYCAR
CDR 3 FR4
SDYGSSHFDY WGQGTTVTVSS
SDYGSSHFDY WGQGTTVIVSS
LETGDYALDY WGQGTTVTVSS
STSDSSLPYWYFDV ~ WGQGTTVIVSS
STSDSSLPYWYFDV  WGQGTTVTVSS
WDYGSGHFDY WGQGTTVTVSS
FR 1 CDR 1 FR2
DIELTQSPASLAVSLGQRATISC  RASESVONFGISFMN  WFQQKPGQPPKLLIY
DIELTQSPASLAVSLGQRATISC  RASESVDNFGISFMN  WFQQKPGQPPKLLIY
DIELTQSPASLAVSLGQRATISC  RASESVEYYGTSLMQ  WFQQKPGQPPKLLIY
DIELTGSPTILSTSPGEKVTVTC  RATLGVSYMH WYQQKPGSSPKPWIY
DIELTQSPAIMSASPGEKVTITC ~ SASSSVSYMM WFQQKPGTSPKLWIY
DIELTQSPASLAASVGETVTITC  RASENIYYSLA WYQQKQGKSPQLLIY
CDR 2 FR3
GASNQGS GVPARFSGSGSGTDFSLNIHPLEEDDTAMYFC
GASNQOGS GVPARFSGSGSGTOFSLMIHPLEEDDTAMYFC.
AASNVES GVPARFSGSGSGTOFSLNIHPVEEDDIAMYFC
ATSNLAS GVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYC
STSNLAS GVPARFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYC
SASALED GVPSRFSGSGSGTQYSLKINNMQPEDTATYFC
CDR3 FR4
QQSKEVPLT FGAGTKLELKRA
QQSKEVPLT FGAGTKLEIKRA
QOSRKVPWT FGGGTKLEIKRA
QQWISNPPT FGGGTKLEIKRA
QQRNSYPHT FGAGTKLELKRA
KQTYDVPWT FGGGTKLEIKRA
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FIGUR 1(B)

CDR 1 FR2

EVKLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYAF!  SFYMH  WVKQKPGQGLEWIG
EVKLQESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFS SYGMS  WVRQTPDKRLESVA
EVKLQESGGDSVKPGGSLKLSCAASGFTFS SYGMS  WVRQTPDKRLESVA
EVKLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIK  DTYMH  WVKQRPEQGLEWIG

COR2 FR3
FINPYNDGTKYNEKFKD KATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCAS
TISSGGAYIYYPDSVKG RFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCAR
TISSGGAYIYYPDSVKG RFTISRONAKNTLYLOMSSLKSEDTAMYYCAR
RIDPANGNTKYDPKFQD  RASITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCAS
CDR3 FR4
GDYDRAMDY WGQGTTVTVSS
LETGDYALDY WGQGTTVTVSS
LETGDYAMDY WGQGTTVTVSS
DYYGYEAWFAY WGQGTIVTVSS
FR1 CDR 1 FR2
DIELTQSPTTMAASPGEKITITC SASSSISSNYLH WYQQKPGFSPKLLIY

DIELTQSPASLAVSLGORATISC RASESVEYYGTSLMQ  WYQQKPGQAPKLLIY
DIELTQSPASLAVSLGQRATISC RASESVEYYGTSLMQ  WYQQKPGQPPKLLIY
DIELTQSPASLAVSLGQRATISC RASESVONYGISFMN WYQQKPGQPPKLLIY

CDR 2 FR3

RTSNLAS GVPARFSGSGSGTSYSLTIGTMEAEDVATYYC
AASNVES EVPARFSGSGSGTDFSLNIHPVEEDDIAMYFC
AASNVES GVPARFSGSGSGTDFSLNIHPVEEODIAMYFC
AASNQGS GVPARFSGSGSGTDFSLNIHPMEEDDTAMYFC
CDRJ fR4

QQGSSIPRT FGGGTKLEIKRA
QQSRKVPWT  FGGGTKLEIKRA
QQSRKVPWT  FGGGTKLEIKRA
QAQSKEVPWT  FGGGTKLEIKRA
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Figur 8.
(A)
GAC
Asp

ATT GAG
Ile Glu

ACT
Thr

GTC

Glu Val

TTA
Leu

GCA TGG
Ala Trp
35

TAT
Tyr

AGT
Ser
50

GCA
Ala

AGT
Ser
€5

GGA
Gly

TCcT
Ser

ACC

Glu Asp Thr

ACG
Thy

1TTC
Phe

GGT
Gly

(B):
CAG
Gln

1

GTG

val Gln

TCA
Ser

GTG

val Lys

TGG
Trp

ATA
Ile

CAC
His
35

GGC
Gly

ATG
Met
50

ATT
Ile

GAC
Asp

AGG
Arg
65

AAG
Lys

ATG
Met

CAG
Gln

cTC
Leu

GCA AGA TGG
Ala Arg Trp

ACC ACG GTC
Thr Thr Val
115

CTC
Leu

ACC
Thr

20
TAT
Tyr

AGC
Ser

Gly

GCT

Gly
100

Leu

ATG
Met

TGG
Trp

AGC
Serxr

GAC
Asp
100

Acc
Thr

ACC
Thr

ATC
Ile

CAG
Gln

GCC
Ala

ACA
Thr

ACT
Thr

Gly

Gln

TCC
Ser

ATG
Met

cCT
Pro

ACA
The

AGC
Ser
85

TAC
Tyr

GTC
Val

CAG
Gln

TCT
Ser

ACA
Thr

TGT
Cys

CAG
Gln

AAG
Lys

TTG
Leu

GAA
Glu

CAG
Gln
70

TAT
Tyr

TAC
Tyr

T™C
Phe

ACC ARG
Thr Lys

GAG
Glu

TCA
Ser

TGC AAG
Cys Lys

CAG

Lys Glin

TCC
Ser

AAT
Asn
55

TTG
Leu
70

AGT
Ser

CTG ACA
Leu Thr

GGT
Gly

AGT
Ser

TCC
Ser

TCA
Ser
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CCA GCC TCC
Pro Ala Ser
10

CGA GCA AGT
Arg Ala Ser
25

CAA
Gln
40

GGG AAA
Gly Lys

GAT
Asp

GGT GTC
Gly val

TCT,
Ser

TTA AAG
Leu Lys

TGT
Cys

AAA CAG
Lys Gln
50

cre
Leu

GAA ATA
Glu Ile
105

GGG
Gly

CCT GAG
Pro Glu
10

GCT
Ala

TCA GGC
Ser Gly
25

AGG
Arg
40

CCT GGA
Pro Gly

AGT
Ser

GAA ACT
Glu Thr

GTA
Val

GAC ARA
Asp Lys

TCT
Ser

GAG GAC
Glu Asp
90

GGC
Gly

CAC TTIT
His Phe
105

CTG
Leu

GCT
Ala

GAG
Glu

AAC
Asn

TCT
Ser

CcCT
Pro

CCA
Pro

TCG
Ser
60

ATC
Ile
15

ARC
Asn

ACT
Thr

TAT
Tyr

CGG

Lys Arg

CTG
Leu

GTG
Val

TAT
Tyz

ACC
The

GGC

Gln Gly

AGG TTA
Leu

60

TCC
Ser
75

TCC
Ser

TCT
Ser Ala

GAC TAC
Asp Tyr

GCA
Ala

ATT
Ile

CAG
Gln
45

AGG
Arg

ARC
Asn

GAC
Asp

GCG
Ala

AGG
Arg

TTC
Phe

CTT
Leu
45

AAT
Asn

AAT
Asn

ATC
Ile

TGG
Trp

TCT
Ser

TAC
Tyr
30

cTC

Leu

TTC
Phe

MG
Met

GTT
Val

ccT
Pro

ACT
Thr
30

CAG
Gln

Gln

Lys

TAT

Tyr

Gly
110

GTG
Val
15

TAT
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