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Monoklonalni, pozménéna, humanizovani a chimericka protilatka a farmaceuticky
prostredek obsahujici pozménénou protilatku

Oblast technik

Tento vynalez se tykd monoklonalnich protilatek (mAb), které se vazi na lidsky koagulaéni faktor
neboli kofaktor a jejich pouziti jako inhibitori trombozy s vlastnim vymezenim. Tento vynalez se
konkrétné tykd monoklonalni protilatky, pozménéné protilatky, humanizované protilatky, chime-
rické protilatky a farmaceutického prostfedku obsahujiciho pozménénou protilatku.

Dosavadni stav techniky

Za normalnich okolnosti spousti poskozeni, at’ malé, nebo velké, cévnich endotelovych bunék
v cévach hemostatickou odpovéd’ zprostiedkovanou sekvenci d&ji obecné oznaovanych jako
koagula¢ni ,kaskada“. Kaskada vrcholi konversi rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin,
ktery spolu s destickami tvofi lokalizovanou srazeninu neboli trombus, ktery brani extravasaci
slozek krve. Potom miiZze prob&hnout hojeni a po ném rozpu$téni sraZeniny a obnoveni integrity
cév a pritoku.

D¢je, které probihaji v dobé od poskozeni do tvorby sraZeniny jsou dikladné regulovany a jsou
spojeny sérii reakci. Struéné uvedeno, mnoho plasmatickych koagulaénich proteinti v inaktivnich
proenzymovych formach a kofaktort cirkuluje v plasmé. V misté poskozeni jsou tvofeny aktivni
enzymové komplexy a jsou sekvencné aktivovany na serinové proteasy, kdy kazda nasledujici
serinova proteasa katalyzuje nasledujici proteasovou aktivaci proenzymu. Tato enzymaticka
kaskada vede vkazdém dalSim kroku kzvySeni u&inku v nasledujicim kroku. Pro piehled
o koagula¢ni kaskad¢ viz prvni kapitola publikace ,,Thrombosis and Hemorrhagie®, J. Loscalzo a
A. Schafer, vyd., Blackwell Scientific Publications, Oxford, Anglie (1994)).

I kdyz G¢inné srazeni limituje ztratu krve v misté poskozeni, nevhodna tvorba trombi v Zilach a
v tepnach je Casto pri¢inou chorobného stavu a smrti. Abnormalni sraZeci aktivita mize vést
k patologickym staviim jako je infarkt myokardu, nestabilni angina pectoris, fibrilace sini, mrtvi-
ce, rendlni poskozeni, a/nebo miize vznikat v disledku 1é¢by jako je perkutanni transluminalni
koronarni angioplastika nebo stavii jako je disseminovana intravaskularni koagulace, sepse, plicni
embolie a tromboza hlubokého Zilniho systému. Tvorba sraZenina na povrchu cizich téles
arteficidlnich organd, zkratl a protéz, jako jsou umé&lé srde¢ni chlopné, je také problematicka.

OsvédCena antikoagulancia pouzivana v sou¢asné dobg v 1é€bé& t&chto patologii a jinych trombo-
tickych a embolickych onemocnéni zahrnuji sulfatovany heteropolysacharidova heparin a nizko-
molekularni (LMW) heparin. Tato ¢inidla jsou podavana parenteralng a mohou zpisobit rychlou
a uplnou inhibici srazeni aktivaci inhibitoru trombinu, antitrombinu III a inaktivaci viech srazli-
vych faktord.

Nicméng, diky jejich silné G¢innosti maji heparin a LMW nevyhody. Nekontrolovatelné krvaceni
v disledku prostych stresovych pohybid a souvisejiciho kontaktu s fyzikdlnimi objekty nebo
misty chirurgického zakroku je hlavni komplikaci a je pozorovano u 1 az 7 % pacienti lé¢enych
kontinualni infusi a u 8 az 14 % pacientd lé¢enych intermitentnimi bolusovymi davkami. Pro
minimalizaci rizika jsou kontinualné odebirany vzorky krve pro kontinualni testovani ex vivo
srazecich Casi, coz zplsobuje nakladnost terapie a nepohodli pro pacienta.

Dale, terapeutické rozmezi pro dosazeni pozadované G&innosti bez rizika krvaceni je azké.
Terapeuticky rozsah je od pfiblizné 1 do méné nez 3 mikrograméi heparinu na mi plasmy, coz
vede k aktivovanému parcidlnimu tromboplastinovému ¢asu (APTT) od asi 35 az do asi 100
sekund. ZvySeni koncentrace heparinu nad 3 mikrogramy na ml vyvol4 prekro¢eni pozadovaného
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rozmezi a pii zvySeni nad 4 mikrogramy na ml neni srazlivost detekovatelna. Tak musi byt
nejvétsi pozornost vénovana udrzeni plasmatickych koncentraci u pacienta v terapeutickém
rozmezi.

DalSim osvéd¢enym antikoagulaénim ¢inidlem s pomalej$im a dlouhodob&j$im G¢inkem je
warfarin, kumarinovy derivat. Warfarin pisobi kompetici s vitamin K—-dependentni posttransla¢ni
modifikaci protrombinu a dal$ich srazecich faktort zavislych na vitaminu K.

Spolecny rys antikoagula¢niho u€inku, pfi kterém je krev uéinéna nesrazlivou pfi koncentracich
pouze o malo vysSich nez je terapeuticky rozsah, je mozné pozorovat jak pro warfarin, tak pro
heparin a LMW heparin. Je jasné, Ze existuje potieba antikogulaéniho ¢inidla, které by bylo
G¢inné pfi [€Ebe trombotickych a embolickych onemocnéni, ale které by nezpiisobovalo nekon-
trolovatelné krvaceni nebo jeho moznost.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem tohoto vynalezu je monoklonalni protilatka, jejiz t&Zky fetézec ma aminokyselinovou
sekvenci danou v SEQ ID NO: 31 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ
ID NO: 44, jejiz t€Zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky
fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 57, jejiz tézky Fetézec ma aminoky-
selinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 62, jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID
NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 74, jejiz tézky
fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminoky-
selinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 78 nebo jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou
sekvenci danou v SEQ ID NO: 89 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ
ID NO: 99.

Pfedmétem tohoto vyndlezu je také pozménéna protilatka obsahujici t&zky fetézec a lehky
fetézec, kde tseky zdkladni struktury uvedeného t&zkého a lehkého fetézce jsou odvozeny od
alespoi jedné protilatky vybrané z monoklonalnich protilatek vymezenych svrchu a aminokyse-
linové sekvence komplementaritu urujicich Gsek (CDRs) t&zkého fetézce jsou dany v SEQ ID
NO: 8, 9 a 10 a aminokyselinové sekvence CDRs lehkého fetézce jsou dany v SEQ ID NO: 12,
13 a 14.

Vyhodnym provedenim tohoto vynalezu je pozménéna protilatka uvedena svrchu, ktera je
humanizovana.

Dalsim vyhodnym provedenim tohoto vynélezu je humanizovana protilatka zmin&na svrchu,

—  JejiZ teéZky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 31, 52 nebo 89,

—  Jejiz lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 44, 57, 62, 74, 78
nebo 99,

—  Jejiz téZky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 31 a lehky Fetézec
ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 44,

- Jejiz t€Zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec
ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 57,

—  Jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec
ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 62,

- Jejiz t&Zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec
ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 74,

— Jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma
aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 78, a
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—  jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 89 a lehky fetézec
mé aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 99.

Predmétem tohoto vynalezu je téz chimericka protilatka obsahujici téZky fetézec a lehky Fetézec,
ve které jsou konstantni Gseky uvedeného tézkého a lehkého fetézce odvozeny od nékteré
z humanizovanych protilatek uvedenych svrchu a aminokyselinové sekvence variabilnich Gseki
t€Zkého ftetézce jsou dané v SEQ ID NO: 7 a aminokyselinové sekvence variabilnich useki
lehkého fetézce jsou dané v SEQ ID NO: 11,

Vyhodnym provedenim tohoto vynéalezu je humanizovana protilatka popsana svrchu, ve které
Jjsou konstantni Gseky vybrany z lidskych imunoglobulini.

Pfedmétem tohoto vynélezu je rovnéz farmaceuticky prostiedek obsahujici pozmé&nénou proti-
latku popsanou svrchu a farmaceuticky pfijatelny nosic.

Vyhodnym provedenim tohoto vynalezu je farmaceuticky prostfedek charakterizovany vyse,
ktery dale obsahuje kyselinu acetylsalicylovou.

Vv

ke srovnavacim Gcelim jsou uvedeny také dal3i informace, které souviseji s predmétnym
vynélezem. Tyto informace jsou charakterizovany formou jednotlivych aspekti.

Jednim aspektem je zpisob pro inhibici trombozy u zvifat, ktery spociva v podavani u&inné
davky monoklondlni protilatky proti koagulaénimu faktoru, kterd ma neutralizaéni U¢innost
s vlastnim omezenim.

Jinym aspektem vynalezu je monoklonélni protilatka proti koagulaénimu faktoru, majici neutrali-
zalni aktivitu s vlastnim omezenim proti koagulaénimu faktoru.

Jinym aspektem vynalezu je monoklonalni protilatka, majici identifikaéni charakteristiky
SB 249413, SB 249415, SB 249416, SB 249417, SB 257731, SB 257732, 9E4(2)F4 nebo
11G4(1)B9.

Jinym aspektem je hybridomni bun&¢na linie majici identifikaéni charakteristiky 9E4(2)F4 nebo
11G4(1)B9).

Jinym aspektem je neutralizaéni Fab fragment nebo jeho F(ab'), fragment, ktery je produkovan
deleci Fe regionu monoklonalni protilatky podle predkladaného vynalezu.

Jinym aspektem je neutralizaéni Fab fragment nebo jeho F(ab’), fragment, ktery je produkovan
vyménou fetézel, kdy je Fd tézky fetézec monoklonalnich protilatek exprimovan v mysi
filamentosni fagové Fab zobrazovaci knihovné lehkého fetézce.

Jinym aspektem je neutralizaéni Fab fragment nebo jeho F(ab’), fragment, ktery je produkovan
vymeénou fetézcil, kdy je lehky fetézec monoklonalnich protilatek exprimovan v mysi filamen-
tosni fagové Fab zobrazovaci knihovné tézkého fetézce.

Jinym aspektem je komplementaritu urlujici region téZkého fetézce imunoglobulinu, majici
aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny sklédajici se z SEQ ID NO: 8, 9 a 10.

Jinym aspektem je komplementaritu urCujici region lehkého fetézce imunoglobulinu, majici
aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny skladajici se z SEQ ID NO: 12, 13 a 14.

Jinym aspektem vyndlezu je alterovand protilatka obsahujici tézky fetézec a lehky fetdzec, kde
regiony pracovnich rdmecki uvedenych t&zkych a lehkych fetézcli jsou odvozeny od alespoii
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Jjedné vybrané protilatky a aminokyselinové sekvence komplementaritu uréujicich regionii uvede-
nych fetézci jsou odvozeny od monoklonalni protilatky proti koaguladnimu faktoru, majici
neutralizacni aktivitu s vlastnim omezenim proti koagulaénimu faktoru.

Jinym aspektem vynélezu je chimericka protilatka obsahujici tézky fetézec a lehky fetézec, kde
uvedena protilatka je charakterizovana inhibici funkce vnitini nebo spoleéné drahy koagulaénich
faktori s omezenou u¢innosti, kde protilatka inhibuje trombozu a produkuje limitovanou modula-
ci koagulace, kde konstantni regiony uvedenych téZkych a lehkych fetézcii jsou odvozeny od
alesponl jedné vybrané protilatky a aminokyselinové sekvence variabilnich regioni uvedenych
fetézcl jsou odvozeny od monoklonalni protilatky proti koagulaénimu faktoru majici neutrali-
zalni aktivitu s vlastnim omezenim proti koagula¢nimu faktoru.

JeSt€ jinym aspektem vyndlezu je farmaceuticky prostiedek (dale téz piipravek), obsahujici
humanizované protilatky nebo chimerické protilatky popsané vySe a farmaceuticky pfijatelny

nosic.

Prehled obrazkd na vykresech

Obrazek 1 je graf experimentalnich vysledki demonstrujicich titraci normalni lidské plasmy
mySimi mAb BC1 a BC2 proti faktoru I1X.

Obrazek 2 je graf experimentalnich vysledki demonstrujicich titraci normdini lidské plasmy
mySimi mAb 9E4(2)F4 a 11G4(1)B9 proti faktoru IX.

Obréazek 3 je graf experimentalnich vysledki demonstrujicich titraci normalni lidské plasmy
mySimi mAb HFXHC a HFXLC proti faktoru X a my3i mAb HFXI proti faktoru IX.

Obrazek 4 je histogram experimentélnich vysledki demonstrujicich G&innost heparinu, kyseliny
acetylsalicylové a mySich mAb proti faktoru IX na aktivovany parcialni tromboplastinovy &as
(APTT) v 60. minuté€ v krysim modelu trombdzy karotidy.

Obrazek 5 je histogram experimentalnich vysledki demonstrujicich G&innost heparinu, kyseliny
acetylsalicylové a mySich mAb proti faktoru IX na protrombinovy &as v 60. minuté v krysim
modelu trombodzy karotidy.

Obrazek 6 je histogram experimentalnich vysledki demonstrujicich G&innost heparinu, kyseliny
acetylsalicylové a mySich mAb proti faktoru IX na uzavér pritoku arteria carotis v krysim
modelu trombdzy karotidy.

Obrazek 7 je histogram experimentélnich vysledki demonstrujicich d&innost heparinu, kyseliny
acetylsalicylové a mySich mAb proti faktoru IX na hmotnost trombu v krysim modelu trombézy
karotidy.

Obrazek 8 je histogram experimentalnich vysledkd demonstrujicich G&innost heparinu, mysi
mAb BC2 proti faktoru IX, chimerické mAb proti faktoru IX a humanizované mAb proti faktoru
[X na APTT v 60 minuté v krysim modelu trombozy karotidy.

Obrazek 9 je histogram experimentélnich vysledki demonstrujicich G&innost heparinu, mysi
mAb BC2 proti faktoru IX, chimerické mAb proti faktoru IX a humanizované mAb proti faktoru
IX na hmotnost trombu v krysim modelu trombdzy karotidy.

Predkladany vynalez poskytuje riizné protilatky, pozménéné protilatky a jejich fragmenty proti
koagula¢nim faktoriim, které jsou charakterizované neutralizaéni aktivitou s vlastnim omezenim.
Vyhodné je koagulaéni faktor z vnitini nebo ze spole¢né drahy. Nejvyhodnéji jsou protilatky
proti koagula¢nimu faktoru anti—faktor 1X, anti-faktor IXa, anti—faktor X, anti—faktor Xa,
anti—faktor XI, anti—faktor Xla, anti—faktor VIII, anti—faktor VIlla, anti—faktor V, anti—faktor Va,
anti~faktor VII, anti-faktor Vlla nebo anti—trombinové. Zejména vyhodné jsou protilatky proti
faktoru IX. Priklady protilatek proti koagulaénim faktorm jsou humanizované monoklonalni
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protilatky SB 249413, SB 249415, SB 249416, SB 249417, SB 257731 a SB 257732 namiiené
proti lidskému faktoru IX, chimericka monoklonalni protilatka chaFIX namifena proti lidskému
faktoru IX, mysi monoklonalni protilatky BC1, BC2, 9E4(2)F4 a 11G4(1)B9, které jsou namite-
né proti lidskému faktoru IX a/nebo IXa nebo mysi monoklonalni protilatky HFXLC a HFXI,
které jsou namifené proti lidskému faktoru X a XI, v pfislusném pofadi. Nejvyhodng&j3i je
monoklonalni protilatka SB 249417 proti lidskému faktoru IX.

Protilatky podle predkladaného vynalezu mohou byt pfipraveny konvenénimi hybridomnimi
technikami, fagovymi zobrazovacimi kombinatoridlnimi knihovnami, pfeskupovanim imuno-
globulinovych fetézcii a humaniza¢nimi technika pro vyvoj novych neutralizagnich protilatek
s vlastnim omezenim. Také jsou zde obsazeny pIné lidské mAb majici neutraliza¢ni aktivitu
s vlastnim omezenim. Tyto produkty jsou pouzitelné v terapeutickych a farmaceutickych pfiprav-
cich pro 1é¢bu trombotickych a embolickych onemocnéni asociovanych s infarktem myokardu,
nestabilni anginou pectoris, plicni embolii, tromb6zou hlubokych Zil, perkutanni transluminalni
koronarni angioplastikou, disseminovanou intravaskularni koagulaci, sepsi, artificialnimi organy,
zkraty nebo protesami.

Jak je zde pouZit oznaCuje termin ,neutralizatni aktivita s vlastnim omezenim* aktivitu proti-
latky, ktera se vaZe na lidsky koagulaéni faktor, vyhodn& z vnitini nebo spole¢né drahy, véetné
faktoru IX/IXa, X/Xa, XI/Xla, VIII/VIlla a V/Va, VII/VIla a trombin, a inhibuje trombdzu
takovym zplsobem, Ze koagulace je modulovana omezenym zplsobem. ,,Omezena modulace
koagulace™ je definovana jako zvySeni Gasi sraZeni, jak je mé&feno prodlouzenim aktivovaného
parcialniho tromboplastinového ¢asu (APTT), kdy plasma je stile schopna srazeni, s APTT
dosahujicim maximalnich hodnot i pfes zvySeni koncentraci monoklonalni protilatky. Tato ome-
zena modulace koagulace kontrastuje s nesrazlivosti plasmy a nekone&né dlouhym APTT, jak je
zpuisobeno vysSimi koncentracemi heparinu. Vyhodn& jsou maximalni hodnoty APTT zpiisobii
podle piedkladaného vynalezu v terapeutickém rozmezi pro heparin. Nejvyhodn&ji je maximalni
APTT vrozmezi od asi 35sekund do asi 100 sekund, coz odpovida asi 1,5-nisobku az
3,5 nasobku normalni kontrolni hodnoty APTT. V jednom provedeni vynalezu je APTT
prodlouZeno bez vyznamného prodlouZeni protrombinového &asu (PT).

»Pozménéna protilatka“ oznaCuje protein kodovany pozménénym imunoglobulin kodujicim
regionem, ktery miZe byt ziskan expresi ve vybrané hostitelské buiice. Takové pozménéné
protilatky jsou zpracované protilatky (napf. chimerické nebo humanizované protilatky) nebo
fragmenty protilatek bez celého nebo bez Easti konstantniho regionu imunoglobulinu (napiiklad
Fv, Fab, Fab’ nebo F(ab'), a podobné).

»Pozménény imunoglobulinovy kodujici region® oznaduje sekvenci nukleové kyseliny kodujici
pozménénou protilatku podle predkladaného vynalezu. Pokud je pozménéna protilatka
CDR-—pienesend nebo humanizovana protilatka, pak jsou sekvence kodujici komplementaritu
urujici regiony (CDR) z non-lidského imunoglobulinu insertovany na prvni imunoglobulinovy
partner skladajici se ze sekvenci lidskych variabilnich pracovnich ramecki. Volitelng je prvni
imunoglobulinovy partner navazan na druhy imunoglobulinovy partner.

»Prvni imunoglobulinovy partner oznacuje sekvenci nukleové kyseliny kodujici lidsky pracovni
ramecek nebo variabilni region lidského imunoglobulinu, ve kterém jsou nativni (nebo p¥irozené)
CDR-kodujici regiony nahrazeny CDR kodujicimi regiony darcovské protilatky. Lidsky variabil-
ni region miize byt z imunoglobulinového téZkého fetézce, lehkého fetdzce (nebo z obou), nebo
Jejich analog nebo funkéni fragment. Takové CDR regiony, umisténé ve variabilnim regionu
protilatek (imunoglobulinit) mohou byt uréeny metodami zndmymi v oboru. Napfiiklad Kabat et
al., v ,,Sequences of Proteins of Immunological Interest“, 4. vydéni, U.S. Department of Health
and Human Services, National Institutes of Health (1987), popisuje pravidla pro lokalizaci CDR.
Krom¢ toho, jsou zndmé pocitatové programy, které jsou pouzitelné pro identifikaci CDR
regionl/struktur.
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»Druhy imunoglobulinovy partner* oznacuje jinou nukleotidovou sekvenci kodujici protein nebo
peptid, se kterym je prvni imunoglobulinovy partner fisovan v ramecku nebo pomoci volitelné
béZné linkerové sekvence (tj. operativné navazan). Vyhodné to je imunoglobulinovy gen. Druhy
imunoglobulinovy partner miize obsahovat sekvenci nukleové kyseliny kodujici cely konstantni
region pro stejnou (tj. homologni, kde prvni a druhd pozménéna protilatka jsou odvozeny ze stej-
n¢ho zdroje), nebo jinou (tj. heterologni) pozadovanou protilatku. MizZe to byt t&€zky nebo lehky
fetézec imunoglobulinu (nebo oba fetézce jako souéast jednoho polypeptidu). Druhy imunoglo-
bulinovy partner neni omezen urcitou tfidou nebo izotypem imunoglobulinu. Kromé toho, druhy
imunoglobulinovy partner mize obsahovat ¢ast konstantniho regionu imunoglobulinu, jak je
tomu u Fab nebo F(ab'), (tj. urcitou ¢ast vhodného lidského konstantniho regionu nebo regionu
pracovniho ramecku). Takovy druhy imunoglobulinovy partner mize také obsahovat sekvence
kodujici integralni membranovy protein pfitomny na zevnim povrchu hostitelské buiiky, napii-
klad jako ¢4st fagové zobrazovaci knihovny, nebo sekvenci kodujici protein pro analytickou nebo
diagnostickou detekci, napfiklad kienovou peroxidasu, B—galaktosidasu, atd.

Terminy Fv, Fc, Fd, Fab, Fab’ nebo F(ab'), jsou pouZity ve standardnich vyznamech. Viz
napiiklad Harlow et al., v ,, Antibodies A Laboratory Manual“, Cold Spring Harbor Laboratory
(1988).

Jak je zde pouzito popisuje ,zpracovana protilatka“ typ pozménéné protilatky, tj. kompletni
syntetickou protildtku (naptiklad chimerickou nebo humanizovanou protilatku v protikladu
k fragmentu protilatky), ve které je &ast variabilnich domén lehkého a/nebo tézkého fetézce
vybrané akceptorové protildtky nahrazena analogickou &asti zjedné nebo z vice darcovskych
protilatek, které maji specificitu pro vybrany epitop. Napfiklad, takové molekuly mohou zahrno-
vat protilatky charakterizované humanizovanym tézkym fetézcem asociovanym s nemodifikova-
nym lehkym fetézcem (nebo chimerickym lehkym fetézcem), nebo naopak. Zpracované proti-
latky mohou byt také charakterizovany alteraci sekvenci nukleovych kyselin kodujicich pracovni
regiony variabilnich domén lehkych a/nebo t&zkych fetézcl akceptorové protilatky, ktera uchova-
va vazebnou specificitu darcovské protilatky. Tyto protilatky mohou obsahovat nahrazeni
Jednoho nebo vice CDR (vyhodné viech) akceptorové protilatky CDR z darcovské protilatky zde
popsané.

»Chimericka protilatka“ oznauje zpracovanou protilatku, ktera obsahuje piirozené variabilni
regiony (lehkého fetézce a tézkého Fetdzce) odvozené od darcovské protilatky ve spojeni
s konstantnimi regiony lehkého fetézce a t&zkého Fetézce odvozenymi z akceptorové protilatky.

»Humanizovana protilatka“ oznaluje typ zpracované protilatky majici své CDR odvozené
z non-lidského darcovského imunoglobulinu a zbyvajici imunoglobulinové &asti molekuly jsou
odvozeny od jednoho nebo vice imunoglobulini. Kromé& toho, zbytky pracovniho ramecku
mohou byt pozménény tak, aby byla zachovana vazebna afinita. Viz naptiklad Queen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029 — 10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technology 9: 421 (1991).

Termin ,,darcovska protilatka“ oznaduje monoklonalni nebo rekombinantni protilatku, ktera je
kodovéana sekvencemi nukleové kyseliny pro své variabilni regiony, CDR nebo jejich jiné
funkeni fragmenty nebo analogy prvniho imunoglobulinového partnera, takze je poskytnut
pozménény imunoglobulinovy kodujici region a vyslednd exprivovana pozménéna protilatka
s antigenni specificitou a neutralizatni aktivitou charakteristickou pro darcovskou protilatku.
Jednou darcovskou protilatkou vhodnou pro pouZiti v predkladaném vynalezu je mys$i mono-
klonalni protilatka s vlastni neutralizadni aktivitou oznadena BC2. Jinymi vhodnymi darcovskymi
protilatkami jsou mysi monoklonalni protilatky s vlastni neutralizaéni aktivitou oznagené BCl,
9E4(2)F4, 11G4(1)B9, HFXLC a HFXI.

Termin ,,akceptorova protilatka® oznatuje monoklonalni nebo rekombinantni protilatku hetero-
logni k darcovské protilatce, ktera ma vSechny, nebo &asti sekvenci nukleovych kyselin
kodujicich jeji regiony pracovnich rametkii lehkého fetézce a/nebo t&zkého fetézce a nebo
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konstantni regiony lehkého fetézce a/nebo tézkého fetézce prvniho imunoglobulinového partnera.
Vyhodné je akceptorovou protilatkou lidska protilatka.

»CDR® jsou definovany jako aminokyselinové sekvence komplementaritu uréujicich regiond
s protilatky, které jsou hypervariabilnimi regiony lehkych a tézkych fetézci imunoglobulinu. Viz,

naptiklad Kabat et al., v ,Sequences of Proteins of Immunological Interest®, 4. vydani, U.S.

Department of Health and Human Services, National Institutes of Health (1987). Ve variabilni

¢asti imunoglobulinu jsou tfi CDR nebo CDR regiony v tézkém fetézci a tfi v lehkém fetézci.

Proto, ,,CDR®, jak je zde pouzZito, oznacuje vSechny tfi CDR tézkého fetézce, nebo vechny t¥i
10 CDR lehkého fetézce, nebo vechny CDR lehkého a tézkého fetézce, jak je to vhodné.

CDR obsahuje vétsinu kontaktnich zbytki pro vazbu protilatky na antigen nebo epitop. Pozado-
vané CDR v tomto vynalezu jsou odvozeny z variabilnich sekvenci lehkych a téZkych fetézch
darcovské protilatky a zahrnuji analogy pfirozenych CDR, kde tyto analogy také maji nebo si

15 uchovavaji stejnou antigenni vazebnou specificitu a/nebo neutralizaéni schopnost jako darcovska
protilatka, ze které jsou odvozeny.

»Vlastnit stejnou antigenni vazebnou specificitu a/nebo neutralizaéni schopnost znamena, napfi-
klad, Ze atkoliv mAb BC2 miize byt charakterizovana ur¢itou hladinou neutralizaéni aktivity

20 svlastnim omezenim, mize mit CDR kodovany sekvenci nukleové kyseliny BC2 ve vhodném
prostfedi nizSi nebo vyssi aktivitu. Predpoklada se, Ze CDR BC2 v takovém prostiedi budou
nicméné rozpoznavat stejny epitop jako BC2.

»Funkni fragment™ je Cast variabilni sekvence lehkého nebo tézkého fetézce (napf. drobné

25 delece na amino nebo na karboxy konci variabilniho regionu imunoglobulinu), kter si uchovava
stejnou antigenni vazebnou specificitu a/nebo neutraliza¢ni schopnost jako protilatka, ze které byl
fragment odvozen.

,»Analog® je aminokyselinova sekvence modifikovana alespoti jednou aminokyselinou, kde uve-
30 dend modifikace miize byt chemicka nebo substituce nebo preskupeni nékolika aminokyselin (t].

na vice nez 10), kde tato modifikace umoziiuje zachovani biologickych charakteristik aminokyse-

linové sekvence, naptiklad antigenni specificity a vysoké afinity, stejnych jako u nemodifikované

sekvence. Pfiklady analogli zahrnuji silentni mutace, které mohou byt konstruovany substituci,

pro vytvofeni ur€itych restrikénich mist pro endonukleasy v nebo v okoli CDR-kodujicich
35 regiond.

Analogy mohou také vznikat v disledku alelickych variaci. ,,Alelicka variace nebo modifikace*
Je alterace v sekvenci nukleové kyseliny kodujici aminokyselinové nebo peptidové sekvence
podle pfedkladaného vyndlezu. Takové variace nebo modifikace mohou byt zpisobeny
degeneraci genetického kodu nebo mohou byt zamémé& vytvoreny pro vznik poZadovanych

40 charakteristik. Tyto variace nebo modifikace mohou, ale nemusi vést k alteraci v jakékoliv
kodované aminokyselinové sekvenci.

Termin ,.efektorové €inidlo™ oznaCuje neproteinové molekulové nosie, se kterymi mohou byt

pozmeénéné protilatky a/nebo prirozené nebo syntetické lehké nebo t&7ké fetézce darcovské proti-

45 latky nebo jiné fragmenty darcovské protilatky asociovany béznymi prostiedky. Takové neprotei-

nové nosi¢e mohou zahrnovat konvenéni noside pouzivané v oblasti diagnostiky, napiiklad

polystyrenové nebo jiné plastové koralky, polysacharidy, naptiklad jak jsou pouzity v BIAcore

(Pharmacia) systému, nebo jiné neproteinové substance pouZitelné v oblasti mediciny a bezpe¢né

pro podani lidem a zvifatim. Jina efektorova ¢inidla mohou obsahovat makrocykly, pro chelaci

I 50 atomi téZkych kovi nebo radioizotopii. Takova efektorova &inidla mohou byt také uZitedna pro
zvyseni polocasu pozménénych protilatek, napiiklad jako tomu je u polyetylenglykolu.

Pro pouZiti pfi konstrukei protilatek, pozménénych protilatek a fragmenti podle piedkladaného
vynalezu mohou byt pouZity jiné nez lidské druhy, jako je hovézi dobytek, ovce, opice, kuiata,




20

25

30

35

40

45

50

CZ 299452 B6

hlodavci (naptiklad mysi a krysy) pro generovani pozadované imunoglobulinu za imunizace
s lidskym koagula¢nim faktorem, vyhodné faktorem IX/IXa, X/Xa, XI/XIa, VIII/VIlla a V/Va,
VII/VIla nebo trombinem nebo peptidovym epitopem znich odvozenym. Pro ziskani hybri-
domnich bunéénych linii secernujicich non—lidské mAb k pfislusnému koagulaénimu faktoru
Jjsou pouzity bézné hybridomni techniky. Takové hybridomy jsou potom vySetiovany na vazbu za
pouziti faktorem IX/IXa, X/Xa, XI/Xla, VIII/Vllla, a V/Va, VII/VIla nebo trombinem potaze-
nych 96—jamkovych ploten, jak je popsano v ¢asti Piikladd, nebo alternativné biotinylovanym
faktorem 1X/IXa, X/Xa, XI/Xla, VIII/VIlla a V/Va, VII/Vlla nebo trombinem navdzanym na
plotnu potazenou streptavidinem. Alternativné mize byt vytvofena plné lidskda mAb za pouziti
technik dobfe znamych v oboru a pouzitych v tomto vynélezu.

Jednim ptikladem mAb s vlastni omezenou neutraliza¢ni aktivitou podle pfedkladaného vynalezu
je mAb BC25, mysi protilatka, ktera mize byt pouzita pro vyvoj chimerické nebo humanizované
molekuly. BC2 mAb je charakterizovana inhibi¢ni aktivitou s vlastnim omezenim na sraZeci &as.
Jak je méfeno APTT testem zpuisobuje Gi¢inek BC2 mAb na &as srdZeni maximalni hodnoty okolo
100 sekund. BC2 mAb se také vaze na faktor IXa, inhibuje konversi faktoru IX na IXa a inhibuje
aktivitu faktoru Xla. Kofaktory ve form& dvojmocnych kovi jsou nutné pro aktivitu, kdy mAb
vykazuje vyssi preferenci pro Ca’" nez pro Mn®". Pozorovana ICs, v APTT testu je priblizné
50 nM. BC2 mAb vykazuje mezidruhovou zkfizenou reaktivitu s krysami a jeji izotyp je 1gG2a.

DalSimi vhodnymi darcovskymi protilatkami jsou mysi mAb BC1, 9E4(2)F4 a 11G4(1)B9. Tyto
mAb jsou charakterizovany inhibi¢ni aktivitou svlastnim omezenim na sraZeci &as. Jak je
méfeno APTT testem zplsobuje ucinek téchto mAb na as sraZeni maximalni hodnoty okolo 90
az 100 sekund pro 9E4(2)F4 a okolo 80 sekund pro 11G4(1)B9. BC1 mAb se také vaze na faktor
[Xa, inhibuje aktivitu faktoru IXa, ale neinhibuje konversi faktoru IX na IXa. Kofaktory ve formé
dvojmocnych kovil nejsou nutné pro jeji aktivitu. Pozorovana ICs, v APTT testu je pfiblizné
35 nM. BC2 mAb je izotyp IgG1.

Jesté jinou vhodnou darcovskou protilatkou charakterizovanou inhibiéni aktivitou s vlastnim
omezenim na srazeci ¢as je mysi mAb HFXLC. Jak je mé&teno APTT testem zplisobuje tidinek
HFXLC mAb na ¢as srazeni maximalni hodnoty okolo 50 az 60 sekund. HFXLC mAb se také
vaze na lehky retézec faktoru X a inhibuje aktivitu faktoru X/Xa. Pozorovana ICs, v APTT testu
Jje priblizné 20 nM.

Jest¢ jinou vhodnou darcovskou protilatkou charakterizovanou inhibiéni aktivitou s vlastnim
omezenim na srazeci ¢as je mysi mAb HFXI. Jak je méfeno APTT testem zplsobuje uéinek
HFXI mAb na Cas srazeni maximalni hodnoty okolo 100 sekund. HFXI mAb se také vaZe na
faktor XI a inhibuje aktivitu faktoru X1/XIa. Pozorovana ICsy v APTT testu je piiblizné 30 nM.

Ackoliv neni zamyslena vazba na jakoukoliv jednotlivou teorii tykajici se mechanismu G&inku,
zda se, ze tyto mAb reguluji koagulaci nekompetitivnim nebo alosterickym mechanismem, &imz
je dosaZeno pouze Caste¢né inhibice.

Tento vynélez neni omezen na pouziti BC1, BC2, 9E4(2)F4, 11G4(1)B9, HFXLC, HFXI nebo
Jejich hypervariabilnich (tj. CDR) sekvenci. Jakékoliv jina vhodna vysokoafinitni protilatka cha-
rakterizovand neutraliza¢ni aktivitou s vlastnim omezenim a odpovidajicimi CDR miZe za né byt
substituovdna. Identifikace dércovské protilatky v nasledujicim popisu jako BCI1, BC2,
9E4(2)F4, 11G4(1)B9, HFXLC nebo HFXI je provedena pouze pro ilustraci a zjednoduseni
popisu.

Predkladany vynélez také obsahuje pouziti Fab fragmenti nebo F(ab'), fragmenti odvozenych od
protilatek proti uritym lidskym koagulanim faktorim nebo kofaktoriim. Tyto fragmenty jsou
pouZitelné jako €inidla majici vlastni omezenou neutraliza&ni aktivitu proti koagula¢nim fakto-
rim, vyhodné proti faktordm IX/[Xa, X/Xa, XI/XIa, VIII/VIIla, a V/Va, VII/VIla nebo trombinu
Fab fragment obsahuje cely lehky fetézec a amino koncovou &ast tézkého fetézce. F(ab'), je
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fragment tvoteny Fab fragmenty spojenymi disulfidovymi vazbami. mAb BC1, BC2, 9E4(2)F4,
11G4(1)B9, HFXLC a HFXI a dalsi podobné protilatky s vysokou afinitou jsou zdroje pro Fab
fragmenty a F(ab’), fragmenty, které mohou byt ziskany b&znymi prostiedky, naptiklad $t€penim
mAb vhodnymi proteolytickymi enzymy, papainem a/nebo pepsinem, nebo rekombinantnimi
metodami. Tyto Fab a F(ab'), fragmenty jsou pouzitelné sami o sobé jako terapeuticka, pro-
fylakticka nebo diagnosticka ¢inidla, a jako darci sekvenci obsahujicich variabilni regiony a CDR
sekvence pouzitelné pro tvorbu rekombinantnich nebo humanizovanych protilatek jak je zde
popsano.

Fab a F(ab’), fragmenty mohou byt konstruovany pomoci kombinatorialnich fagovych knihoven
(viz naptiklad Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433 — 455 (1994)) nebo pomoci presku-
povani imunoglobulinovych fetézcl (viz napiiklad Marks et al., Bio/Technology, 10: 779 — 783
(1992)), kde oba odkazy jsou zde uvedeny ve své uplnosti, kde je imunoglobulinovy Fd neo vy
zvybrané protilatky (naptiklad BC2) asociovan s repertoarem imunoglobulinovych lehkych
fet€zcl, v (nebo vk) za vzniku novych Fab. Naopak, imunoglobulinovy lehky fetézec z vybrané
protilatky mize byt asociovan s repertoarem imunoglobulinovych t&Zkych fetézcl, vy (nebo Fd)
za vzniku novych Fab. Fab proti faktoru IX s neutralizadni aktivitou s vlastnim omezenim mohou
byt ziskany asociaci Fd mAb BC2 s repertoarem imunoglobulinovych lehkych fetézci. Proto je
mozné ziskat neutralizatni Fab s jedine¢nou sekvenci (nukleotidovou a aminokyselinovou)
technikou preskupovani fetézci.

mAb BC2 a dalsi protilatky popsané vyse mohou mit sekvence, jako jsou variabilni peptidové
sekvence tézkych a/nebo lehkych fetézcii, sekvence pracovnich rameckii, CDR sekvence, funkéni
fragmenty a jejich analogy, a nukleotidové sekvence, které je koduji, pouzitelné pfi vyvoji a
ziskani rdznych pozménénych protilatek, které jsou charakterizovany antigenni vazebnou
specificitou darcovské protilatky.

Sekvence nukleovych kyselin podle ptedkladaného vynalezu, nebo jejich fragmenty, kodujici
variabilni peptidové sekvence lehkého fetézce a t&zkého fetézce, jsou také uzite¢né pro muta-
genni vloZeni specifickych zmén do sekvence nukleovych kyselin kodujicich CDR nebo regiony
pracovniho ramecku a pro inkorporaci vyslednych modifikovanych nebo fisnich sekvenci
nukleové kyseliny do plasmidu pro expresi. Naptiklad, silentni substituce v nukleotidové sekven-
ci pracovniho réametku a CDR kodujicich regioni miize byt pouZita pro vytvofeni mist pro
restrikéni enzymy, ktera usnadni inserci mutovanych CDR a/nebo regionti pracovnich ramegki.
Tyto CDR kodujici regiony mohou byt pouzity pfi konstrukci humanizovanych protilatek podle
predkladaného vynalezu.

Sekvence nukleovych kyselin a aminokyselin pro variabilni region t&7kého fetézce BC2 jsou
uvedeny v SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 7. CDR sekvence z tohoto regionu jsou uvedeny
v SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 a SEQ ID NO: 10.

Sekvence nukleovych kyselin a aminokyselin pro variabilni region lehkého fetézce BC2 jsou
uvedeny v SEQ ID NO: 6 a SEQ IDNO: 11. CDR sekvence z tohoto regionu jsou uvedeny
v SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 a SEQ ID NO: 14.

Vzhledem k degeneraci genetického kodu mohou byt konstruovany riizné kodujici sekvence,
které koduji variabilni aminokyselinové sekvence lehkého a t&7kého fetézce a CDR sekvence
podle predkladaného vynilezu, stejné jako jejich funkéni fragmenty a analogy, které maji anti-
genni spcificitu darcovské protilatky. Izolované sekvence nukleovych kyselin podle predklada-
né¢ho vynalezu, nebo jejich fragmenty, kodujici variabilni peptidové sekvence fetézeii nebo CDR
mohou byt pouZity pro produkei pozménénych protilatek, napiiklad chimerickych nebo humani-
zovanych protilatek, nebo jinak zpracovanych protilatek podle predkladaného vynalezu, pokud
Jsou operativné navazany s druhym imunoglobulinovym partnerem.

Meélo by byt uvedeno, ze kromé& izolovanych sekvenci nukleovych kyselin kodujicich &asti
pozménéné protilatky a protilatek jak jsou zde popsiny obsahuje predkladany vynalez také dalsi
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takové sekvence nukleovych kyselin, jako jsou sekvence komplementarni k pfirozenym CDR—
kodujicim sekvencim nebo sekvence komplementarni k modifikovanym lidskym regionim pra-
covnich rameckii sousedicich s CDR—kodujicimi regiony. Pouzitelné DNA sekvence zahrnuji ty
sekvence, které hybridizuji s DNA sekvencemi za pfisnych hybridizaénich podminek. Viz T.
Maniatis et al., Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory
(1982), str. 387 — 389. Piikladem takovych pfisnych hybridizaénich podminek je hybridizace p¥i
4xSSC pii 65 °C, néasledovand promytim v 0,I1xSSC pii 65°C po dobu jedné hodiny.
Alternativné, pfisnymi hybridiza¢nimi podminkami je 50% formamid, 4xSSC pti 42 °C. Vyhod-
né maji tyto hybridizujici DNA sekvence délku alespoii 18 nukleotidd, tj. p¥iblizn& délku CDR.

Pozménéné imunoglobulinové molekuly mohou kodovat pozménéné protilatky, kam patii zpra-
cované protilatky jako jsou chimerické protilatky a humanizované protilatky. Pozadovany
pozménény imunoglobulinovy kodujici region obsahuje CDR-kodujici regiony, které koduji
peptidy majici antigenni specificitu protilatky proti faktoru [X/IXa, X/Xa, XI/Xla, VIII/VIla a
V/Va, VII/VIla nebo trombinu, vyhodné protilatky s vysokou afinitou, jako jsou ty, které
poskytuje pfedkladany vynalez, insertované do prvniho imunoglobulinového partnera, jako je
region lidského pracovniho ramecku nebo lidsky variabilni imunoglobulinovy region.

Vyhodné je prvni imunoglobulinovy partner operativné navazin na druhy imunoglobulinovy
partner. Druhy imunoglobulinovy partner je definovan vyse a miize obsahovat sekvence kodujici
druhy pozadovany region protilatky, naptiklad Fc region. Druhy imunoglobulinovy partner miize
také obsahovat sekvence kodujici jiny imunoglobulin, se kterym je konstantni region lehkého
nebo tézkého fetézce fiisovan v ramecku nebo pomoci linkerové sekvence. Zpracované protilatky
proti funkénim fragmentim nebo analogim koagulagnich faktorti mohou byt vyvinuty tak, aby
vyvolavaly zvysenou vazbu se stejnou protilatkou.

Druhy imunoglobulinovy partner mize byt také asociovén s efektorovym &inidlem definovanym
vySe, v&etn€ neproteinovych nosi¢ovych molekul, na které miize byt druhy imunoglobulinovy
partner operativné navazan b&éznymi prostfedky.

Fise nebo vazba mezi druhym imunoglobulinovym partnerem, naptiklad protilatkovou sekvenci,
a efektorovym Cinidlem, miize byt zprostfedkovana jakymikoliv vhodnymi prostiedky, naptiklad
béZnymi kovalentnimi nebo iontovymi vazbami, proteinovou fusi nebo hetero—bifunk&nimi
zesitovacimi €inidly, napfiklad karboimidem, glutaraldehydem a podobné. Takové techniky jsou
v oboru zndmé a jsou popsané v b&znych chemickych a biochemickych textech.

Déle, bézné linkerové sekvence, které jednoduSe dodavaji dostatedny prostor mezi druhym
imunoglobulinovym partnerem a efektorovym &inidlem mohou také byt konstruovany do pozmé-
néného imunoglobulinového kodujiciho regionu. Vyvoj takovych linkeri je v oboru dobfe znam.

Kromé toho, pro zvySeni exprese mohou byt signalni sekvence pro molekuly podle pred-
kladaného vynélezu modifikovany technikami v oboru znamymi.

Vyhodnd pozménénd protilatka obsahuje peptidové nebo proteinové sekvence variabilniho
lehkého a/nebo t€zkého Fetézce majici antigenni specificitu mAb CB2, napiiklad vy a v, fetézce.
Jesté dalsi vyhodna protilatka podle predkladaného vynalezu je charakterizovéana aminokyse-
linovou sekvenci obsahujici alespoii jeden, a vyhodn& vechny, CDR variabilniho regionu
t€zkeho a/nebo lehkého fetézce molekuly mysi protilitky BC2 a zbyvajici sekvence odvozené
z lidského zdroje, nebo jeho funkéniho fragmentu nebo analogu.

V jeste dalSim provedeni miize byt pozménéna protilatka podle predkladaného vynalezu ptipo-
Jena na dalsi ¢inidlo, naptiklad, rekombinantni DNA technologie miize byt pouzita pro produkci
pozménéné protilatky podle predkladaného vynélezu, ve které je Fc fragment nebo CH2 CH3
doména kompletni molekuly protilatky nahrazena enzymem nebo jinou detekovatelnou
molekulou (tj. polypeptidovym efektorem nebo reporterovou molekulou).
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Druhy imunoglobulinovy partner miize byt také operativné navazan na neimunoglobulinovy
peptid, protein nebo jeho fragment heterologni k CDR obsahujici sekvenci majici antigenni
specificitu pro koagulaéni faktor, vyhodné pro faktor IX/IXa, X/Xa, X1/Xla, VIII/VIlla, a V/Va,
VII/VIIa nebo trombin. Vznikly protein mize po expresi vykazovat jak antigenni specificitu, tak
charakteristiky non-imunoglobulinu. Tyto charakteristiky fasniho partnera mohou byt, napfiklad,
funkéni charakteristiky jako je jina vazba nebo receptorovd doména nebo terapeutické
charakteristiky, pokud je fusni partner sam o sobé& terapeutickym proteinem nebo dalsi antigenni
charakteristiky.

Dalsi vyhodny protein podle predkladaného vynalezu miiZze obsahovat kompletni molekulu
protilatky, majici kompletni lehky a tézky fetézec nebo jakykoliv jejich fragment, jako je Fab
nebo F(ab’), fragment, dimer tézkych fetézci nebo jejich jakykoliv minimalni rekombinantni
fragment, jako je Fy nebo jednofetézcova protilatka (SCA) nebo jakoukoliv jinou molekulu se
stejnou specificitou jako méa vybrana darcovskd mAb BC1, BC2, 9E4(2)F4, 11G4(1)B9, HFXLC
nebo HFXI. Takovy protein miZe byt pouzit ve form& pozménéné protilatky nebo miize byt
pouzit ve své nefusované formé.

Pokud je druhy imunoglobulinovy partner odvozen od protilatky jiné nez od darcovské proti-
latky, napfiklad od pracovniho ramec¢ku nebo konstantnich regionii jakéhokoliv izotypu nebo
tfidy imunoglobulinu, vznikla zpracovana protilatka. Zpracované protilatky mohou obsahovat
imunoglobulinové (Ig) konstantni regiony a variabilni regiony pracovniho rame¢ku z jednoho
zdroje, naptiklad z akceptorové protilatky, a jeden nebo vice (vyhodné vsechny) CDR z dércov-
ské protilatky, napiiklad z protilatek proti faktoru IX/IXa, X/Xa, XI/Xla, VIII/VIlla a V/VA,
VII/VIla nebo trombinu, které jsou zde popsany. Kromé& toho, mohou byt provedeny takové
alterace, napfiklad delece, substituce nebo adice, variabilnich domén pracovniho ramecku
lehkého a/nebo t€zkého fetézce akceptorové protilatky, nebo CDR regioni dércovské protilatky,
které zachovavaji antigenni vazebnou specificitu darcovské protilatky.

Takové zpracované protilatky jsou navrzeny tak, aby vyuzivaly jeden (nebo oba) variabilni lehké
a/nebo t€zké fetézce mAb proti koagulaénimu faktoru (volitelné modifikované jak je zde
popsano) nebo jeden nebo vice CDR lehkého nebo t&7kého fetézce. Zpracované protilatky podle
pfedkladaného vynalezu vykazuji neutralizaéni aktivitu s vlastnim omezenim.

Takové zpracované protilitky mohou obsahovat humanizované protilatky obsahujici regiony
pracovniho rame¢ku vybraného lidského imunoglobulinu nebo subtypu nebo chimerické proti-
latky obsahujici konstantni region lidskych lehkych a t&zkych fetézci fasovany s funk&nimi
fragmenty protilatky proti koagulaénimu faktoru. Vhodné lidské (nebo jiné zvifeci) akceptorové
protilatky mohou byt vybrany z konven¢ni databaze, jako je naptiklad KABAT® databéze, Los
Alamos databaze, a Swiss Protein databéaze, podle homologie s nukleotidovymi a aminokyselino-
vymi sekvencemi darcovské protilatky. Lidska protilatka charakterizovana homologii s regiony
pracovnich rameckii darcovské protilatky (na arovni aminokyselin) miize byt vhodna pro dodani
variabilniho regionu pracovniho rametku t&zkého fetézce pro inserci CDR z darcovské proti-
latky. Vhodna akceptorova protilatka schopné dodani variabilniho regionu pracovniho ramecku
lehkého fetézce mize byt vybrana podobnym zpiisobem. Mélo by byt uvedeno, Ze neni nutné,
aby t€Zké a lehké fetézce akceptorové protilatky pochazely ze stejné akceptorové protilatky.

Vyhodn€ jsou heterologni pracovni rametky a konstantni regiony vybrany ze t¥id a izotypl
lidskych protilatek, jako jsou IgG (subtypy 1 az 4), IgM, IgA a IgE. Nicméné, akceptorova
protilatka nemusi obsahovat pouze lidské imunoglobulinové proteinové sekvence. Napfiklad,
miZe byt konstruovan gen, ve kterém je DNA sekvence kodujici &ast lidského imunoglobu-
linového fetézce flisovana na DNA sekvenci kodujici neimunoglobulinovou aminokyselinovou
sekvenci jako je polypeptidovy efektor nebo reporterova molekula.
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Zejména vyhodna humanizovana protilitka obsahuje CDR BC2 insertované do regioni pracov-
niho rémecku vybrané lidské protilatkové sekvence. Pro neutralizaéni lidské protilatky jsou
jeden, dva nebo vyhodn& tfi CDR z variabilnich regionii t&ézkého a/nebo lehkého fetézce
protilatky proti faktoru IX insertovany do regionii pracovniho rametku vybrané lidské proti-
latkové sekvence, takze nahrazuji pfirozené CDR této druhé uvedené protilatky.

Vyhodné, u humanizované protilatky, byla variabilni doména v obou lidskych t&zkych a lehkych
fetézcich upravena nahrazenim jednoho nebo vice CDR. Je mozné pouzit viech Sest CDR, nebo
Je mozné pouzit rizné kombinace méné nez Sesti CDR. Vyhodné je nahrazeno viech Sest CDR.
Je mozné nahradit CDR pouze v lidském t&Zkém fetézci a pouzit jako lehky Fetézec nemodi-
fikovany lehky fetézec z lidské akceptorové protilatky. Jesté jako jina alternativa mize byt
kompatibilni lehky fetézec vybran z jiné lidské protildtky za pouziti konvenéni databaze proti-
latek. Zbytek zpracované protilitky mize byt odvozen od jakéhokoliv vhodného lidského
akceptorového imunoglobulinu.

Zpracovana humanizovana protilitka tak vyhodn& mé strukturu pfirozené lidské protilatky nebo
Jejiho fragmentu a méa kombinaci vlastnosti nutnych pro G&inné terapeutické pouZiti, naptiklad
pro lé¢bu trombotickych nebo embolickych onemocnéni u lidi.

Nejvyhodnéji maji humanizované protilatky aminokyselinové sekvence tézkého fetézce uvedené
v SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 52 nebo SEQ ID NO: 89. Také nejvyhodnéjsi maji humani-
zované protilatky aminokyselinové sekvence lehkého fetézce uvedené v SEQ ID NO: 44, SEQ ID
NO: 57, SEQ IDNO: 62, SEQ IDNO: 74, SEQ ID NO: 78 nebo SEQ ID NO: 99. Zejména
vyhodna je humanizovand protilitka SB 249413, kde t&Zky fetézec ma aminokyselinovou
sekvenci danou v SEQ ID NO: 31 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ
ID NO: 44. Také zejména vyhodna je humanizovana protilatka SB 249415, kde tézky tetézec ma
aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ IDNO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou
sekvenci danou v SEQ ID NO: 57. Také zejména vyhodna Je humanizovana protilatka SB
249416, kde t€zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky
fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 62. Také zejména vyhodna je
humanizovana protilatka SB 249417, kde tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou
v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 74. Také
zejména vyhodnd je humanizovana protilatka SB 257731, kde tézky fetézec méa aminokyse-
linovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetdzec ma aminokyselinovou sekvenci danou
v SEQ IDNO: 78. Také zejména vyhodné je humanizovana protilatka SB 257732, kde tézky
fet€zec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 89 a lehky fetézec ma amino-
kyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 99.

Odbornikim v oboru bude jasné, 7e zpracovana protildtka mize byt dle modifikovana zmé&nami
v aminokyselinovych variabilni domény bez nezbytného ovlivnéni specificity a vysoké afinity
darcovské protilatky (tj. analog). Predpoklada se, e aminokyseliny té7kého a lehkého fetézce
mohou byt substituovany jinymi aminokyselinami v pracovnim rémeéku variabilni domény nebo
vCDR nebo vobou. Tyto substituce mohou byt dodany darcovskou protilatkou nebo
konsensualnimi sekvencemi z urgité podskupiny.

Kromé toho, konstantni region mize byt pozménén tak, aby se zvysily nebo snizily selektivni
vlastnosti molekul podle predkladaného vynélezu. Napfiklad, dimerizace, vazba na Fc receptory
nebo schopnost vazby a aktivace komplementu (viz naptiklad Angal et al., Mol. Immunol. 30:
105— 108 (1993), Xu et al, J. Biol. Chem. 269: 3469 — 3474 (1994), Winter et al.,
EP-307434-B).

Pozménéna protilatka, ktera je chimerickd protilatka, se lisi od humanizovanych protilatek
popsanych vyse tim, Ze obsahuje uplné variabilni regiony tézkého a lehkého fetézce non—lidské
darcovské protilatky, véetn& regiond pracovniho rémedku, v asociaci s konstantnimi regiony
lidského imunoglobulinu pro oba fetézce. Predpoklada se, 7e chimerické protilatky, které maji
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dal$i non-lidské sekvence vzhledem k humanizovanym protilatkim podle piedkladaného
vynalezu, mohou vyvoldvat signifikantni imunitni odpovéd’ u lidi.

Takové protilatky jsou pouZitelné pro prevenci a 1é¢bu trombotickych a embolickych
onemocnéni, jak je popsano dale.

Vyhodné jsou sekvence variabilnich lehkych a/nebo tézkych fetézcii a CDR mAb BC2 nebo jiné
vhodné darcovské protilatky, napt. BC1, BC2, 9E4(2)F4, 11G4(1)B9, HFXCL, HFXI a jejich
kodujici nukleotidové sekvence, pouzity pii konstrukci pozménénych protilatek, vyhodné huma-
nizovanych protilatek, podle piedkladaného vyndlezu v nasledujicim procesu. Stejné nebo
podobné techniky mohou byt také pouzity pro vyvoj jinych provedeni ptedkladaného vynalezu.

Hybridom produkujici vybranou darcovskou protilatku, napfiklad mysi protilatku BC2, je
konvencné klonovan a DNA jejich variabilnich regionii lehkych a tézkych fetézch je ziskdna
technikami znamymi odbornikim v oboru, napftiklad technikami popsanymi v Sambrook et al.,
»Molecular Cloning: A Laboratory Manual“, 2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory (1989).
Variabilni regiony té€zkého a lehkého fetézce BC2 obsahujici alespoti CDR kodujici regiony a ty
Casti regiond pracovniho ramecku variabilni domény lehkého a/nebo tézkého fetézce akceptorové
mADb, které jsou nutné pro zachovani vazebné specificity darcovské mAb, stejné jako zbylé od
imunoglobulinu—odvozené ¢asti protilatkového fetézce odvozené od lidského imunoglobulinu
Jsou ziskany za pouZiti polynukleotidového primeru a reversni transkriptasy. CDR kodujici
regiony jsou identifikovany za pouZiti znamé databaze a srovnanim s ostatnimi protilatkami.

Mysi/lidska chimericka protilatka mize byt potom pfipravena a miize byt testovana na vazebnou
schopnost. Takové chimerické protilatka obsahuje Gplné Vi, a V|, regiony non-lidské protilatky
v asociaci s konstantnimi regiony lidského Ig pro oba tetézce.

Homologni regiony pracovniho ramecku variabilniho regionu tézkého fetézce z lidské protilatky
jsou identifikovany za pouziti pogitadové databaze, napiiklad KABAT® a lidské protilatka majici
homologii s BC2 je vybrana jako akceptorova protilatka. Sekvence syntetickych variabilnich
regionii tézkého fetézce obsahujici BC2 CDR-kodujici regiony v pracovnich rameckach lidské
protilatky jsou navrzeny s volitelnou nukleotidovou nahradou v regionech pracovniho ramecku
pro vloZeni restrikénich mist. Tato navrzend sekvence je potom syntetizovana za pouZiti
dlouhych syntetickych oligomerd. Alternativné miZze byt navrzena sekvence syntetizovana
pomoci piesahujicich oligonukleotidi, amplifikovanych polymerasovou fetézovou reakei (PCR)
a s opravenymi chybami. Vhodny variabilni region pracovniho ramecku lehkého fetézce mize
byt navrZen stejnym zpisobem.

Humanizovand protilatka miize byt odvozena od chimerické protilatky, nebo vyhodné, mize byt
vyrobena synteticky inserci CDR regiond z lehkych a t&zkych fetdzct darcovské mAb do vybra-
nych pracovnich rame¢ki lehkého a tézkého fetézce. Alternativné mize byt humanizovana proti-
latka podle piedkladaného vynalezu pfipravena za pouziti standardnich technik mutagenese. Tak
vznikla humanizovana protilitka obsahuje lidské regiony pracovniho rame¢ku a CDR kodujici
regiony darcovské mAb. Potom mizZe prob&hnout nasledna manipulace se zbytky pracovniho
ramecku. Vznikld humanizovana protilatka miize byt exprivovana v rekombinantni hostitelské
burice, napiiklad COS, CHO nebo myelomové butice. Jiné humanizované protilatky mohou byt
pfipraveny za pouZiti této techniky na jinych vhodnych non-lidskych protilatkach specifickych
pro faktor IX nebo pro jiny koagula¢ni faktor, s neutralizaéni aktivitou s vlastnim omezenim a
vysokou afinitou.

Konven¢ni expresni vektor nebo rekombinantni plasmid je produkovan umisténim téchto
kodujicich sekvenci pro pozménénou protilatku v operativnim spojeni s konven&nimi regulacnimi
kontrolnimi sekvencemi schopnymi kontroly replikace a exprese v, a/nebo sekrece z, hostitelské
buiiky. Regulacni sekvence zahrnuji promotorové sekvence, napiiklad CMV promotor, a signalni
sekvence, které mohou byt odvozeny od znamych protilatek. Podobné muze byt produkovan
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druhy expresni vektor majici DNA sekvenci, kterd koduje lehky a téZky fetézec komplementarni
protilatky. Vyhodné je tento druhy expresni vektor identicky jako ten prvni, kromé kodujicich
sekvenci a selektovatelnych markerti, aby se co mozné nejlépe zajistila funkéni exprese kazdého
polypeptidového fetézce. Alternativné mohou byt kodujici sekvence pro tézky a lehky fetézec
pozmeénéné protilatky umistény v jednom vektoru.

Vybrané hostitelska burika je ko—transfektovana b&znymi technikami prvni a druhym vektorem
(nebo je jednoduse transfektovana jedinym vektorem) za vzniku transfektované hostitelské buitky
podle pfedkladaného vynalezu obsahujici bud’ rekombinantni, nebo syntetické lehké a t&7ké
fetézce. Transfektovana buiika je potom kultivovana b&znymi technikami za produkce zpracova-
né protilatky podle predklddaného vynalezu. Humanizovana protiltka, ktera obsahuje asociaci
rekombinantniho téZkého a/nebo lehkého fetézce je vySetfovana v kultufe vhodnym testem jako
Jje ELISA nebo RIA. Podobné konvenéni techniky mohou byt pouzity pro konstrukci jinych
pozménénych protilatek a molekul podle predkladaného vynalezu.

Vhodné vektory pro kroky klonovani a subklonovani pouzité ve zpiisobech a v konstrukei
pripravkii podle predkladaného vynalezu mohou byt vybrany odbornikem. Napiiklad, miize byt
pouzita pUC série klonovacich vektori, jako je pUC19, ktery je komeréné dostupny od doda-
vatelskych firem, jako je Amersham nebo Pharmacia. Kromé toho, pro klonovani mize byt
pouzit jakykoliv vektor, ktery je schopen snadné replikace, ma dostatek klonovacich mist a
selektovatelnych genti (napt. pro antibiotickou resistenci) a umoZiiuje snadnou manipulaci. Proto
neni vybér klonovaciho vektoru limitujicim faktorem v tomto vynélezu.

Podobné, vektory pouzité pro expresi zpracovanych protilatek podle predkladaného vynalezu
mohou byt vybrany odbornikem z jakychkoliv b&znych vektorii. Vektory také obsahuji vybrané
regulacni sekvence (jako jsou CMV promotory), které ¥idi replikaci a expresi heterolognich DNA
sekvenci ve vybrané hostitelské burice. Tyto vektory obsahuji vyse popsané DNA sekvence, které
koduji zpracovanou protilatku nebo pozménény imunoglobulinovy kodujici region. Kromé toho,
vektory mohou obsahovat vybrané imunoglobulinové sekvence modifikované inserci pozadova-
nych restrikénich mist pro snadnou manipulaci.

Expresni vektory mohou také byt charakterizovany geny vhodnymi pro amplifikaéni expresi
heterolognich DNA sekvenci, napfiklad sav&iho genu pro dihydrofolat reduktasu (DHFR). Dalsi
vyhodné vektorové sekvence obsahuji poly A signalni sekvence, jako je sekvence z hovéziho
ristového hormonu (BGH) a promotorova sekvence pro betaglobin (betaglopro). Expresni
vektory zde pouZitelné mohou byt syntetizovany technikami, které jsou odbornikiim v oboru
dobfe znamé.

Slozky takovych vektord, napiiklad replikony, selekéni geny, enhancery, promotory, signalni
sekvence a podobné, mohou byt ziskany z komerénich nebo pFirodnich zdrojii nebo mohou byt
syntetizovany zndémymi postupy pro pouZiti v Fizeni exprese a/nebo sekrece produktu rekombi-
nantni DNA ve vybraném hostiteli. Jiné vhodné expresni vektory, kterych je mnoho znamo
v oboru pro expresi v sav¢ich, hmyzich, bakteridlnich, kvasinkovych buiikach a houbach, mohou
byt také vybrany pro tento aéel.

Predkladany vynélez také obsahuje bun&éné linie transfektované rekombinantnim plasmidem
obsahujicim kodujici sekvence zpracovanych protilatek nebo Jjejich pozménénych imunoglo-
bulinovych molekul. Hostitelské buiiky uzitené pro klonovani a Jiné manipulace s témito
klonovacimi vektory jsou také b&zné. Nicméng, nejvyhodngji jsou buriky kmeni E. coli pouzity
pro replikaci klonovacich vektord a v dal3ich krocich v konstrukci pozménénych protilatek podle
piedkladaného vynalezu.

Vhodné hostitelské buiiky nebo bun&ené linie pro expresi zpracovanych protilatek nebo pozmé-

nénych protilatek podle predkladaného vynalezu jsou vyhodng savéi buriky jako je CHO, COS,
fibroblasty (napiiklad 3T3) a myleoidni buiiky. Mohou byt pouzity lidské buriky, coz umoziiuje
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lidsky charakter glykosylace. Alternativné mohou byt pouzity jiné eukaryotické bun&éné linie.
Vybér vhodnych savcich hostitelskych bunék a zpisoby pro transformaci, kultivaci, amplifikaci,
vySetfovani a produkci produktu a pie¢isténi jsou v oboru dobfe znamé. Viz naptiklad Sambrook
et al., vySe.

Bakterialni butiky mohou slouzit jako hostitelské buiiky vhodné pro expresi rekombinantnich Fab
podle ptedklddaného vynélezu (viz napiiklad Pluckthun, A. Immunol. Rev. 130: 151 — 188
(1992)). Nicméné, vzhledem k tendenci proteinii exprivovanych v bakterialnich buiikich byt
v neskladané nebo nesprdvné skladané form& nebo v neglukosylované formé by mél byt
Jakykoliv rekombinantni Fab produkovany v bakterialnich buiikach vysetfovan na zachovani své
antigenni vazebné schopnosti. Pokud bude molekula exprivovana v bakterialni buiice produkova-
na ve spravné slozené form¢, pak bude bakterialni buitka vhodnym hostitelem. Naptiklad, rtizné
kmeny E. coli pouZité pro expresi jsou dobfe znamé jako hostitelské buiiky v oblasti biotechno-
logie. Mohou byt také pouzity rizné kmeny B. subtilis, Streptomyces nebo jinych bacilt a
podobné.

Pokud je to Zddouci, mohou byt také kvasinky pouZity jako hostitelské buiiky, jako je odbor-
nikim znédmo, stejné jako hmyzi buiiky, napf. Drosofilové a Lepidopterové a virové expresni
systémy. Viz naptiklad Miller et al., Genetic Engeneering 8: 277 — 298, Plenum Press (1986) a
odkazy zde citované.

Obecné metody, kterymi mohou byt konstruovany vektory podle predkladaného vynalezu, trans-
fekéni metody nutné pro produkei hostitelskych bungk podle predkladaného vynédlezu a kultivag-
ni metody nezbytné pro produkci pozménéné protilatky podle predkladaného vynélezu z tako-
vych hostitelskych bunék jsou vsechno b&zné techniky. Podobng, po produkei mize byt pozmé-
néna protilatka podle predkladaného vynalezu precisténa z obsahu bunééné kultury standardnimi
technikami, véetné srazeni siranem amonnym, afinitnich kolon, chromatografie na kolong, gelové
elektroforesy a podobné. Takové techniky jsou v oboru znamé a neomezuji tento vynalez.

Jesté jina metoda pro produkei humanizovanych protilatek miize vyuzivat expresi v transgennim
zvifeti, jak je popsino v patentu US 4 873 316. Tento patent se tyka expresniho systému
vyuzivajiciho zvifeciho kaseinového promotoru ktery, pokud je transgenné inkorporovan do
savce, umoziiuje samicim produkovat pozadovany rekombinantni protein v jejich mléce.

Po expresi vhodnou metodou je zpracovana protilatka potom vySetfovana na svou in vitro
aktivitu za pouZiti vhodného testu. V soudasnosti jsou b&Zné ELISA testované formaty pouzity
k hodnoceni kvalitativni a kvantitativni vazby zpracované protilatky na faktor IX nebo na jiny
vhodny koagula¢ni faktor. Kromé& toho, mohou byt pouzity také jiné in vitro testy pro ovéfeni
neutralizaCni u¢innosti pfed naslednymi klinickymi studiemi na lidech, které Jjsou provedeny pro
hodnoceni pretrvavani zpracované protilatky v t&le pi obvyklych mechanismech klirens
protilatky.

Podle postupii popsanych pro humanizované protilatky piipravené z BC2 miize odbornik v oboru
také konstruovat humanizované protilatky z jinych darcovskych protilatek, sekvenci variabilnich
regiond a CDR peptidii, které jsou zde popsany. Zpracované protilatky mohou byt produkovany
s pracovnimi rameCky variabilnich regionii potencialné rozpoznavanymi jako ,,vlastni® pfijem-
cem zpracované protilatky. Mohou byt provedeny drobné modifikace pracovnich ramedkd
variabilniho regionu, které zpiisobi velké zvySeni vazby antigenu bez vyznamného zvyseni
imunogenicity pro pf{jemce. Takové zpracované protilatky mohou byt u¢inné pouzity pti 16¢bé
lidi s nemocemi zplsobenymi koagulatnimi faktory. Takové protilatky mohou byt také uZiteSné
v diagnostice takovych stavi.

Tento vynalez se také tyka zpiisobti pro inhibici trombézy u zvitat, zejména u lidi, které obsahuji
podani G¢inné dévky monoklonalni protilatky proti koaguladnimu faktoru majici neutralizaéni
aktivitu s vlastnim omezenim. Vyhodné je koaguladni faktor z vnitini nebo ze spole¢né koagu-
la¢ni drahy. Nejvyhodngji je monoklonélni protilatka proti koagula¢nimu faktoru anti—faktor IX,
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anti—faktor [Xa, anti—faktor X, anti—faktor Xa, anti—faktor XI, anti—faktor XIa, anti—faktor VIII,
anti—faktor VlIIla, anti—faktor V, anti—faktor Va, anti-faktor VII, anti—faktor VIIa nebo anti
trombinova protilatka. mAb mize zahrnovat jednu nebo vice zpracovanych protilitek nebo
pozménénych protilatek zde popsanych nebo jejich fragmenta.

Alternativné miiZe byt kyselina acetylsalicylova podana v kombinaci s monoklonélni protildtkou
proti koagulatnimu faktoru. V nékterych pripadech snizuje kombinovana terapie terapeuticky
tc¢innou davku monoklonalni protilatky proti koaguladnimu faktoru.

Terapeutickd odpovéd” produkovana pouzitim molekul podle ptedkladaného vynalezu je produ-
kovéana vazbou na pfislusny koagula¢ni faktor a naslednou inhibici koagulaéni kaskady, ktera ma
vlastni omezeni. Proto jsou molekuly podle predkladaného vynélezu, v pripravcich a formulacich
vhodnych pro terapeutické pouZiti, vysoce zadouci pro osoby nachylné k abnormalni srazliva
aktivita asociovand s, ale bez omezeni, infarktem myokardu, nestabilni anginou pectoris, fibrilaci
sini, mrtvici, poSkozenim ledvin, plicni embolii, trombdzou hlubokych Zil a arteficidlnimi organy
a protesami.

Pozménéné protilatky, protilatky a jejich fragmenty podle predkladaného vyndlezu mohou byt
také pouzity spolu s jinymi protilatkami, zejména s lidskymi mAb reaktivnimi s jinymi markery
(epitopy) odpovédnymi za stavy, pro které je zpracovana protilatka podle predkladaného
vynélezu uréena.

Terapeuticka ¢inidla podle predkladaného vynalezu by méla byt vhodna pro 1é¢bu abnormalnich
stavi srazeni krve od 1 dne do asi 3 tydnd, nebo podle potieby. Toto predstavuje vyznamnou
vyhodu oproti v soucasnosti pouzivanym antikoagulanciim heparinu a warfarinu. Davka a trvéni
1éEby souvisi s relativnim pietrvavanim molekul podle predkladaného vynalezu v lidské cirkulaci
a miZe byt upravena odbornikem na zakladg uréitého 1é¢eného stavu a celkového stavu pacienta.

Zpisob podani terapeutického ¢inidla podle pfedkladaného vynalezu miize byt jakykoliv zpiisob
vhodny pro podani €inidla pacientovi. Pozménéné protilatky, protilatky, zpracované protilatky a
Jejich fragmenty a farmaceutické pfipravky podle predkladaného vynalezu jsou zejména vhodné
pro parenteralni poddni, tj. subkutanni, intramuskularni, intravenosni nebo intranasalni podani.

Terapeuticka ¢inidla podle pfedkladaného vynalezu mohou byt pripravena jako farmaceutické
pfipravky obsahujici G¢inné mnoZstvi zpracované (naptiklad humanizované) protilatky podle
predkladaného vynélezu jako aktivni slozky ve farmaceuticky pfijatelném nosici. Alternativné
mize farmaceuticky pfipravek podle predkladaného vynélezu také obsahovat kyselinu acetylsali-
cylovou. V profylaktickém ¢inidle podle pfedkladaného vynélezu je preferovana vodna suspenze
nebo roztok obsahujici zpracovanou protilatku, vyhodné pufrovany na fyziologické pH, ve formé
piipravené pro injekci. Pfipravky pro parenteralni budou oby&ejné obsahovat zpracovanou proti-
latku podle predkladaného vynalezu nebo jejich smés rozpusténou ve farmaceuticky pfijatelném
nosici, vyhodné ve vodném nosi¢i. Mohou byt pouzZity rizné vodné nosice, naptiklad 0,4%
salinicky roztok, 0,3% glycin a podobng&. Tyto roztoky musi byt sterilni a prosté jakychkoliv
pfimési. Tyto roztoky mohou byt sterilizovany jakymikoliv béZnymi, dobfe zndmymi steriliza&ni-
mi technikami (naptiklad filtraci). Pfipravky mohou obsahovat farmaceuticky pfijatelné pomocné
substance, které jsou nutné pro pribliZeni se fyziologickym podminkam, jako jsou ¢inidla upra-
vujici pH a pufrovaci ¢inidla atd. Koncentrace protilatky podle piedkladaného vynalezu v takové
farmaceutické formulaci se mize velmi lisit, tj. od mén& nez asi 0,5 %, obvykle alespofi 1 %, aZ
do 15 % nebo 20 % hmotnosti a bude uréena hlavné na zakladé objemi kapaliny, viskozity atd.,
podle ur€itého vybraného zptisobu podani.

Proto, farmaceuticky pfipravek podle predkladaného vynalezu pro intramuskularni injekci bude
pripraven tak, aby obsahoval 1 ml sterilni pufrované vody a okolo 1 ng az asi 100 mg, naptiklad
od asi 50 ng do asi 30 mg nebo, vyhodng, od 5 do 25 mg, zpracované protilatky podle piedkla-
daného vynélezu. Podobng, farmaceuticky ptipravek podle predkladaného vynalezu pro intra-
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venosni infusi bude pfipraven tak, aby obsahoval asi 250 ml sterilniho Ringerova roztoku a okolo
1 do asi 30 mg a, vyhodné, od 5 do 25 mg, zpracované protilatky podle predkladaného vynalezu.
Soucasné zpilisoby pro piipravu pfipravki pro parenteralni podani jsou dobfe znamé nebo budou
znamé odbornikim v oboru a jsou podrobn&ji popsany, naptiklad, v ,Remington’s Pharma-
ceutical Science®, 15. vydani, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania.

Je vyhodné, aby terapeutické Cinidlo podle predkladaného vynélezu, pokud je ve farmaceutickém
pripravku, bylo v jednotkové davkové formé. Vhodna terapeuticky u¢inna davka mize byt odbor-
nikem v oboru snadno ur€ena. Pro G€innou 1é¢bu trombotickych nebo embolickych onemocnéni
u lidi nebo u jinych zvifat by méla byt jedna déavka asi 0,1 az asi 20 mg na kg télesné hmotnosti
proteinu nebo protilatky podle predkladaného vynalezu podana parenteralng, vyhodné i.v. nebo
i.m. Takova davka mize byt, pokud je to nutné, opakovéana ve vhodnych &asovych intervalech
uréenych oSetfujicim Iékafem v priibéhu odpovédi na terapii.

Protilatky, pozménéné protilatky nebo jejich fragmenty zde popsané mohou byt lyofilizované pro
uskladnéni a rekonstituované ve vhodném nosi¢i pred pouzitim. Tato technika byla ukazana jako
ucinna pro bézné imunoglobuliny a mohou byt pouzity v oboru znamé techniky pro lyofilizaci a
rekonstituci.

Predkladany vynalez bude nyni popsan s ohledem na nasledujici specifické, nelimitujici piiklady.

Priklady provedeni vynélezu

Ptiklad 1

Pfiprava a vySetfovani monoklonalnich protilatek proti faktoru IX

Samicim Balb/c my3i byl injekéné podan lidsky faktor IX preistény jak je popsano v Jenny, R.
et al., Prep. Biochem. 16: 227 — 245 (1986). Typicky dostala kazda mys pocate&ni injekei 100 ug
proteinu rozpusténého v 0,15 ml fosfatem pufrovaného salinického roztoku (PBS) ve smési
s 0,15 ml kompletniho Freundova adjuvans. Dosycovaci imunizace 50 ug proteinu v 0,15 ml PBS
s 0,15 ml inkompletniho Freundova adjuvans byly podavany pfiblizné dvakrat tydn& v pribehu 2
az 3 mesici. Po kone¢né dosycovaci davce bylo mysim podano 50 pg faktoru IX v PBS tii dny
pied fasi bun€k sleziny/myelomovych bunék. Buiiky sleziny byly izolovany z imunizovanych
mySi a fusovany s NS—1 myelomovymi buiikami (Kohler, G. et al., Eur. J. Immunol. 6: 292 —
295, (1976)), za pouziti polyethylenglykolu jak popisuje Oi, V.T. et al., v ,,Selected Methods in
Cellular Immunology*, Mishell, B. B. a Shigii, S. M. vyd., Freeman Press, San Francisco. Po fiisi
byly buriky resuspendovany v RPMI 1640 médiu obsahujicim 10% fetalni teleci sérum a aliquoty
byly umistény do kazdé jamky 24—jamkové plotny obsahujici 0,5 ml kondicionovaného média
pro buriky peritonealni lavaze. Nasledujici den bylo do kazdé jamky dodano 1,0 ml 2x 10 M
hypoxantinu, 8 x 107 M aminopterinu a 3,2 x 10° M thymidinu v RPMI 1640 médiu obsahu-
Jicim 10% fetalni teleci sérum. Butiky byly vyZivovany po dobu 3 a7 4 dni odstranénim poloviny
média a nahrazenim této poloviny Serstvym médiem obsahujicim 1 x 10 M hypoxantinu a 1,6 x
10~ M thymidinu.

Priblizn€ o dva tydny pozd&ji byl 1,0 ml hybridomniho média odebran z kazdé jamky a byl testo-
van na protilatky proti faktoru IX za pouziti ELISA testu jak je popsan v Jenny, R. J. et al,,
v Meth. Enzymol. 222: 400 — 416 (1993). Stru¢ng, faktor IX je imobilizovan v plastovych
jamkach 96-jamkovych mikrotitragnich ploten. Hybridomni supernatanty nebo fedéni piedisténé
protilatky jsou potom inkubovany v jamkéch. Jamky jsou potom promyty a pfitomnost komplexii
protilatka/antigen je potom detekovéana kozi anti-mysi imunoglobulinovou druhou protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidasou a chromogennim substratem o—dianisidinem.

Jamky obsahujici protilatky proti faktoru IX byly subklonovany limitujicim fedénim a byly kulti-
vovany v 96-jamkovych plotnach. Supernatant z klonovanych hybridomnich bunéénych kultur
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byl potom vySetfovan na protilatku k faktoru IX ELISA testem popsanym vySe a buiiky
z pozitivnich hybridomi byly expandovany, zmrazeny, uskladnény v kapalném dusiku a potom
kultivovany v ascitickych tumorech na mysich.

Priklad 2

Omezeny GCinek protilatek proti koagulaénim faktorim v koagulaci

Uginek zvysujicich se koncentraci protilatek proti koagulaénim faktoriim na aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢as (APTT) lidské plasmy byl uréen fibrometrem (Becton-Dickinson Micro-
biology Systems, Cockeysville, Maryland) za pouziti Baxterova referenéniho postupu LIB0293—
J, revise 3/93 (Baxter Scientific, Edison, New Jersey).

Pred zacatkem pokusu byly 2 az 3 ml 0,02-M CaCl, v 5 ml tub& umistény do zahtivaci komiirky
fibrometru. Vzorky lidské plasmy byly bud’ Cerstvé odebrany a uchovavany na ledu, nebo byly
rekonstituovany podle navodu vyrobce z Homeostasis Reference Plasma (American Diagnostics,
Greenwich, Connecticut).

Nefrakcionovany heparin z praseci stfevni sliznice (Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri),
nizkomolekularni heparin z prase¢i stievni sliznice (Lovenox®, enoxaparin sodny, Rhone—Poulac
Rorer Pharmaceuticals, Collegeville, Pennsylvania) nebo mAb antikoagulancia byla piipravena
Jako piiblizné 50 uM zasobni roztok a byla sériové fedéna ptimo do testované plasmy. Prazdna
plasma bez antikoagulancia byla vzata jako referenéni vzorek.

Dvé fibroTube® fibrometrové zkumavky byly naplnény 100 pl testované plasmy nebo 100 ul
testované plasmy s antikoagulanciem a 125 pl aktinem aktivovaného cefaloplastinového &inidla
(Actin reagens, zkrali¢tho mozkového cefalinu v kyseling ellagové, dostupné od Baxter
Scientifics), v pfislusném pofadi a byly umistény do jamek fibrometru pti 37 °C.

Po jedné minuté bylo 100 ul aktinového &inidla pfeneseno do zkumavky obsahujici plasmu a
obsah byl nekolikrat promichan pipetou. Po tfech minutach inkubace bylo ptidano 100 ul CaCl,,
piedehfatého na 37 °C, do smési plasma — aktinové &inidlo za pouziti Automatic Pipette/Timer—
trigger (Becton-Dickinson). Byly zaznamenavéany &asy sraZeni a vysledky na obrazku 1 jsou
presentovany jako Casy srdzeni jako funkce kone¢né koncentrace antikoagulancia v celkovém
testovaném objemu 300 pl. Nominalni koncentrace faktoru IX v testu je 30 az 40 nM.

Vysledky na obrazku 1 ukazuji G¢inek zvy3ujicich se koncentraci mysich mAb BC1 a BC2 proti
faktoru IX na APTT &as. Ob& mAb inhibuji sraZeni prodlouzenim APTT a ob& mAb dosahuji
kone¢ného saturaéniho ¢inku na APTT. ICs, hodnoty jsou podobné pii asi 35 nM a asi 50 nM
pro BCl a BC2, v pfislusném potadi, ale rozdil v maximalni odpovédi na tyto dvé protilatky je
znacny. Saturagni koncentrace BC1 zvySuje APTT o asi 50 % na asi 40 s. BC2, na druhé strané,
zvySuje APTT na 3,5 — nasobek na asi 90 s. Terapeutické cilova zéna pouzita pi antikoagulaéni
terapii heparinem je zvyraznéna. Vysledky naznaduji, ze dvé mAb maji stejné terapeutické APTT
rozmezi jako heparin.

Vlastnosti mAb BC1 a BC2 jsou shrnuty v tabulce 1. Ob& BC mAb rozpozndvaji zymogen,

- faktor IX, stejné jako aktivni proteasu, faktor IXa, ale pouze BC2 je schopna blokovat aktivaci

zymogenu stejné jako aktivitu proteasy. Byla zjisténa zk¥izena reaktivita BC1 a BC2 s faktorem
IX makaka cynomolgous. Kromé toho, BC2 také zk¥izené reaguje s krysim faktorem IX.
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Tabulka 1: Shrnuti in vitro vlastnosti mAb proti faktoru IX

BC1L BC2
Vazba na faktor IX ano ano
Vazba na faktor IXa ano ano
Inhibice konverse IX na IXa ne ano
Inhibice aktivity IXa v ano ano
Xasovém komplexu
Nutnost kofaktoru ne dvojmocné kovy
Ca®** > Mn=3+
APTT max.
—————————— x 100% 150 350
APTT norm.
Ic_,, oM asi 35 asi 50
Mezidruhovd zk¥iZend reaktivita opice opice, krysa
Izotyp IgGl IgG2a

Vysledky na obrazku 2 ukazuji uginek zvySujicich se koncentraci mAb 9E4(2)F4 a 11G4(1)B9
proti faktoru IX na APTT cas. Plasma pro test byla fedéna na jednu polovinu normalni
koncentrace s potate¢nim APTT 45 sekund. Ob& mAb inhibuji srazeni prodlouzenim APTT a
obé mAb dosahuji kone¢ného saturadniho Gginku na APTT. Saturaéni koncentrace 9E4(2)F4 a
11GA4(1)B9 zvy3uji APTT na asi 90 az 100 s pro 9E4(2)F4 a na asi 80 sekund pro 11G4(1)B9.
Vysledky ukazuji, Ze dvé mAb jsou na horni hranici terapeutické rozmezi pro heparin.

Vysledky na obrazku 3 ukazuji Gcinek zvySujicich se koncentraci mAb HFXLC (proti epitopu
lehkého fetézce), HFXHC (proti epitopu t&zkého fetézce) proti faktoru X a mAb HFXI proti
faktoru XI na APTT ¢as. Tyto mAb byly ziskany od Enzyme Research Laboratories (South Bend,
IN). mAb HFXLC a HFXI inhibuji srazeni prodlouzenim APTT a ob& mAb dosahuji kone&ného
saturaCniho u€inku na APTT. ICs, hodnota pro HFXLC je asi 40 nM; saturaéni koncentrace
zvySuje APTT na asi 60 sekund. ICs, hodnota pro HFXI je asi 20 nM; saturadni koncentrace
zvySuje APTT na asi 100 sekund. Vysledky ukazuji, z¢ HFXLC je v terapeutickém rozmezi pro
heparin, zatimco HFXI je pfi horni hranici terapeutického rozmezi pro heparin.

Omezené prodlouzeni APTT bylo také pozorovano u protilatek proti faktoru VIII, kofaktoru
faktoru IXa. Napfiklad, protilatka proti lidskému faktoru VIII, SAF8C-Ig, zakoupena od Affinity
Biologicals Inc., zvySuje APTT na maximum 65 sekund. Polovina maximélniho prodlouzeni
APTT byla dosaZena pfi pouziti asi 100 nM protilatky.
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Priklad 3

Uginnost mysich mAb proti faktoru IX v krysim modelu trombézy

Pro hodnoceni G¢innosti protilatek proti faktoru IX v prevenci arterialni trombozy byl adaptovan
5 krysi model trombdzy arteria carotis, jak jej popisuje Schumacher et al., v J. Cardio Pharm. 22:

526 — 533 (1993). Tento model se sklada ze segmentalniho poskozeni endotelu karotidy

kyslikovymi radikaly generovanymi FeCl; roztokem aplikovanym na povrch arteria carotis.

Stru¢né, krysy jsou uvedeny do anestezie pentobarbitonem sodnym, jugularni véna je kanylovana
10 pro intravenosni injekci a levd femoralni arterie je kanylovana pro méfeni krevniho tlaku a pulsu.
Arteria carotis je izolovana aseptickou technikou chirurgickou incisi na krku a je zde pfilozena
magnetickd pritokova sonda pro méfeni pritoku krve. Po stabilizaci jsou stanoveny zékladni
hodnoty pro nasledujici proménné: prutok arterii carotis, arterialni tlak, puls, aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢as (APTT) a protrombinovy ¢as (PT). Potom je pfedem zméfeny Whatmantv
15 filtratni papir namoeny v 50% roztoku FeCl; umistén na arteria carotis na dobu 15 minut pro
kompletni poskozeni spodnich endotelovych bunék. Po odstranéni papiru namo&eného v FeCl;
pokraCuje pokus po dobu 60 minut. Na konci pokusu se z arteria carotis extrahuje trombus a
zvazi se.
VSechna Cinidla byla podana 15 minut pted zalatkem poSkozeni karotidy. Byly testovany
20 nasledujici 1écby a byly srovnavany s mAb BC2 proti faktoru IX.

1. Heparin: 15, 30, 60 nebo 120 U/kg bolusové, a potom infuse 0,5, 1, 2 nebo 4 U/kg/min,
v pfislusném potadi, po dobu 60 minut.

2. Kyselina acetylsalicylova (ASA, aspirin): 5 mg/kg bolus.

3. mAb CB2 proti faktoru IX: 1, 3 nebo 6 mg/kg bolusové, potom infuse 0,3, 1 nebo
25 2 pg/kg/min, v pfislusném poradi, po dobu 60 minut.

4. Heparin: 30 U/kg bolus + 1 U/kg/min + ASA 5 mg/kg.
5. mAb BC2 proti faktoru IX: 1 mg/kg + 0,3 pg/kg/min + ASA 5 mg/kg.

Obrazek 4 a 5 ukazuje srovnavaci farmakologii antikoagulaénich/trombotickych rezim@ ukaza-
30 nim uCinku heparinu, ASA a mAb BC2 proti faktoru IX na APTT (obrazek 4) a PT (obrazek 5).

Kli¢ovy index pro krvacivou diatesu, APTT, byl pouzit jako primarni kriterium pro hodnoceni
ucinnosti oproti riziku krvaceni pro antikoagulaéni/antitrombotick4 &inidla pouzita ve studii.
Vysledky na obrazku 4 ukazuji na davce zavislé na prodlouzeni APTT heparinem s maximalnim
35 prodlouzenim srazeciho ¢asu, nad limity testu, p¥i dvou nejvyssich ddvkach. ASA samotna
nezvySuje signifikantné APTT, ale v kombinaci s heparinem je pozorovan znaény synergisticky
u¢inek. mAb proti faktoru IX mély mirny ucinek na APTT a i pfi nejvyssich davkach neptesahlo
zvySeni ¢asu srazeni 3-nasobek standardniho antikoagulaéniho klinicky pouzivaného limitu.

vewr

40 APTT.

Na obrazku 5 data ukazuji, ze PT byl také signifikantn& prodlouzen heparinem, pii dvou nej-
vys8ich davkach, a kombinaci ASA + heparinu, ale nikoliv ddvkou samotné mAb proti faktoru IX
ani jeji kombinaci s ASA.

45 Utinek heparinu, ASA a mAb proti faktoru IX na oklusy arteria carotis je ukdzan na obrazku 6.
Vysledky ukazuji, Ze arterie carotis viech mysi oSetfenych vehikulem se uzaviely v disledku
poskozeni. Heparin inhiboval oklusy arterie carotis v zavislosti na davce. Pii nejvyssi davce
heparin zcela branil oklusy arterie carotis; nicméné, pfi této divce nemohla byt Zadna koagulace
identifikovana. ASA samotnd méla pouze maly vliv na oklusy karotidy. ASA v kombinaci

50 s heparinem také selhala v Giplném zabranéni okluse arteria carotis. mAb proti faktoru IX piné
blokovala oklusy arteria carotis pii dvou nejvyssich davkach, které neprodluzovaly koagulaci nad
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klinicky pozadované cilové rozmezi. Nizsi davka mAb proti faktoru IX, ktera zcela selhavala
v zajisténi prichodnosti, pokud byla podana samostatné, vykazovala Gplnou inhibici okluse
arterie carotis pii podani v kombinaci s ASA.

Utinek heparinu, ASA a mAb proti faktoru IX na hmotnost trombu je ukazin na obrazku 7.
Heparin redukuje hmotu trombu v arteria carotis zptisobem zavislym na davce. Nicméng, uréity
residudIni trombus byl stale nachazen v arteria carotis i pfes kompletni blokadu koagulace. ASA
samotna nebo v kombinaci s heparinem (rezim 30 U/kg) méla pouze ¢asteény u¢inek na hmotnost
trombu. mAb proti faktoru IX redukovala hmotu trombu zplsobem zavislym na davce a vyssi
davky zcela branily tvorbé trombu. Kromé toho, kombinace nizké davky mAb proti faktoru [X a
ASA, tj. rezim, ktery zcela branil oklusi arteria carotis bez nezadouciho ovlivnéni koagulaénich
test(, zcela branila tvorbé trombu.

Studie provedené na krysim modelu trombozy arteria carotis jasné ukazuji G¢innost mAb proti
faktoru IX v prevenci trombdzy v modelu vysoce trombogenniho arteridlniho poskozeni. Nej-
vyznamngjsi je, Ze u¢innost mAb proti faktoru IX byla prokazana v pozadovaném terapeutickém
antikoagulaénim cilovém rozmezi definovaném APTT. Kromé toho, heparin v sougasnosti stan-
dardni antikoagulans, dosahoval G¢innosti srovnatelné s mAb proti faktoru IX pouze v davkach,
které vyznamné naruSuji koagulaci tim, Ze produkuji nesraZlivou krev. Zajimavé je, 7e pozorova-
na potenciace a synergie ziskana soudasnou 1é8bou ASA a heparinem byla také prokazana tehdy,
kdyz byla ASA podana s mAb proti faktoru IX. Nicméng, oproti kombinaci heparinu a ASA,
kterd vede k potenciaci antitrombotickych a antikoagulaénich Gginkd vede kombinace ASA a
mAb proti faktoru IX k potenciaci antitrombotického ¢inku bez vyznamného ovlivnéni koagu-
lacnich parametrli krve ex vivo. Dohromady data ukazuji vy$§i antitrombotickou kapacitu mAb
proti faktoru [X ve srovnéni s heparinem, ASA nebo s kombinaci heparinu a ASA.

Priklad 4

Skenovaci elektronové mikroskopie modelu krysi trombozy

Segmenty krysi arteria carotis byly odebrany od tii skupin (kontrolni, chlorid zelezity a chlorid
Zelezity a chlorid Zelezity + 6 mg/kg protilatky proti faktoru IX), 15 minut po aplikaci chloridu
Zelezitého. Arterie byly fixovany perfusi formaldehydem a byla provedena ligace nad a pod
poskozenou oblasti. Fixované arterie byly dehydratovany, inkubovany v hexamethyldisilazanu a
suseny v desikatoru. Susené arterie byly rozfiznuty po délce, umistény do nastavcd pro skenovaci
elektronovou mikroskopii (SEM) potazenych zlatem rozprasenym ve vakuu.

SEM kontrolnich arterii ukdzala v podstat§ normélni endotel s rozptylenymi destickami. Bylo zde
nékolik poskozeni endotelu, pravdépodobné v disledku mechanického poskozeni b&hem chirur-
gického zakroku a bazalni membrana v téchto oblastech byla pokryta vrstvou destidek. Zadné
naznaky tvorby trombu nebyly pozorovany u kontrolnich krys.

SEM arterii oSetfenych chloridem Zelezitym odhalila rozshlé nasténné tromby, které zabiraly
znaCnou C&ast lumen cévy. Tromby byly sloZeny z agregovanych destidek, Cervenych krvinek a
amorfniho a vlaknitého proteinového materialu. Endotel arterii byl témé¥ zcela pokryt velkymi
tromby. Tam, kde byl viditelny, byl endotel v oblasti oetfené chloridem Zelezitym pokryt
mnoZstvim adherentnich destiek a amorfniho proteinového materilu.

SEM arterii o3etfenych chloridem Zelezitym od krys oSetfenych také protilatkou proti faktoru IX
ukdzala lumen cév v podstaté bez trombu. Endotel v oblasti osetfené chloridem Zelezitym vyka-
zoval rozsahlé poskozeni a nékteré oblasti byly pokryty adherujicimi destitkami a agregaty
desticek, ale bez nebo s minimalnim mnozstvim proteinového materialu.
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Priklad 5
Analyza sekvence cDNA lehkého a t&zkého fetézce mAb BC2 proti faktoru IX

Celkova RNA byla piecisténa za pouziti TriReagent (Molecular Research Center, Inc., Cincin-
nati, OH) podle navodu vyrobce. RNA byla vysrazena isopropanolem a rozpusténa v 0,5% SDS a
upravena na 0,5 M NaCl. Poly A" RNA byla izolovana za pouziti Dynabeads Oligo (dT),s (Dynal
A.S., Lake Success, NY) podle navodu vyrobce. Poly A" RNA byla eluovana zkoralki a
resuspendovana v TE pufru. Dvanact aliquot 100 ng RNA bylo reversné transkribovano za
pouziti RC-PCR kitu podle navodu vyrobce (Boehringer Mannheim katalogové &. 1483—188) za
pouZiti dT oligo pro ,,priming®. Pro t&zky Fetézec byla PCR amplifikace 6 RNA/DNA hybridé
provedena ve 25 cyklech za pouziti primeru pantové oblasti mysiho IgG2a (SEQID NO: 1) a
primeru signalni sekvence tézkého fetézce (SEQ ID NO: 2). Podobné, pro lehky fetézec byla
PCR amplifikace 6 RNA/DNA hybridi provedena ve 25 cyklech za pouziti mysiho kappa
primeru (SEQ ID NO: 3) a degenerovaného primeru signalni sekvence lehkého Fetézce (SEQ
ID NO: 4). PCR produkty zkazdé ze 12 amplifikaci byly ligovany do PCR2000 vektoru (TA
cloning Kit, Invitrogen, katal. &. K2000-01). Kolonie rekombinantnich klond byly nahodné
seSkrabnuty a minipfipravky plasmidové DNA byly ptipraveny za pouZiti postupu alkalické
extrakce jak je popisuje Birnboim a Doly v Nucl. Acids Res. 7: 1513 (1979). Izolovana plasmi-
dova DNA byla trdvena EcoRI a byla analyzovéna na 0,8% agarosovém gelu. Dvoufetézcové
DNA inserty vhodné velikosti, tj. okolo 700 bp pro tézky fetézec a okolo 700 bp pro lehky feté-
zec, byly sekvencovany modifikaci Sangerovi metody. Sekvence vsech 12 tézkych a lehkych
fetézcl byly srovnavany pro vytvofeni konsensualni sekvence variabilniho regionu tézkého
fetézce BC2 (SEQ ID NO: 5) a konsensualni sekvence variabilniho regionu lehkého fetézce BC2
(SEQ ID NO: 6).

Analyza sekvence cDNA variabilniho regionu t&zkého Fetézce BC2 ukézala otevieny Cteci
ramec¢ek o 363 nukleotidech kodujici sekvenci 121 aminokyselin (SEQ ID NO: 7). Sekvence
CDR 1, 2 a 3 t&Zkého fetézce jsou uvedeny v SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 a SEQ ID NO: 10,
v prislusném pofadi.

Analyza sekvence cDNA variabilniho regionu lehkého Fetézce BC2 ukazala otevieny Cteci
rameCek o 321 nukleotidech kodujici sekvenci 107 aminokyselin (SEQ ID NO: 11). Sekvence
CDR 1, 2 a 3 tézkého fetézce jsou uvedeny v SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 a SEQ ID
NO: 14, v ptislusném potadi.

Piiklad 6

Humanizované protilatky

Sest humanizovanych protilatek oznatenych SB 249413, SB 249415, SB 249416, SB249417,
SB 257731 a SB 257732 bylo navrzeno tak, aby obsahovaly mys$i CDR popsané vyse v pra-
covnim ramecku lidské protilatky.

SB 249413

SB 249413 obsahuje t&zky fetézec FOHZHC 1-0 a lehky fetézec FOHZLC 1-0. Synteticky
variabilni region humanizovaného t&zkého fetézce FOHZHC 1-0 byl navrzen za pouziti prvnich
ti regiond pracovnich ramecki tézkého fetézce ziskaného z imunoglobulinu RF-TS3'CL (Capra,
J. D. et al, J. Clin. Invest 86: 1320 — 1328 (1990), identifikovaného v Kabat databazi jako
Kabpro:Hhc10w) a CDR t&zkého tetézce BC2 popsanych dfive. Nebyly provedeny zadné
aminokyselinové substituce v pracovnim ramecku, které by mohly ovliviiovat presentaci CDR.
Byly generovany ¢tyti syntetické oligonukleotidy (SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 17 a SEQ ID NO: 18), které, pokud jsou tepelnd zpracovany a extendovany, koduji
aminokyseliny pfedstavujici variabilni region tézkého fetézce véetné CDR (SEQ ID NO: 19 a
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SEQ ID NO: 20). Tento synteticky gen byl potom amplifikovan za pouziti PCR primerii (SEQ ID
NO: 21 a SEQ ID NO: 22) a byl ligovan do vektoru pCR2000 (TA cloning Kit, Invitrogen, katal.
¢. K2000-01) a byl izolovan ze Spel, Kpnl restrikéniho traveni. Druhy DNA fragment kodujici
»campath signélni sekvenci obsahujici prvnich p&t aminokyselin variabilniho regionu (SEQ ID
NO:23 a SEQ ID NO:24) byl vyroben PCR amplifikaci vhodného regionu konstruktu
kodujiciho humanizovany tézky fetézec protilatky proti respiraéné syncitidlnimu viru (SEQ ID
NO: 25) se dvéma primery (SEQ ID NO: 26 a SEQ ID NO: 27) a travenim restrikénimi enzymy
EcoRI a Spel. Dva generované fragmenty byly ligovany do EcoRI, Kpnl traveného pFHZHC2—
6pCD expresniho vektoru pro savéi buriky, ktery obsahoval zbyvajici lidsky konsensualni pra-
covni ramecek 4 a konstantni region IgG1. Vektor obsahoval jednu aminokyselinovou mutaci
vektoru pFHZHC2-3pCD vektoru popsaného v Mezinarodniho patentové piihlasce & WO
94/05690. Konecny zbytek pracovniho ramecku 2 (zbytek 49) byl mutovan ze Ser na Ala
travenim pFHZHC2-3pCD Xbal a EcoRS5 a inserci linkeru generovaného ze dvou syntetickych
oligonukleotidd (SEQ ID NO: 28 a SEQ ID NO: 29). Sekvence FOHZHC 1-0 insertu je ukazana
v SEQ ID NO: 30 a SEQ ID NO: 31.

Synteticky variabilni region humanizovaného lehkého fetézce FOHZLC 1-0 byl navrzen za
pouziti regiond pracovnich ramecki lidského lehkého fetézce ziskaného zimunoglobulinu
LS8'CL (Carmack et al., J. Exp. Med. 169: 1631 — 1643 (1989), identifikovaného v Kabat data-
bazi jako Kabpro:Hk1318) a CDR lehkého fetézce BC2 popsanych diive. Nebyly provedeny
Zadné aminokyselinové substituce v pracovnim ramecku, které by mohly ovliviiovat presentaci
CDR. Byly generovany dva syntetické pfesahujici se oligonukleotidy (SEQ ID NO: 32 a SEQ ID
NO: 33), které, pokud jsou tepelné zpracovany a extendovany, koduji aminokyseliny predsta-
vujici variabilni region lehkého fetdzce (SEQ ID NO: 34 a SEQ ID NO: 35). Tento synteticky
gen byl potom amplifikovan za pouZiti PCR primert (SEQ ID NO: 36 a SEQ ID NO: 37) a byl
ligovan do vektoru pCR2000 (TA cloning Kit, Invitrogen, katal. &. K2000-01) a byl izolovéan ze
Scal, Sacll restrikéniho traveni. Druhy DNA fragment kodujici ,,campath® signalni sekvenci
obsahujici prvni dvé aminokyseliny variabilniho regionu (SEQ ID NO: 38 a SEQ ID NO: 39) byl
vyroben PCR amplifikaci vhodného regionu konstruktu kodujiciho humanizovany t&zky fetézec
protilatky proti respiracné syncytialnimu viru (SEQ ID NO: 25) se dvéma primery (SEQ ID NO:
26 a SEQ ID NO: 40) a travenim restrikénimi enzymy EcoRI a Scal. Dva generované fragmenty
byly ligovany do EcoRlI, Sacll traveného pFHzLC1-2pCN expresniho vektoru pro sav¢i buriky,
ktery obsahoval zbyvajici lidsky konsensudlni pracovni ramecek 4 a konstantni region IgGl.
Vektor obsahoval jednu aminokyselinovou mutaci vektoru pFHZLCI1-1pCN vektoru popsaného
v Mezinarodni patentové ptihlasce WO 94/05690. Zbytek pracovniho ramecku 2 byl mutovan ze
Ser na Pro trédvenim pFHZLC1-pCN Smal a Kpnl a inserci linkeru generovaného ze dvou
syntetickych oligonukleotidi (SEQ ID NO: 41 a SEQID NO: 42). Sekvence FOHZLC 1-0
insertu je ukazana v SEQ ID NO: 43 a SEQ ID NO: 44,

SB 249415

SB 249415 obsahuje tézky fetézec FOHZHC 1-1 a lehky fetézec FOHZLC 1-1. Tyto konstrukty
lehkeho a t€zkého fetézce jsou zalozeny na FOHZHC 1-0 a FOHZLC 1-0, v p¥isluiném poradi,
nicméné, maji aminokyselinové substituce v pracovnim ramecku, které mohou ovliviiovat
presentaci CDR.

FOHZHC 1-1 ma tii aminokyselinové substituce v pracovnim rameéku, které mohou ovliviiovat
presentaci CDR. Byly generovany dva syntetické presahujici se oligonukleotidy (SEQ ID NO: 45
a SEQ ID NO: 46), které, pokud jsou tepeln& zpracovany a extendovény, koduji aminokyseliny
piedstavujici pozménénou East variabilniho regionu tézkého fetézce (SEQ ID NO: 47 a SEQ ID
NO: 48). Tento synteticky gen byl potom amplifikovan za pouziti PCR primerd (SEQ ID NO: 49
a SEQID NO: 50) a byl ligovan do vektoru pCR2000 (TA cloning Kit, Invitrogen, katal. ¢&.
K2000-01) a byl izolovan ze EcoNI, Kpnl, restrikéniho traveni. Tento fragment byl ligovan do
EcoNI, Kpnl traveného FOHZHC 1-0 (SEQ ID NO: 30) vektoru. Sekvence FOHZHC 1-1 insertu
je ukdzana v SEQ ID NO: 51 SEQ ID NO: 52.
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FOHZLHC 1-1 ma c<tyfi aminokyselinové substituce v pracovnim ramecku, které mohou
ovlivitovat presentaci CDR. Byly generovéany dva syntetické oligonukleotidy (SEQ ID NO: 53 a
SEQ ID NO: 54), které, pokud jsou tepelné zpracovany, maji Kpnl a BamHI lepivé konce a

5 koduji aminokyseliny ptedstavujici pozménénou &4st variabilniho regionu lehkého fetézce (SEQ
ID NO: 55). FOHZLC 1-0 (SEQ ID NO: 43) byl traven restrikénimi enzymy Kpnl a BamHI a byl
ligovan do syntetické cDNA. Sekvence FOHZLC 1-1 insertu je ukazana v SEQ ID NO: 56 a SEQ
ID NO: 57.

10 SB 249416

SB 249416 obsahuje tézky retézec FOHZHC 1-1 (popsany vySe) (SEQID NO: 52) a lehky
fetézec FOHZLC 1-2. Konstrukt lehkého fetézce je zalozen na FOHZLC 1-1, nicmén€, ma jednu
dalsi aminokyselinovou substituci v pracovnim rameéku, ktera mize ovliviiovat presentaci CDR.

15 Byly generovany dva syntetické ptesahujici se oligonukleotidy (SEQ ID NO: 58 a SEQ ID
NO: 59), které, pokud jsou tepeln¢ zpracovany, maji BamHI a Xbal lepivé konce a koduji
aminokyseliny predstavujici pozménénou &ast variabilniho regionu lehkého fetézce (SEQ ID
NO: 60). Vektor FOHZLC 1-1 (SEQ ID NO: 56) byl traven restrikénimi enzymy BamHI a Xbal
a byl ligovan do syntetické DNA. Sekvence FOHZLC 1-2 insertu je ukazana v SEQ ID NO: 61 a

20 SEQ ID NO: 62.

SB 2494417

SB 249417 obsahuje tézky retézec FOHZHC 1-1 (popsany vyse) (SEQ ID NO: 52) a lehky
fetézec FOHZLC 2-0. Synteticky variabilni region humanizovaného lehkého fetézce FOHZLC
25 2-0 byl navrzen za pouziti regionii pracovnich rameckl lehkého fetézce ziskaného z imuno-
globulinu REI (Palm a Hilschmann, Z. Physiol. Chem. 354: 1651 — 1654, (1973), identifikova-
ného v Kabat databazi jako Kabpro:HKL111) a CDR lehkého fetézce BC2 popsanych dfive. Bylo
vlozeno pét aminokyselinovych substituci v lidské konsensualni sekvenci. Bylo provedeno $est
substituci v aminokyselindch mysiho pracovniho rame&ku, které mohou ovliviiovat presentaci
30 CDR. Byly generovany dva prekryvajici se syntetické oligonukleotidy (SEQ ID NO: 63 a SEQ
ID NO: 64), které, pokud jsou tepelné zpracovany a extendovany, koduji aminokyseliny pfed-
stavujici variabilni region lehkého fetézce (SEQ ID NO: 65 a SEQ ID NO: 66). Tento synteticky
gen byl potom amplifikovan za pouziti PCR primerd (SEQ ID NO: 67 a SEQID NO: 68),
ligovan do vektoru pCR2000 (TA cloning Kit, Invitrogen, katal. &. K2000-01) a byl izolovan ze
35 Scal, Sacll restrikéniho tréveni. Druhy DNA fragment kodujici ,,campath® signalni sekvenci
obsahujici prvnich pét aminokyselin variabilniho regionu (SEQ ID NO: 38) byl vyroben PCR
amplifikaci vhodného regionu konstruktu kodujiciho humanizovany t&7ky fetézec protilatky proti
respira¢né syncytidlnimu virus (SEQ ID NO: 25) se dvéma primery (SEQID NO: 26 a SEQ
IDNO: 27) a traveném restrikénimi enzymy EcoRI a Scal. Treti DNA fragment kodujici
40 zbyvajici lidsky pracovni ramecek 4 (SEQ ID NO: 70) a majici Sacll a Narl lepivé konce byl
generovan tepelnym zpracovanim dvou syntetickych oligonukleotidii (SEQ ID NO: 71 a SEQ ID
NO: 72). FOHZLC 1-0 (SEQ ID NO: 43) byl traven restrikénimi enzymy EcoRI a Narl a byl
ligovan do tfi DNA fragmenti Sekvence FOHZLC 2-0 insertu je ukazana v SEQ ID NO: 73 a
SEQ ID NO: 74.

45
SB 257731

SB 257731 obsahuje t&zky fetézec FOHZHC 1-1 (SEQ ID NO: 52) a lehky fetézec FOHZLC 1-3,
FOHZLC 1-2 s jednou mutaci aminokyseliny (SEQ ID NO: 62), FOHZLC 1-2 byl amplifikovan
PCR se dvéma primery (SEQ ID NO: 26 a SEQ ID NO: 69) a byl traven restrikénimi enzymy

50 EcoRI a Scal. Byl izolovan 64 bp fragment (SEQ ID NO: 75 a SEQ ID NO: 76). Fragment byl
ligovan do EcoRlI, Scal traveného vektoru F9 HZLC 1-2 za zisku konstruktu lehkého fetszce
oznaCeného FOHZLC 1-3. Sekvence FOHZLC 1-3 insertu je ukazana v SEQIDNO: 77 a
SEQ ID NO: 78.
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SB 257732

SB 257732 obsahuje synteticky variabilni region humanizovaného tézkého retézce FOHZHC 30
a lehky fetézec FOHZLC 3-0. Byly generovany Ctyfi prekryvajici se syntetické oligonukleotidy

5 (SEQIDNO: 79, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81 a SEQ ID NO: 82), které, pokud jsou tepelné
zpracovany a extendovany, koduji aminokyseliny pfedstavuji pozménény variabilni region t&€zké-
ho fetézce (SEQ ID NO: 83 a SEQ ID NO: 84). Tento synteticky gen byl potom amplifikovan za
pouziti PCR primeri (SEQ ID NO: 85 a SEQ ID NO: 86), ligovan do vektoru pCR2000 (TA
cloning Kit, Invitrogen, katal. ¢. K2000—01) a byl izolovan ze Stul, Kpnl restrikéniho traveni.

10 Izolovany fragment byl ligovan do Stul, Kpnl traveného FOHZHC1-1 (SEQ ID NO: 52) vektoru.
Tento vektor byl potom traven EcoRI, Spel pro odstranéni signalni sekvence. DNA fragment
kodujici ,,campath® signalni sekvenci (SEQ ID NO: 23) obsahujici prvnich pét aminokyselin
variabilniho regionu (SEQ ID NO: 38) byl vyroben PCR amplifikaci FOHZHC 1-1 se dvéma
primery (SEQID NO:26 a SEQIDNO: 87) a travenim restrikénimi enzymy EcoRI a Spel.

15 Generovany fragment byl ligovan do vektoru. Sekvence FOHZHC 3-0 insertu je ukazéna v SEQ
ID NO: 88 a SEQ ID NO: 89.

Byly generovany Ctyfi prekryvajici se syntetické oligonukleotidy (SEQ ID NO: 90, SEQ ID

NO: 91, SEQIDNO: 92 a SEQ ID NO: 93), které, pokud jsou tepelné zpracovany a exten-
20  dovany, koduji aminokyseliny pfedstavujici variabilni region lehkého fetézce (SEQ ID NO: 94 a

SEQ ID NO: 95). Tento synteticky gen byl potom amplifikovan za pouziti PCR primerti (SEQ

ID NO: 96 a SEQ ID NO: 97) a byl ligovan do vektoru pCR2000 (TA cloning Kit, Invitrogen,

katal. ¢. K2000-01) a byl izolovan ze Scal, Narl restrikéniho traveni. Izolovany fragment byl

ligovan do Scal, Narl traveného FOHZLC 1-3 (SEQ ID NO: 77) vektoru. Sekvence FOHZLC 3-0
25 insertu je ukazana v SEQ ID NO: 98 a SEQ ID NO: 99.

Humanizované mAb proti faktoru IX byly exprivovany v CHO burikach. DG—447 buné&na linie
adaptovana pro suspenzni kultivaci v médiu bez séra byla kultivovana ve 100 ml bezproteino-
vého média obsahujiciho 1x nukleosidii a 0,05% F68 ve 250 ml sterilnich erlenmeyerovych baii-
30 kach na jedno pouziti (Corning) na Innova 2100 deskové tiepatce (New Brunswick Scientific)
pfi 150 rpm pfi 37 °C ve zvihcovaném inkubatoru s 5% CO,, 95% vzduchem. Tyto buiiky byly
pasazovany pti 4 x 10° bungk/ml dvakrat tydng. 15 ng kazdého pCN—Lc—lehky fetézec a pCD-
Hc-téZky fetézec vektorii byl linearizovan travenim Notl, byly spole¢né vysrazeny za sterilnich
podminek a byly resuspendovany v 50 pl 1X TE pufru (10 mM Tris, | mM EDTA, pH 7.5).
35 DNA byla elektroporovana za pouziti Bio—Rad Gene Pulser (Bio Rad Laboratories) do Acc—098
bunék za poutziti techniky popsané Hensley et al., v J. Biol. Chem. 269: 23949 — 23958 (1994).
1,2 x 10" bunék bylo promyto jedenkrat v 12,5 ml ledové chladného PBSacharosa (PBS, 272 mM
sacharosy, 7 mM fosfore¢nanu sodného, pH 7,4, | mM MgCl,), resuspendovéano v 0,8 ml PBS,
pridano k 50 ul DNA roztoku a bylo inkubovano na ledu po dobu 15 minut. Butiky byly podro-
40 beny pulsim pti 380 V a 25 uF, a potom byly inkubovéany na ledu po dobu 10 minut. Buiiky byly
umistény do 96—jamkovych kultivadnich ploten pfi hustoté 5 x 10° bunék na plotnu v udrzovacim
médiu na dobu 24 hodin pied selekci. Buiiky byly selektovany podle resistence na 400 pg/ml
G418 (Geneticin, Life Technologies, Inc.) v udrzovacim médiu. 24 hodin pred testem byly buiiky
vyzivovany 150 pl udrzovaciho média.
45
Kondicionované médium z jednotlivych kolonii bylo testovano za pouziti elektrochemolumi-
niscencni (ECL) detekéni metody na Origen analyzatoru (IGEN, Inc.) (viz Yang et al.,
Biotechnology 12: 193 — 194 (1994).

50 VSechny roztoky nezbytné pro provedeni testi (testovaci pufry) a pro provoz analyzatoru (istié
bunek) byly ziskdny od IGEN. Protilatky (anti-lidsky IgG (specifické pro g fetdzec), Sigma
Chemicals a F(ab'), fragment k lidskému IgG (H+L), Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.)
byly znaeny TAG-NHS—esterem (IGEN, Inc.) v molarnim poméru TAG:proteinu 7:1, zatimco
protein A (Sigma) byl zna¢en Biotin—-LC—Sulfo-NHS—esterem (IGEN, Inc.) v molarnim poméru
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Biotin:protein 20:1, oboje podle doporuceni IGEN. Streptavidinem potazené magnetické koralky
(M-280) byly ziskany od Dynal.

Imunotesty byly provedeny za pouziti nasledujiciho protokolu: na vzorek bylo 50 ul Strepto-

5 vidinem potazenych koralki (kone¢na koncentrace 600 pug/ml v PBS, pH 7,8, s 1,25% Tween)
smiseno s 50 ul Biotin—Protein A (kone¢na koncentrace 1 pg/v PBS, pH 7,8 s 1,25% Tween) a
byla provedena inkubace pfi pokojové teploté s tiepanim, bylo ptidano 50 pl TAG protilatek
(smési s kone¢nou koncentraci 1,25 pg/ml F(ab'), fragmentu k lidskému IgG (H+L) a 0,25 pg/ml
anti-lidsky IgG (specifické ke g-fetézci) v PBS, pH 7.8, s 1,25% Tween), roztok byl potom

10 pfidan ke 50 pl kondicionovaného média a byla provedena inkubace s tfepanim pfi pokojové
teploté¢ po dobu 1 hodiny. Do reakéni smési bylo piidano 200 pl testovaného pufru a reakéni
smés a vzorek byly analyzovany na Origen I analyzatoru pro méfeni ECL. Vysledky ukazuji, Ze
priblizné 20 az 37 % testovanych kolonii secernuje vice nez 15 ng/ml protilatky s priimérnou
expresi okolo 150 ng/ml.

Humanizované mAb proti faktoru IX byly pfeCistény z kondicionovaného média za pouziti
Procep A pro krok zachyceni nasledovany iontovou vyménou chromatografii pro redukci
nadbytetné DNA. Procep A absorbentni material (Bioprocessing Ltd., Durham, England) byl
pouzit pro p¥ipravu s pomérem praméru k vySce 1:1. Projasnéné kondicionované médium bylo

20 zavedeno do kolony pfi asi 150 cm/h. Kolona byla sekvenéné promyta fosfitem pufrovanym
salinickym roztokem (PBS), PBS obsahujicim 1 M NaCl a nakonec PBS. Navazany material byl
ziskan eluci 0,1 M kyselinou octovou. pH eluatu bylo upraveno na 5,5 a eluat byl fedén vodou
(1:4), nafedény roztok byl zaveden na S—Sepharosovou kolonu (2,5 x 13 cm), kter4 byla ptedem
ekvilibrovana 20 mM octanu sodného, pH 5,5 pfi 80 cm/h. Kolona byla promyvana acetatovym

25 pufrem, dokud nebylo dosaZeno rovnovazného zakladniho stavu a navazany protein byl eluovan
20 mM fosfore¢nanu sodného, pH 7,4 pfi 25 cm/h. Eluovany material byl filtrovan pres
0,4 mikronovou membranu a byl uskladnén pfi 4 °C.

30 Priklad 7
Mysi-lidska chimericka protilatka

100 ng BC2 RNA bylo reversné transkribovano za pouziti RT-PCR kitu podle navodu vyrobce
(Boehringer Mannheim katalogové ¢. 1483—188) za pouziti dT oligo pro ,,priming® a byla prove-

35 dena PCR amplifikace se syntetickymi Scal (SEQIDNO: 100) a Narl (SEQ ID NO: 101)
primery pro produkei variabilniho regionu lehkého fetézce BC2 se Scal, Narl konci (SEQ
ID NO: 102 a SEQ ID NO: 103). Tato DNA byla ligovana do Scal, Narl traveného FOHZHC 1-3
(SEQ ID NO: 77) a byla travena Scal, Narl za produkce mysiho-lidského chimerického lehkého
fetézce FOCHLC (SEQ ID NO: 104 a SEQ ID NO: 105).

40
100 ng BC2 RNA bylo reversné transkribovano za pouziti RT-PCR kitu podle navodu vyrobce
(Boehringer Mannheim katalogové ¢. 1483-188) za pouziti dT oligo pro ,,priming® a byla
provedena PCR amplifikace se syntetickymi Spel (SEQ ID NO: 106) a Nhel (SEQ ID NO: 107)
primery pro produkci variabilniho regionu tézkého fetézce BC2 se Spel, Nhel konci (SEQ ID

45 NO: 108 a SEQ ID NO: 109). ,,Campath* signalni sekvence byla amplifikovana PCR z t&zkého
retézce RSVZH19 (SEQ ID NO: 25) s EcoRI (SEQ ID NO: 26) a Spel (SEQ ID NO: 87 primery.
Tyto dva DNA fragmenty byly ligovany do EcoRI, Nhel traveného IL4CHHCpcd vektoru
popsaného v publikované mezinarodni patentové piihlasce WO 95/07301, za nahrazeni IL4
variabilniho regionu variabilnim regionem my3i BC2 proti faktoru IX, za produkce mySiho—

50 lidského chimerického tézkého fetézce FOCHHC (SEQ ID NO: 110 a SEQ ID NO: 111).

Soucasné transfekce a precisténi mysi-lidské chimerické protilatky chaFIX bylo provedeno
stejné jak je popsano vySe pro humanizované konstrukty.
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Priklad 8

Uginnost humanizovanych mAb proti faktoru IX v krysim modelu trombu

5 Pro hodnoceni G¢innosti humanizovanych protilatek proti lidskému faktoru IX v prevenci
arteridlni trombozy byl pouzit krysi model trombozy arteria carotis jak je popsan vy$e v pfi-
kladu 3. Zakladni parametry byly stanoveny pro pritok v arteria carotis, arterialni tlak, puls,
prichodnost cévy a aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT). Patnact minut poté bylo
po dobu 10 minut provedeno poskozeni arteria carotis. Parametry byly uréovany 60 minut po

10 zacatku poskozeni arteria carotis. Trombus byl také extrahovan z arteria carotis a zvazen.

Vsechna ¢inidla byla podana intravenosné 15 minut pfed zacatkem poskozené arteria carotis.
Byly testovany nasledujici lécebné protokoly a byly srovnavany s mAb BC2 proti faktoru IX.

Vehikulum

chaFIX: 3 mg/kg bolus

SB 249413: 3 mg/kg bolus

SB 249415: 3 mg/kg bolus

SB 249416: 3 mg/kg bolus

SB 249417: 3 mg/kg bolus

SB 257731: 3 mg/kg bolus

Heparin: 60 U/kg bolus + 2 U/kg/min infusné

20

Sl A Gl i

APTT byl pouzit jako primarni kriterium pro hodnoceni G¢innosti versus riziku krvaceni pro anti-

25 koagula¢ni/antitrombotické ¢inidlo pouzité ve studii. Vysledky na obrazku 8 ukazuji, Ze humani-
zované mAb proti faktoru IX SB 249413, SB 249415, SB 249416, SB 249417 a SB 257731 mély
mirny uCinek na APTT pfi pouziti davky 3,0 mg/kg, kde tento i¢inek je v klinicky pfijatelném
rozmezi.

Uginek mAb proti faktoru IX na hmotnost trombu je ukéazan na obrazku 9. Vysledky ukazuji, ze
30 vSechny humanizované protilatky jsou stejné u¢inné v redukci hmoty trombu.

Studie provedené na krysim modelu trombdzy arteria carotis jasné ukazuji a¢innost humanizo-
vanych mAb proti faktoru IX v prevenci trombozy v modelu vysoce trombogenniho arterialniho

Vv

35 demonstrovana v pozadovaném terapeutickém rozsahu pro antikoagula¢ni terapii definovaném
APTT.

Ptiklad 9

Biochemické a biofyzikalni vlastnosti protilatek
40
Molekulova hmotnost SB 249417 byla uréena MALD-MS jako 148000 Da. Analyticka ultra-
centrifugace SB 249417 davala stejnou hodnotu. Za pfitomnost faktoru IX a Ca®* sedimentovala
protilatka odvozena od BC2 s hmotnosti 248000 Da, coZ odpovida spoleéné hmotnosti mAb a
dvou molekul faktoru IX. Nebyly pozorovany zadné dikazy agregitd vyssiho fadu za p¥itomnosti
45 nebo za absence faktoru IX.

Kinetika vazby faktoru IX na SB 249417 byla testovana BlAcore analyzou s protilatkou
navazanou na povrch s imobilizovanym proteinem A. Byl pouzit rekombinantni lidsky faktor 1X
(rhFIX, Genetics Institute) pfi 49 nM a méfeni bylo provedeno za ptitomnosti 5 mM Ca’".

50 Interakce byla charakterizovana rychlou asociaci, ks = 2,0 x 10° M's™ a relativné pomalou
disociaci, kg = 4,1 x 107's™. Vypogitana Ky pro vazbu na faktor IX byla 1,9 nM.

Tabulka 1 shrnuje biofyzikalni vlastnosti SB 249417.
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Tabulka 1 — Shrnuti biofyzikalnich vlastnosti SB 249417

Izotyp IgGl, kappa
Cistota podle SDS-PAGE »95% (za reduk&nich
podminek)
Molekulova hmotnost
Hmotnosti spektrometrie 148000 Da
Analytickéd ultracentrifugace 148000 Da

Stechiometrie vazby na faktor IX
Izotermdlni titradni kalorimetrie 1,5 mold faktoru
IX: 1 mol mAb
Vazebnad afinita k faktoru IX

Izotermdlni titracni kalorimetrie K, = 4 oM pfi 25 °C
Biosensor K, =2nM
Xinetika vazby na faktor IX
Biosensor K.owe = 2,0 x 10° M"*s™*
_ - —-—a -
kdias =4 x 10 s

Tabulka 2 shrnuje vazebné vlastnosti mAb podle pfedkladaného vynéalezu na faktor 1X.
Vypocitané disocia¢ni konstanty byly v podstaté stejné, v mezich experimentalnich chyb.

Tabulka 2 — Kinetika vazby faktoru IX na mAb proti faktoru IX

mAb K oo M *s™%) Kyiwe (87%)  vypolitand K_ (nM)
SB 249417 2,0 x 10° 4,1 x 107* 1,9
BC2 4,8 x 10° 9,1 x 10°* 1,9
Chfo 2,4 x 10° x 10°* 1,3
SB 249413 6,5 x 10° 2,8 x 10772 3,7 - 5,1
SB 249415 7,5 x 10° 1,8 x 10™* i,1 - 2,3
SB 249416 5,2 x 10° 4,1 x 10°* 0,8
SB 257731 9,2 x 10°% 9,2 x 107* 1,1
SB 257732 1,1 x 10° 1,2 x 1073 1,5

Interakce mezi rhFIX a SB249417, BC2 a jinymi humanizovanymi konstrukty byly charakte-
rizovany titraéni mikrokalorimetrii, ktera m&f{ vazebné interakce v roztoku z vnitiniho tepla
10 vazby. Bylo provedeno devét injekei 106 uM FIX do kalorimetru obsahujiciho 2 pM mAb SB
249417. Vazba byla detekovana v prvnich &tyfech injekcich jako exotermicka tepelna energie. Pii
poslednich 5 injekcich byla vazebna mista mAb saturovana FIX a bylo pozorovano pouze
zakladni teplo smési. Vysledky ukazuji, Ze rovnovéaha nastava pti molarnim vazebném poméru

okolo 2 FIX na mAb, jak bylo oekavano. Nelinearni analyzou nejmensich &tvercii se ziska
15 vazebna afinita.

rhFIX afinity mAb byly méfeny v rozmezi teplot od 34 do 44 °C v 10 mM HEPES, 10 mM
CaCly, 150 mM NaCl, pH 7,4. Tato data umoZiiuji ptimé ureni afinity pii 37 °C a pii 25 °C
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vypoctem z van't Hoffovi rovnice. Data v tabulce 3 ukazuji, Ze afinity SB 249417, BC2 a jejich
dalsich humanizovanych konstrukti jsou v mezich stejné chyby (faktor 2).

Tabulka 3 — Vysledky titracni kalorimetrie pro anti—-FIX mAb

mAb Kd, oM p¥i 25 °C K4, nM p#i 37 °C Molarni vazebny
pomdr FIX/mAb

BC2 10 20 1,4

SB 249413 6 12 1,9

SB 249415 3 7 1,7

SB 249417 4 12 1,5

SB 257732 4 9 1,8

mAb SB 249413, SB 249415, SB 249417 a SB 257732 v8echny vykazovaly velmi podobné
termalni stability podle diferencialni scanning kalorimetrie. Jejich rozkladnd Tms v rozmezi od
70 do 75 °C naznaduji vysokou stabilitu proti termalné indukované denaturaci.

10 Priklad 10

Mechanismus inhibice faktoru IX zpiisobené protilatkou

Byla konstruovéana knihovna chimerickych konstrukti slozenych ze sekvenci faktoru IX sestfize-
nych do pracovniho ramecku homologniho proteinu faktoru VII a byla pouzita pro mapovani

15 epitopu pro mAb BC2 proti faktoru IX. Viz Cheung et al., Thromb. Res. 80: 419 — 427 (1995).
Vazba byla méfena za pouziti BiaCore 2000 pfistroje pro povrchovou plasmonovou resonanci.
BC2 protilatka byla navdzana pfimo na Cip za pouziti NHS/EDC reakce. Vazba byla métena 2
minutovym kontaktnim Casem pii 20 ul/min s 200 nM kazdého z danych konstrukti v 25 mM
MOPS, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 5 mM CaCl,. Disociace byla monitorovana po dobu 3 minut za

20 pouziti stejného pufru bez proteinu. Zadna vazba nebyla detekovana na pfirozeny konstrukt za
pfitomnosti 50 mM EDTA. Data jsou piedloZena v tabulce 4.

Tabulka 4 — Shrnuti vazby konstrukti faktoru IX na protilatku BC2

Konstrukt Stupeil vazby

Plasmaticky IXa
r-IX vazba

vazba

Plasmaticky VII bez vazby
IX LC/VII HC vazba
IX-A/VII vazba
VII gla/IX bez vazby
VII-A/IX bez wvazby

VII gla (IX 3-11)/IX
VII gla (IX 3-6)/IX

vazba
velmi slaba vazba

VII gla (IX 9-11)}/IX
IX KS5A

velmi slaba vazba
vazba
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Tyto data ukazuji, Ze konstrukt obsahujici lehky fetézec faktoru IX a tézky fetézec faktoru VII
(IX LC/VII HC); gla faktoru 1X a aromatické Sachtové domény (IX—A/VII); zbytky 3 — 11 gla
domény faktoru IX v gla domén¢ faktoru VII (VII gla (IX 3-11)/X); a faktor IX majici substituci
lysinu na alanin ve zbytku 5 (IX K5A) vykazuji vazbu na BC2. VII gla (IX 3-11)/IX konstrukt
vykazoval vazbu s BC2 stejnou jako pfirozeny faktor IX (plasmaticky OXa a r-IX). Proto, BC2
protilatka se vaZe na epitop obsazeny ve zbytkach 3—11 gla domény faktoru IX.

Predkladany vynalez miize byt provadén v jinych specifickych formach, bez odchyleni se od
rozsahu vynalezu nebo od jeho zdkladnich rysd, a v souladu s tim by mély byt odkazy provadény
spiSe na pfipojené naroky, nez na uvedeny popis, protoZe ty ukazuji rozsah vynalezu.

Seznam sekvenci
(1) Obecné informace:

(i) Priihlasovatel: Blackburn, Michael

Church, William
Gross, Mitchell
Feuerstein, Giora
Nichols, Andrew
Padlan, Eduardo
Patel, Arunbhai
Sylvester, Daniel

(i) Nazev vyndlezu: Antikoagula¢ni ¢inidla pouzitelna pro 1é¢bu trombozy
(iii) Pocet sekvenci: 111

(iv) Adresa pro korespondenci
(A) Adresa: SmithKline Beecham Corporation
(B) Ulice: 709 Swedeland Road
(C) Mésto: King of Prussia
(D) Stat: PA
(E) Zemé: USA
(F) ZIP: 19406

(v) Pocitaova ¢teci forma:
(A) Typ média: Disketa
(B) Pocitac: IBM kompatibilni
(€) Operacni system: DOS
(D) Software: FastSEQ verse 1.5

(vi) Udaje o soudasné prihlasce:
(A) Cislo prihlasky:
(B) Datum podani: 16. 1. 1997
(C) Klasifikace:

(vit) Pfedchozi data prihlasky:
(A) Cislo ptihlasky: 60/029119
(B) Datum podani: 24. 10. 1996

(viii) Zastupce/agent informace

(A) Jméno: Baumeister, Kirk
(B) Registra¢ni ¢islo: 33833
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(C) Reference/Cislo rejstiiku: P50438

(ix) Telekomunika¢ni informace:
(A) Telefon: 610-270-5096
5 (B) Telefax:
(C) Telex:

(2) Informace pro SEQ ID NO: 1:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 20 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
15 (D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
20 (v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 1:
CATCCTAGAG TCACCGAGGA 20

25
(2) Informace pro SEQ ID NO: 2:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 21 parid bazi
30 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: cDNA
35 (iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:
(vi) Pivodni zdroj:
40 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 2:
AGCTGCCCAR AGTGCCCAAG C 21

(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:

45 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 36 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
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(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(ii1) Hypoteticka: ne

5 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 3:
10 CTAACACTCA TTCCTGTTGA AGCTCTTGAC AATGGG 36

(2) Informace pro SEQ ID NO: 4:

(i) Charakteristiky sekvence:
15 (A) Délka: 21 pari bazi
(B) :pr: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
20 (i) Typ molekuly: cDNA
(iit) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:
25
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 4:

GATTTTCARG TGCAGATTTT C 21

(2) Informace pro SEQ ID NO: 5:
30
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 363 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
35 (D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne

40 (v) Typ fragmentu:

(vi) Piavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 5:
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CAGATCCAGT TGGTGCAGTC TGGACCTGAG CTGAAGAAGC CTGGAGAGAC AGTCAAGATC 60
TCCTGCAAGG CTTCTGGGTA CACCTTCACA AACTATGGAA TGAACTGGGT GAAGCAGGCT 120
CCAGGAAAGG GTTTAAAGTG GATGGGCTGG ATAAACACCA GARATGGAAA GTCAACATAT 180
GTTGATGACT TCAAGGGACG GTTTGCCTTC TCTTTGGAAA GCTCTGCCAG CACTGCCAAT 240
TTGCAGATCG ACAACCTCAA AGATGAGGAC ACGGCTACAT ATTTCTGTAC AAGAGAAGGEG 300
AATATGGATG GTTACTTCCC TTTTACTTAC TGGGGCCAAG GGACTCTGGT CACTGTCTCT 360
GCA 3€3

(2) Informace pro SEQ ID NO: 6:

5 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 321 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

15 (vi) Plivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 6:

CARATTGTTC TCTCCCAGTC TCCAGCAATC CTGTCTGCAT CTCCAGGGGA GAAGGTCACA 60
ATGACTTGCA GGGCCAGCTC AAGTGTAAAT TACATGCACT GGTACCAGCA GAAGCCAGGA 120
TCCTCCCCCA AACCCTGGAT TTATGCCACA TCCAACCTGG CTTCTGGAGT CCCTGCTCGC 180
TTCAGTGGCA GTGGGTCTGG GACCTCTTAC TCTCTCACAA TCAGCAGAGT GGAGGCTGAA 240
GATGCTGCCA CTTATTACTG CCAGCAGTGG AGTATTAACC CACGGACGTT CGGTGGAGGC 300
ACCAAGCTGG AAATCAAACG G 321

20 (2) Informace pro SEQ ID NO: 7:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 121 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
25 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
30 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 7:
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Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lvs Pro Gly Glu
1 5 10 15
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr aAsn Tyr
20 25 3¢
Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly Lvs Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe
50 55 €0
Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Ser Ser Ala Ser Thr Ala Asn
65 70 | 75 80
Leu Gln Ile Asp Asn Leu Lys 2sp Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
285 30 95
T2r Arg Glu Gly Asn Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tvr Trp Gly
100 105 110
8in Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ala

(2) Informace pro SEQ ID NO: 8:

5 (i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retezec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid

(ii1) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

15 (vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 8:

Asn Tyr Gly Met Asn
1 5

20 (2) Informace pro SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
25 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

30 (iv) Antisense: ne
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(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Puvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 9:

Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe Lys
1 S 10 15
Gly

(2) Informace pro SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristiky sekvence:
10 (A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

15 (i1 Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pluvodni zdroj:
20
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 10:

Glu Gly Asm Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tyr
1 5 10

(2) Informace pro SEQ IDNO: 11:
25
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 107 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
30 (D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne

35 (v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Puvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 11:
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Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met
20 25 30

dis Trp Tvr Glan Gln Lvs Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp lle Tyr

-

35 40 43

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Glv Ser
50 53 ' 60
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu
63 70 75 80
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pra Arg Thr
85 80 95
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
ip0 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 12:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 10 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
10 (D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
15 (v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 12:
Arg Ala Ser Sexr Ser Val Asn Tyr Met His
1 5 10

20
(2) Informace pro SEQ ID NO: 13:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 7 aminokyselin
25 (B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
30 (iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pivodni zdroj:
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 13:

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

5 (2) Informace pro SEQ ID NO: 14:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
10 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

15 (iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Puvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 14:

Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg Thr
20 i 5

(2) Informace pro SEQ ID NO: 15:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 104 pard bazi
25 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA
30 (iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

35 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 15:
CAACTAGTGC AATCTGGGTC TGAGTTGAAG AAGCCTGGGG CCTCAGTGAA GGTTTCCTCC 60
AAGGCCTCTG GATACACCTT CACTAACTAT GGAATGAACT GGGT 104

(2) Informace pro SEQ ID NO: 16:
40 (i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 108 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: cDNA
5 (ii1) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

10 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 16:
TTGAAGTCAT CAACATATGT TGACTTTCCA TTTCTGGTGT TTATCCATCC CATCCACTCG 60
AGCCCTTGTC CAGGGGCCTG TCGCACCCAG TTCATTCCAT AGTTAGTG 108

(2) Informace pro SEQ ID NO: 17:

15 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 107 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

B (it) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

25 (vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 17:

GTCRACATAT GTTGATGACT TCAAGGGGCG GTTTGTCTTC CCTCTGTCAG CACGGCATAT 60
CTACAGATCA GCAGCCTAAA GGCTGACGAC ACTGCAGTGT ATTACTG 107

30 (2) Informace pro SEQ ID NO: 18:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 91 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
35 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
40 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Puvodni zdroj:
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 18:

GGTACCCTGG CCCCAGTAAG TAAAAGGGAA GTAACCATCC ATATTCCCTT CTCTCGCACA €0
GTAATACACT GCAGTCTCGT CAGCCTTTAG G 22

(2) Informace pro SEQ ID NO: 19:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 377 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
10 (D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
15 (v) Typ fragmentu:
(vi) Phvodni zdroj:
(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence

20 (B) Umisténi: 2...337
(D) Dalsi informace:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 19:

A CTA GTG CAA TCT GGG TCT GAG TTG AAG AAG CCT GGG GCC TCA GTG AAG 49
Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lvs
1 S 10 15

GTT TCC TGC AAG GCC TCT GGA TAC ACC TTC ACT AAC TAT GGA ATG AAC 57
vVal Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Mec Asn
20 25 30

TGG GTG CGA CAG GCC CCT GGA CAA GGG CTC GAG TGG ATG GGA TGG ATA 145
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glan Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile
33 40 45

AAC ACC AGA AAT GGA AAG TCA ACA TAT GTT GAT GAC TTC AAG GGG CGG 183
Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe Lys Gly Arg
50 58 60

TTT GTC TTC TCC TTG GAC ACC TCT GIC AGC ACG GCA TAT CTA CAG ATC 241
Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile
65 70 75 80
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AGC AGC CTA AAG GCT GAC GAC ACT GCA GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAA 289
Ser Ser Leu Lys Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu
85 90 95
GGG AAT ATG GAT GGT TAC TTC CCT TTT ACT TAC TGG GGC CAG GGT ACC 337
Gly Asn Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly Gln Giy Thr
100 108 110

(2) Informace pro SEQ ID NO: 20:

5 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 112 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

15 (vi) Pavodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 20:

Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys
1 5 10 i5
Val Ser Cys Lys 3la Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn
20 25 30
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile
35 40 45
Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe Lys Gly Arg
50 55 60
Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile
68 70 75 80
Ser Ser Leu Lys Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu
85 90 95
Gly Asn Met Asp Gly Tyxr Phe Prc Phe Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

20 (2) Informace pro SEQ ID NO: 21:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 33 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
25 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
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(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Piavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 21:

GCTACTAGTG CAATCTGGGT CTGAGTTGAA GCC

Informace pro SEQ ID NO: 22:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 30 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Puvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 22:

TGGETACCCT GGCCCCAGTA AGTAAAAGGG

Informace pro SEQ ID NO: 23:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 97 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli€: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 27...95
(C) Dalsi informace
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 23:

GAATTCTCAG CACACAGGAC CTCACC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC 83
Met Gly Trp Ser Cys Iia Ile Leu Phe
1 5
TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT GTC CAC TCC CAG GTC CAA CTA GT 97
Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly Val His Ser Gln Val Gln Leu
10 15 20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 24:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 23 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
10 (D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
15 (v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pavodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 24:

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
Val His Ser Glmn Val Gln Leu
20

20
(2) Informace pro SEQ ID NO: 25:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 110 pari bazi
25 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA
30 (ii1) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

35 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 25:
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GGAGACGCCA TCGAATTCTG AGCACACAGG ACCTCACCAT GGGATGGAGC TGTATCATCC 60
CTTCTTGGT AGCAACAGCT ACAGGTGTCC ACTCCCAGGT CCAACTGCAG 110

(2) Informace pro SEQ ID NO: 26:

5 (i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 21 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

15 (vi) Pdvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 26:

GGAGACGCCA TCGAATTCTG A 21

(2) Informace pro SEQ ID NO: 27:
20
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 30 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
25 (D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne

30 (v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 27:

GATTGCACTA GTTGGACCTG GGAGTGGACA 30

35
(2) Informace pro SEQ ID NO: 28:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 77 paru bazi
40 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: Jjednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: cDNA
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(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Puvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 28:

CTAGAGTGGG TCGCAGAGAT CTCTGATGGT GGTAGTTACA CCTACTATCC AGACACTGETG

ACGGGCCGET TCACGAT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 29:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 73 pari bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 29:

ATCGTGAACC GGCCCGTCAC AGTGTCTGGA TAGTAGGTGT AACTACTACC ATCAGAGATC

TCTGCGACCC ACT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 30:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 363 parti bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...363
(C) Dalsi informace: F9HZHC 1-0
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 30:

CAA
Gln

CAG GTG
Gln val

1

TCA
Ser

GTG
val

AAG
Lyvs

GGA
Gly

ATG
Met

AAC
Asn
3s

GGA
Gly

TGG
Txp
50

ATA
Ile

GGA
s Gly

N

CTA
Leu

GTT
Val
20

TGG

Trp

AAC
Asn

g Phe

GTG CAA TCT
Val Gln Ser
5

TCC TGC AAG
Ser Cys Lys

GTG CGA CAG
Val Arg Gln

ACC AGA AAT
Thr Arg Asn

35

GTC TTC TCC
val Phe Ser
70

GAG
Glu
10

GGG
Gly

TCT

Ser

TCT
Ser
25

GGA
Gly

GCC
Ala

GCC
Ala
40

cCT

Pro Gly

TCA

Gly Ser

TTG ACC

Leu Thr

Leu

TAC
Tyr

CAA
Gln

ACA
Thr

TCT
Sex
75

ARG
Lys

AAG
Lys

ACC
Thr

TTC
Pha

CTC
Leu
45

Gly

TAT
Tyr
60

GTT
Val

GTC AGC
Val Ser

ccT

Pro

ACT
Thr
30

GAG

Gilu

GAT
Asp

ACG
Thr

GGG
Gly
15

BAC

Asn

TGG

Asp

GCA
Ala

GCC
Ala

TAT

ATG
Met

TTC
Phe

TAT
Tyr
80

CTA CAG ATC AGC AGC CTA AAG GCT GAC GAC ACT GCA GTG TAT TAC TGT

Leu Gln Ile

GCG AGA
Ala Arg

GaA
Glu

Ser Ser Leu Lys Ala Asp

100

CAG GGT
Gln Gly

ACC
Thr
115

8s

GGG AAT ATG GAT GGT TAC
Gly Asn Met 2asp Gly Tyr

(2) Informace pro SEQ ID NO: 31:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 121 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pivodni zdroj:

20

105

CTG GTC ACC GTC TCC TCA
Leu Val Thr Val Ser Ser

120

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 31:
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95

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

TTC CCT TTT ACT TAC TGG GGC
Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly

48

96

144

192

240

288

336
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Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65
Leu

Gln

Val

val

Met

Trp I

50

‘Gly

Gln T

Ar

Gly

Gln

Lys

Asn

Glu

Thr

115§

Asn T

Ser

Gly
100

Leu

Val

Gln

Cys

Arg

Phe
70
Leu

Met

Thr

(2) Informace pro SEQ ID NO: 32:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 165 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 32:

CZ 299452 B6

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Sexr

Lys

Asp

Val

Gly. Ser

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Lys

Leu Asp

Ala Asp

Gly Tyxr
105

Ser Ser
120

Glu
10
Gly

Gly

Ser

Thr

Asp
90

Phe

Leu Lys

Gln Gly

Thr Tyr
60

Ser val
75
Thr Ala

Pro Phe

Lys

Phe

Leu
45
Val

Ser

Val

Thr

Pro

Asp

Thr

Tyr
110

Gly
15
Asn

Trp

Asp

Ala

Tvr
95
Trp

AGTACTGACA CAGTCTCCAG CCACCCTGTC TTTGTCTCCA GGGGAAAGAG CCACCCTCTC
CTGCAGGGCC AGCTCAAGTG TAAATTACAT GCACTGGTAC CAACAGAGAC CTGGCCAGGC
TCCCAGGCTC CTCATCTATG CCACTAGTAA CCTGGCTTCT GGCAT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 33:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 146 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(111) Hypoteticka: ne
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(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 33:

CGCGEGTTA ATACTCCACT GCTGACAGTA ATAAACCGCA AAATCTTCAG GCTCTAGACT 60
GCTGATGSTG AGAGTGAAAT CTGTCCCAGA CCCCGATCCA CTGAACCTGG CTGGGATGCC 12¢

AGRAGCCAGG TTACTAGTGG CATAGA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 34:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 280 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reteézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 2...280
(D) Dalsi informace:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 34:

146

A GTA CTG ACA CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT TTG TCT CCA GGG GAA AGA 49
Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg

1 5

10 15

GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGC TCA AGT GTA AAT TAC ATG CAC TGC 97
Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met His Trp
20 25 30
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TAC CAA CAG AGA CCT GGC CAG GCT CCC AGG
Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Arg

35 40

2CT AAC CTG GCT TCT GGC ATC CCA GCC AGG
Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg

50 55

GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT
Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser

€5 70

CTC CTC
Leu Leu

TTC AGT
Phe Ser
60

CTA GAG
Leu Glu
75

ATC TAT GCC
Ile Tyr Ala

45

GGA TCC GGG
Giy Ser Gly

CCT GAA GAT
Pro Glu Asp

GCG GTT TAT TAC TGT CAG CAG TGG AGT ATT AAC CCG (GG
Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg

8s

(2) Informace pro SEQ ID NO: 35:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 93 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Phvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 35:

Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala
1 5
Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala
20
Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln
358
Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile
50 55
Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
€5 70
Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
8s

(2) Informace pro SEQ ID NO: 36:

30

Thr Leu Ser L

10

Ser Ser Ser V

Ala Pro Axrg L

40

eu Ser

al Asn

eu Leu

Pro Ala Arg Phe Ser

Ile Ser Ser L

60

au Glu

Trp Ser Ile Asn Pro

-48 -

90

Thr

TCT
Ser

TTT
Phe
8¢

Pro Gly

Tyr Met

30

Ile Tvr

45

Gly Ser

Pro Glu

Arg

Glu

Ala

Gly

145

193

241

280

Arg

Trp

Thr

Ser

Phe
80
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(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 27 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
5 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: cDNA
(i11) Hypoteticka: ne
10 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 36:

TCGAGTACTG ACACAGTCTC CAGCCAC 27

(2) Informace pro SEQ ID NO: 37:

(i) Charakteristiky sekvence:
20 (A) Délka: 27 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
25 (i1) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:
30

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 37:

GACCGCGGET TAATACTCCA CTGCTGA 27

(2) Informace pro SEQ ID NO: 38:

35 (1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 94 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
40
(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

45 (vi) Pivodni zdroj:

- 49 -
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(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 27...92
(D) Dalsi informace:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 38:

GAATTCTGAG CACACAGGAC CTCACC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TIC 83
Met Gly Trp Ser Cvs Ile Ile Leu Phe
1 5
TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAG ATA GTA CT 94
Lau Val Ala Thr Ala Thr Gly Val His Ser Glu Ile Vval
10 15 20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 39:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 22 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
15 (D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
20 (v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 39:

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 i5
Val His Ser Glu Ile val
20

25
(2) Informace pro SEQ ID NO: 40:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 30 part bazi
30 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: cDNA
35 (iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

-50-
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(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 40:
30

SACTGTGTCA GTACTATCTC GGAGTGGACA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 41:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 55 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 41:

GGGTAGCCTC CTAAGTTGCT CATTTACTGG GCGTCGACTA GGGAATCTGG GGTAC 55

(2) Informace pro SEQ ID NO: 42:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 51 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(11)) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 42:

(9]
-

CCCAGATTCC CTAGTCGACG CCCAGTAAAT GAGCAACTTA GGAGGCTGCC C

(2) Informace pro SEQ ID NO: 43:
(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 321 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina

-51-
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...321
(C) Dalsi informace: FOHZLC 1-0

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 43:

GAA ATA GTA CTG ACA CAC TCT CCA GCC
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala
1 5

GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala
20 25

CAC TGG TAC CAA CAG ACGA CCT GGC CAG
Kis Trxp Tvr Gln Gln Arg Pro Gly Gln

35 40

GCC ACT AGT AAC CTG GCT TCT GGC ATC
Ala Thr Ser Asn Leu aAla Ser Gly Ile
50 35

GGG TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
63 70

GAT TTT GCG GTT TAT TAC TGT CAG CAG

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85

TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG GAG ATC
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 44:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 107 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy

ACC

10

AGC

Sex

GCT

ala

cca
Pro

ATC
Ile

TGG
Trp
80

CTG

Leu

TCA
Serxr

ccc

Pro

Gce
Ala

AGC
Ser
75

AGT
Ser

CGA

Lys Arg

-52-

TCT TTG TCT CCA GGG
Ser Leu Sexr Pro Gly
15

AGT GTA AAT TAC ATG
Ser Val Asn Tyr Met
30

AGG CTC CTC ATC TAT
Arg Leu Leu Ile Tyr
45

AGG TTC AGT GGA TCC
Arg Phe Ser Gly Ser
60

AGT CTA GAG CCT GaAa
Ser Leu Glu Pro Glu
80

ATT AAC CCG CGG ACG
Ile Asn Pro Arg Thr
85

48

96

144

192

240

288

321
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(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: vnitini
(vi) Pivodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 44:

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

1 S 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn
2¢C 25 30
His Trp Tyr Gl= Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser
50 S5 60
Gly Ser Gly Tar Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
65 70 75

Pro Gly

is

Tyr Met

Ile Tyr

Pro Glu

80

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg Thr

85 99
Phe Gly Gly Gly Thr Lvs Val Glu Ile Lys Arg
100 105

Informace pro SEQ ID NO: 45:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 134 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 45:

95

CCTGGACAAG GGCTCAAGTG GATGGGATGG ATAAACACCA GAAATGGAAA GTCAACATAT

GTTGATGACT TCAAGGGACG GTTTGTCTTC TCTCTAGACT CCTCTGTCAG CACGGCATAT

)

25

CTACAGATCA GTAG

Informace pro SEQ ID NO: 46:
(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 134 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina

-53-
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 46:

GGTACCCTGG CCCCAGTAAG TAAAAGGGAA GTAACCATCC ATATTCCCTT CTCTCGTACA 60
GTAATACACT GCAGTGTCGT CAGCCTTTAG GCTGCTGATC TGTAGATATG CCGTGCTGAC 120
AGAGGAGTCT AGAG 134

(2) Informace pro SEQ ID NO: 47:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 225 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(ii1) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...225
(D) Dalsi informace:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 47:

CCT GGA CAA GGG CTC AAG TGG ATG GGA TGG ATA AAC ACC AGA AAT GGA 48
Pro Gly Gln Gly Leu Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly
1 S 10 15

AAG TCA ACA TAT GTT GAT GAC TTC AAG GGA CGG TIT GTC TTC TCT CTA 96
Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe Lvs Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu
20 2 30

GAC TCC TCT GTC AGC ACG GCA TAT CTA CAG ATC AGC AGC CTA AAG GCT 144

AsSp Ser Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala
35 40 45

-54 -
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GAC GAC ACT
Asp Asp Thr

TAC TTC CCT
Tyr Phe Pro
&5
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GCA GTG
Ala Val
S0

TTT ACT
Phe Thr
70

(2) Informace pro SEQ ID NO: 48:

2

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 75 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retdzec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Plvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 48:

Pro Gly Gln Gly Leu Lys Trp Met
1 5
Lys Ser Thr Tyr Val Asp
20
Ser Val Ser Thr
35
Thr Ala Val Tvr

Asp Phe
isp Ser Ala Tvyr
40
Tyr Cys
55
Pro Phe Thr Tyr Trp Gly
70

Asp Asp

50
T™vr Phe
65

Informace pro SEQ ID NO: 49:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 27 part bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

75

Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly
10 15
Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu
25 30
Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala
45
Thr Arg Glu Gly Asn Met Asp Gly
60
Gln Gly Thr
75

-55-
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55 60
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(vi) Plvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 49:

TTTCCTGGAC AAGGGCTCAA GTGGATG 27

(2) Informace pro SEQ ID NO: 50:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 24 par bazi
10 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA
15 (iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pidvodni zdroj:
20 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 50:

TTTEGTACCC TGGCCCCAGT AAGT 27

(2) Informace pro SEQ ID NO: 51:

25 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 363 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
30
(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:
35 (vi) Pdvodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli€: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...363
(D) Dalsi informace: FOHZHC 1-1
40
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 51:

-56-
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CAG GTG CAA CTA GTG CAA TCT GGG TCT GAG TTG AAG AAG CCT GGG GCC 48
Gln Val Gin Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

TCA GTG AAG GTT TCC TGC AAG GCC TCT GGA TAC ACC TTC ACT AAC TAT o6
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

GGA ATG AAC TGG GTG CGA CAG GCC CCT GGA CAA GGG CTC AAG TGG ATG 144
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

GGA TGG ATA AAC ACC AGA AAT GGA AAG TCA ACA TAT GTT GAT GAC TTC 192
Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe

AMAG GGA CGG TTT GTC TTC TCT CTA GAC TCC TCT GTC AGC ACG GCA TAT 240
Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Ser Ser Val Ser Thr Ala Tyxr
65 70 75 8¢

CTA CAG ATC AGC AGC CTA AAG GCT GAC GAC ACT GCA GTG TAT TAC TGT 288
Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
858 99 95

ACG AGA GAA GGG AAT ATG GAT GGT TAC TTC CCT TTT ACT TAC TGG GGC 336
Thr 2rg Glu Gly Asn Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly
100 105 110

CAG GGT ACC CTG GTC ACC GTC TCC TCA 363
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
i1s 120

(2) Informace pro SEQ ID NO: 52:

5 (1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 121 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

15 (vi) Piavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 52:

-57-
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Lys Trp Met
35 40 : 45
Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe
50 55 60
Lvs Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Ser Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 50 v 95
Thr Arg Glu Gly Asn Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly
100 105 110
Gln Gily Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

(2) Informace pro SEQ ID NO: 53:

5 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 82 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:
15 (vi) Pivodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 53:

CAACAGAGAC CTGGUCAGGC TCCCAAGCCC TGGATCTATG CCACGAGTAA CCTGGCTAGC 6C
GGCGTCCCAG CCAGGTTCAG TG 82

20 (2) Informace pro SEQ ID NO: 54:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 90 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
25 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iti) Hypoteticka: ne

-58-
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(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Puvodni zdroj:

5 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 54:
GATCCACTGA ACCTGGCTGG GACGCCGCTA GCCAGGTTAC TCGTGGCATA GATCCAGGGC 60
TTGGGAGCCT GGCCAGGTCT CTGTTGGTAC S0

(2) Informace pro SEQ ID NO: 55:

10 (i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 27 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid

(iit) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

20 (vi) Pivodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 55:

Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Lys Pre Trp Ile Tyr Ala Thr Ser
z 5 10 15
Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser
20 25

25 (2) Informace pro SEQ ID NO: 56:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 321 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
30 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(if) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
35 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:
(vi) Plvodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
40 (B) Umisténi: 1...321
(D) Dalsi informace: FOHZLC 1-1
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 56:

GAR ATA GTA CTG ACA CAG TCT CCA GCC
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala

1

5

GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala

20 25

CAC TGE TAC CAA CAG AGA CCT GGC CaG
His Trp Tyr Gin Gin Arg Pro Gly Glm

GCC
Ala

¢ 8
F.J
<

;N
wn

3

Asp

Phe

35 40

ACG AGT AAC CTG GCT AGC GGC GTC
Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Vval
30 35

TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70

TTT GCG GTT TAT TAC TGT CAG CAG
Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85

GGC GGA GGG ACC AAG GTG GAG ATC
Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 57:

(1)

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 107 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pdvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 57:

ACC
Thr
10

AGC

Ser

GCT
Ala

cca

bro

ATC

Ile

TGG
<P
9¢

Lys
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CTG
Leu

TCA
Ser

ccc

Pro

GCC

Ala

AGC
Sex
75

AGT

Ser

CcGa
Arg

Ser

AGT
Ser

Lys

AGG
Arg
€0

AGT

Ser

ATT
Ile

Leu

GTA
val

ccce
Pro
45

e
Phe

CTA
Leu

AAC
Asn

TCT
Ser

AAT
Asn
30

paele]
Trp

AGT

Ser

GAG

Glu

ATC
Ile

Gly

cer
Pro

aelel
Arg
95

GGG
Gly

ATG
Met

TAT
Tyr

TCC
Ser

Gaa
Glu
80

ACG

oy
-

48

96

144

192

240

288

321
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Glu TIle Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

5 10 15

His Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Lys Prxo Trp Ile Tyr

35 40 45
Ala Thr Ser 2Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Glv Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Sexr Ser Leu Glu Pro Glu

€5 70 75 80

[

A, D
SP Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg Thr
85 90
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

85

(2) Informace pro SEQ ID NO: 58:

5 (1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 41 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

15 (vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 58:

41
GATCCGGGTC TGGGACAGAT TACACTCTCA CGATATCCAG T

20 (2) Informace pro SEQ ID NO: 59:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 41 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
25 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
30 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

-61 -




CZ 299452 B6

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 59:

CTAGACTGGA TATCGTGAGA GTCETAATCTG TCCCAGACCC G 471

5 (2) Informace pro SEQ ID NO: 60:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 13 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
10 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

15 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 60:

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tvr Thr Leu Thr Ile Ser Ser

1
20 S 10

(2) Informace pro SEQ ID NO: 61:

(i) Charakteristiky sekvence:
25 (A) Délka: 321 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
30 (i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:
(vi) Pdvodni zdroj:

35 (ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...321
(C) Dalsi informace: FOHZLC 1-2

40 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 61:
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85
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TCT CCA GCC aceC

Ser

GC

ccT
Pro

AGC
Ser
55

ACT
Thx

TGT

GTG
Val

(2) Informace pro SEQ ID NO: 62:

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 107 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 62:

Pro

AGG
Arg

GGC
Gly
40

Gly

cTC
Leu

CAG
Gln

GAG
Glu

Ala Thr
10

GCC AGC
Ala Ser
25

CAG GCT
Gln Ala

GTC CCA
Val Pro

ACG ATA
Thr Ile

CAG TGG

Gin Trp
80

ATC 2aa

Ile Lys
105
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1s
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35
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20
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85
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 63:

M

(i) Typ molekuly: cDNA

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 165 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

CZ 299452 B6

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Val

Gly

40
Gly
Leu

Gln

Glu

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 63:

AGTACTCACC CAGAGCCCAA GCAGCCTGAG CGCCAGCGTG GGTGACAGAG TGACCATCAC
CTGCAGGGCC AGCTCAAGTG TAAATTACAT GCACTGGTAC CAGCAGAAGC CAGGTAAGGC

Ala

Ala

25

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
105

Thr

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

90
Lys

Leu

Ser

Pxo

Ala

Ser

75
Ser

Ser Leu

Ser Val

Lys Pro

45

Arg Phe
60

Ser Leu

Ile asn

TCCAAAGCCT TGGATCTACG CCACTAGTAA CCTGGCTTCT GGTGT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 64

0]

(i) Typ molekuly: cDNA

Charakteristiky sekvence
(A) Délka: 161 part bazi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:
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(vi) Puvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 64:

CCGCGGETTA ATACTCCACT GCTGGCAGTA GTAGGTGGCG ATATCCTCTE GCTGGAGSCT 60
GCTGATGGTG AAGGTGTAGT CTGTACCGCT ACCGGATCCG CTGAATCTGC TTGGCACACC 120
AGAAGCCAGG TTACTAGTGG CGTAGATCCA AGGCTTTGGA G 161

5 (2) Informace pro SEQ ID NO: 65:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 280 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
10 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
15 (v) Typ fragmentu:
(vi) Puavodni zdroj:
(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence

(B) Umisténi: 2...280
20 (D) Dalsi informace:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 65:

A GTA CTC ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG AGC GCC AGC GTG GGT GAC AGA 49
Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
b 5 10 15
GTG ACC ATC ACC TGC AGG GCC AGC TCA AGT GTA AAT TAC ATG CAC TGG 97
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met His Trp
20 25 30
TAC CAG CAG AAG CCA GGT AAG GCT CCA AAG CCT TGG ATC TAC GCC ACT 145
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Pro Trv Ile Tyr Ala Thr
35 40 45
AGT AAC CTG GCT TCT GGT GTG CCAR AGC AGA TTC AGC GGA TCC GGT AGC 193
Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
50 55 80
GGT ACA GAC TAC ACC TTC ACC ATC AGC AGC CI'C CAG CCA GAG GAT ATC 241
Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Tle
65 70 75 80
GCC ACC TAC TAC TGC CAG CAG TGG AGT ATT AAC CCG CGG 280
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg
85 90
-65 -
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Informace pro SEQ ID NO: 66:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 93 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pdvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 66:

Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Ser
20 25
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
335 40
Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser
50 55
Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser
65 70
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser
85

Informace pro SEQ ID NO: 67:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 27 parua bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(ii1) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Puavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 67:

TTTAGTACTC ACCCAGAGCC CAAGCAG

- 66 -
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Informace pro SEQ ID NO: 68:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 27 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(it Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 68:

TTCCGCGGET TAATACTCCA CTGCTGG 27

Informace pro SEQ ID NO: 69:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 33 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Phvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 69:

CTCGAGCAGT ACTATCTGGG AGTGGACACC TGT
33

Informace pro SEQ ID NO: 70:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(it) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
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(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: N—koncovy

(vi) Plvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 70:

Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
1 5 10 15
aAla

Informace pro SEQ ID NO: 71:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 48 pari bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iit) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 71:

GGACGTTCGC CCAAGGGACC AAGGTGGAAA TCAAACGGAC TETGGCGE 48

Informace pro SEQ ID NO: 72:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 52 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 72:

CGCCGCCACA GTCCGTTTGA TTTCCACCTT GGTCCCTTGG CCGAACGTCC GC

52

-68 -
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 73:

(i) Charakteristiky sekvence:
5 (A) Délka: 321 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

10 (ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:
(vi) Pivodni zdroj:

15 (ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...321
(D) Dalsi informace: FOHZLC 2-0

20 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 73:

CAG ATA GTA CTC ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG AGC GCC AGC GTG GGT 48
Gin Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

GAC AGA GTG ACC ATC ACC TGC AGG GCC AGC TCA AGT GTA AAT TAC ATG 96
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met
20 28 30

CAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGT AAG GCT CCA AAG CCT TGG ATC TAC 144
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Pre Trp Ile Tvr
35 40 45

GCC ACT AGT AAC CTG GCT TCT GGT GTG CCA AGC AGA TTC AGC GGA TCC 192
Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
S0 85 60

GGT AGC GGT ACA GAC TAC ACC TTC ACC ATC AGC AGC CTC CAG CCA GAG 240
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu
€5 70 75 80

GAT ATC GCC ACC TAC TAC TGC CAG CAG TGG AGT ATT AAC CCG CGG ACG 288
Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg Thr
85 90 25

TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC ARA CGG 321

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ary
100 105
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 74:

(i) Charakteristiky sekvence:
5 (A) Délka: 107 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

10 (i) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Plvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 74:

Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Sexr Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45
Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gin Pro Glu
€5 70 75 80
Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg Thr
85 90 95
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Axg
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 75:

20
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 94 parid bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
25 (D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA
(ii1) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
30 (v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:

=70 -
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(A) Jméno/kli¢: koduji sekvence
(B) Umisténi: 24...94
(D) Dalsi informace:

W

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 75:

GAATTCTGAG CACACAGGAC CTCACC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC 53
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe
1 5
TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT GTC CAC TCC CAG ATA GTA CT Sé¢
Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly Val His Ser Gln Ile Val Leu
10 15 20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 76:

10 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 23 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

20 (vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 76:

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
Val His Ser Gln Ile val Leu
20

25 (2) Informace pro SEQ ID NO: 77:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 401 part bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
30 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
35 (iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

=71 -
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(vi) Pavodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 27...401
5 (D) Dalsi informace: FOHZLC 1-3

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 77:
GAATTCTGAG CACACAGGAC CTCACC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC 53

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe
1 ]

TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT GTC CAC TCC CAG ATA GTA CTG ACA CAG 101
Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly Val His Ser Gln Ile Val Leu Thr Gln
10 15 20 25

TCT CCA GCC ACC CTG TCT TTG TCT CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC 149
Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser
30 33 40

TGC AGG GCC AGC TCA AGT GTA AAT TAC ATG CAC TGG TAC Caa CAG AGA 187
I Cvs Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met His Trp Tyr Gln Glrn Arg
45 50 S5

CCT GGC CAG GCT CCC AAG CCC TGG ATC TAT GCC ACG AGT AAC CTG GCT 245
Pro Gly Gln Ala Pro Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala
60 €5 70

AGC GGC GTC CCA GCC AGG TTC AGT GGA TCC GGG TCT GGG ACA GAT TAC 2893
Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tvr

ACT CTC ACG ATA TCC AGT CTA GAG CCT GAA GAT TTT GCG GTT TAT TAC 341

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
S0 385 100 105

TGT CAG CAG TGG AGT ATT 2AC CCG CGG ACG TTC GGC GGA GGG ACC AXG 389
Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
110 115 120

GTG GAG ATC AAA 401
Val Glu Zle Lys
123

10
(2) Informace pro SEQ ID NO: 78:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
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(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 78:

Met
1

val

Ser

Trp
85
Ser

Glu

Pro

Gly Trp Ser

Glin
20
Glu

His Ser

Pro Gly
35
Tyr Met
50
Ile

His

Tyr

Gly Ser Gly

Pro Glu Asp
100
Thr Phe

115

Arg

Cys
5
Ile

Arg

Trp

Thr

Ser

85

Phe

Gly

(D) Topologie: linearni

Ile Ile

val Len

Ala Thr

Tyr Gln
55

Ser Asn

70

Gly Thr

Ala Vval

Gly Gly

Informace pro SEQ ID NO: 79:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 81 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: cDNA

(iii)
(iv)
V)

(vi)

Hypoteticka: ne
Antisense: ne
Typ fragmentu:

Piivodni zdroj:

Leu Phe Leu
i¢
Thr Gln Ser
25
Leu Ser Cys
40
Gln Arg Pro

Leu Alz Ser

Asp Tyr Thr
30
Tyr Tyr Cys
105
Thr Lys Val
120

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 79:
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Arg

Gly

Gly

75

Leu

Gln
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Ala

Ala

Gln

60
Val

Thr I

Gln

Ile

Thr

Ser
45
Ala

Pro

Lys
125

Ala Thr Gly
15

Leu Ser Leu

30

Ser Ser Val

Pro Lys Pro

Ala Arg Phe
80

Ser Leu

95

Ile Asn

Ser

Ser
110
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AGGCCTCTGG ATACACCTTC ACTAACTATC GAATGAACTG GGTGCGACAG GCCCCTGGAC 60
AAGGGCTCGA GTGGATGGGA T 81

(2) Informace pro SEQ ID NO: 80:

5 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 99 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

15 (vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 80:

TGTCTAGAGA GAAGACAAAC CGTCCCTTGA AGTCATCAAC ATATGTTGAC TTTCCATTTC 60
TGGTGTTTAT CCATCCCATC CACTCGAGCC CTTGTCCAG 99

(2) Informace pro SEQ ID NO: 81:
20
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 87 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
25 (D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne
30 (v) Typ fragmentu:

(vi) Puvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 81:

GGTTTGTCTT CTCTCTAGAC ACCTCTGTCA GCACGGCATA TCTACAGATC AGCAGCCTAA 60
AGGCTGAGGA CACTGCAGTG TATTTCT 87

35
(2) Informace pro SEQ ID NO: 82:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 86 pari bazi
40 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: Jednoduchy
(D) Topologie: linearni
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(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 82:

GGTACCCTGG CCCCAGTAAG TAAAAGGGAA GTAACCATCC ATATTCCCTT CTCTCGCTACA 60
GAAATACACT GCAGTGTCCT CAGCCT 86

(2) Informace pro SEQ ID NO: 83:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 278 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 3...278
(D) Dalsi informace:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 83:

AG GCC TCT GGA TAC ACC TTC ACT AAC TAT GGA ATG AAC TGG GTG CGA 47
Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Txp Val Arg
1 5 10 13
CAG GCC CCT GGA €33 GGG CTC GAG TGG ATS GGA TGG ATA AAC ACC AGA 95
Gln Ala Pro Gly GIz Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Il: Asn Thr Arg
2¢ 25 30
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 84:

0]

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 92 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pdvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 84:

Ala Ser Gly

-

Ala Pro

Gly Lys

Leu Asp

50

Ela Glu

65

Gly
Ser
35

Thr

AsSp

ACA TAT GTT GAT GAC TTC AAG GGA CGG TTT GTC TTC 143
Thr Tyr Val Asp Asp Phe Lys Gly Arg Phe Val Phe
40 45
TCT GTC AGC ACG GCA TAT CTA CAG ATC AGC AGC CT2 181
Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Ser Ser Leu
58 60
ACT GCA GTG TAT TTC TGT ACG AGA GAA GGG AAT ATC 239
Thx Ala Val Tyr Phe Cys Thr Arg Glu Gly Asn Met
70 75

CCT TTT ACT TAC TGG GEC CAG GGT ACC 278
Pro Phe Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

85 30
Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln

5 10 15
Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn
20 25 30
Thr Tyr Val Asp Asp Phe Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser

40 45
Ser Val Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys
53 60
Thx Ala val Tyr Phe Cys Thr Arg Glu Gly Asn Met Asp
70 75 80

Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

85

-76 -
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Informace pro SEQ ID NO: 85:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 30 par( bazi
(B) ]"yp: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 85:

AGGCCTCTGG ATACACCTTC ACTAACTATG

Informace pro SEQ ID NO: 86:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 26 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 86:

GGTACCCTGG CCCCAGTAAG TAAAAG

Informace pro SEQ ID NO: 87:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 37 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(11) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

-77-
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(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 87:

CCAGACTCGA CTAGTTGGAT CTGGGAGTGG ACACCTG 37

(2) Informace pro SEQ ID NO: 88:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 446 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 27...446
(D) Dalsi informace: FOHZHC 30

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 88:

GAATTCTGAG CACACAGGAC CTCACC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe
1 5

TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT GTC CAC TCC CAG ATC CAA CTA GTG CAA
Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly Val His Ser Gin Ile Gln Leu Val Gln
10 15 20 25

TCT GGG TCT GAG PTG AAG AAG CCT GGG GCC TCA GTG AAG GTT TCC TGC
Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys
30 35 40

ARG GCC TCT GGA TAC ACC TTC ACT AAC TAT GGA ATG AAC TGG GTG CGA
Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg
45 50 55

CAG GCC CCT GGA CAA GGG CTC GAG TGG ATG GGA TGG ATA AAC ACC AGA

Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Arg
60 65 70

-78 -

53

101

149

187

245



Asn Gly
75

TCT CTA
Ser Leu
90

AAG GCT
Lys Ala

GAT GGT
Asp Gly

GTC TCC
Val Ser

AAG
Lys

Asp

GAG
Glu

TAC

TCT
Ser
140

CZ 299452 B6

TCA ACA TAT GTT GAT GAC TIC AAG GGA CGG TTT GTC TTC
Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe Lys Gly Arg Phe Val Phe

80 85

ACC TCT GTC AGC ACG GCA TAT CTA CAG ATC AGC AGC CTA

Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr lLeu Gln lIle Ser Ser Leu

95 i00

GAC ACT GCA GG TAT TIC TGT ACG AGA GAA GGG AAT ATG
Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Thr Arg Glu Gly Asn Met

110 115

TTC CCT TTT ACT TAC TGG GGC CAG GGT ACC
Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
125 130

(2) Informace pro SEQ ID NO: 89:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 140 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Ptvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 89:

165

120

CTG GTC ACC
Leu Val Thr
138

283

341

388

437

446

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

S 10

is

Val His Ser Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys

Pro Gly Ala

20 25

35 40

-79 -
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Thr

Glu

@
0

(ii)
(iii)
(iv)
V)
(vi)

© AsSp Phe Lys

Asn v Met Asn
Ile
70

Arg

Txp

Gly
853

Ala Leu Gin Ile

100

Thr arg Glu

Gln Gly Thr

Informace pro SEQ ID NO: 90:

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 90 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
Typ molekuly: cDNA
Hypoteticka: ne

Antisense: ne

Typ fragmentu:

Pavodni zdroj:

CZ 299452 B6

Trp Val arg
5%
asn Thr Arg

Phe Val Phe

Ser Ser Leu
105
Gly Asn Met
120
Leu Val Thr
135

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 90:

Gln Ala

Asn Gly
75

Ser Leu

90

Lys aAla

Asp Gly

val Ser

Pro Gly Gln

60

Lys Ser Thr

Asp Thr Ser

Glu Asp Thr
110

Tyr Phe Pro
125

Sexr

140

Gly Leu

Tyr val
80

Val Ser

95

Ala Val

Phe Thr

AGTACTGACA CAGTCTCCAT CCTCCCTGTC TGCATCTGTT GGGGACAGAG TCACCATCAC
TTGCAGGGCC AGCTCAAGTG TAAATTACAT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 91:

()

(i)
(i)
(iv)
V)
(vi)

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 108 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
Typ molekuly: cDNA
Hypoteticka: ne

Antisense: ne

Typ fragmentu:

Piivodni zdroj:

-80-
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 91:

CTTGATGGGA CGCCGCTAGC CAGGTTACTC GTGGCATAGA TCCAGGGCTT GGGAGCTTTC 60
CCAGGTTTCT GTTGGTACCA GTGCATGTAA TTTACACTTG AGCTGGCC 108

(2) Informace pro SEQ ID NO: 92:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 108 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 92:

TAACCTGGCT AGCGGCGTCC CATCAAGGTT CAGTGGATCC GGGTCTGGGA CAGATTACAC 60
TCTCACGATA TCCAGTCTAC AACCTGAAGA TTTTGCGACT TATTACTG 108

(2) Informace pro SEQ ID NO: 93:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 102 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(ii1) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Puvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 93:

GGCGCCGCCA CAGTTCGTTT GATCTCCAGC TTGGETCCCTC CGCCGAACGT CCGCGGGTTA 60
ATACTCCACT GCTGACAGTA ATAAGTCGCA AAATCTTCAG GT 102

(2) Informace pro SEQ ID NO: 94:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 330 pari bazi

-81-



CZ 299452 B6

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
5 (i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Ptuvodni zdroj:

10 (ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 2...328
(D) Dalsi informace:

15 (xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 94:

A GTA CTG ACA CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTT GGG GAC AGA
Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg

1

5

GTC ACC ATC ACT TGC AGG GCC
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala

TAC

CAA CAG

20

AAa

ccr

GGC AAA

AGC
Ser

GCT

TCA
Ser
25

cce

10

AGT GTA
Ser Val

AAG CCC

15

AAT TAC ATG CAC TGG

Asn Tyr Met His Trp
30

TGG ATC TAT GCC ACG

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Pro
35 40

AGT AAC CTG GCT AGC GGC GTC CCA TCA AGG TTC
Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
50 85

GGG ACA GAT TAC ACT CTC ACG ATA TCC AGT CTA
Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
65 70 75

GCG ACT TAT TAC TGT CAG CAG TGG AGT ATT AAC
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gln Trp Ser Ile Asn
85 90

GGA GGG ACC AAG CTG GAG ATC AAA CGA ACT GTG
Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr val
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 95:
20
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 109 aminokyselin

-82-

Trp Ile
45

AGT GGA
Ser Gly
60

CAA CCT

Gln Pro

CCG CGG
Pro Arg

GCG GCG
Alza aAla

Tyx

TCC
Ser

GAA
Glu

ACG
Thr

cc

Ala

GGG
Gly

GAT
Asp

e
Phe

95

Thr

TCT
Ser

Phe
80

GGC
Gly

49

97

145

183

241

289

330
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(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid

(ii1) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitfni

(vi) Pivodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 95:

Val Leu
1
val Thr

Tvry Gln

Ser aAsn
S0

Gly Thr

65

Ala Thr

Gly Gly

CZ 299452 B6

Thr Gln Ser Pro Ser

Ile

Gln

35

Leu

Asp

Tvr

Thr
20

Lys
Ala
Tyr

Tvr

Lys
100

85

Leu

Arg

Gly

Leu
70
Gln

Giu

Informace pro SEQ ID NO: 96:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 26 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pavodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 96:

Ala

Lys

y Val

55
Thr

Gln

Ile

Ser
Ser
ala
40

Pro

Ile

Lys

CAAGTACTG: CACAGTCTCC ATCCTC

Leu Ser Ala Ser Val

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Ser

Arg
105

-83-

10
Ser

Lys

Arg

Ser

Ile

90
Thx

val

Pro

Phe

Leu

75

Asn

val

Asn Tyr
Trp Iie
45
Ser Gly
Gln ®ro

Pro Arg

Ala Ala

Gly Asp Arg
15

Met His Txp

30

Tyr Ala Thr

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

80
Thr Phe Gly
93
26
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Informace pro SEQ ID NO: 97:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 26 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(if) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 97:

AGGGCGCCEC CACAGTTCGT TTGATC .

Informace pro SEQ ID NO: 98:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 412 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 27...412
(D) Dalsi informace: FOHZC 3-0

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 98:

26

GAATTCTGAG CACACAGGAC CTCACC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC 53
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe

TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT GTC CAC TCC CAG ATA GTA CTG ACA CAG
Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly Val His Ser Gln Ile Val Leu Thr Gln
10

1

1s

-84 -
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TCT
Ser

TGC
Cys

cCcT

Pro

ACT
Thr
g0

TGT

Cys

CcG

Leu

cca

Pro

AGG
Axg

GGC
Gly

GGC
Gly
75

Leu

CAG
Gln

GAG
Glu

TCC
Ser

GCC
Ala

GTC
val

ACG
Thr

ATC
Ile

TCC

Ser L

AGC
Sexr
45

GCT

Ala

cca
Pro

ATA
Ile

Trp

AAR
Lys
125

CTG

TCA
Ser

CCC
Pro

TCA
Ser

TCC
Ser

AGT
Ser
110

CGA
Arg

TCT
Ser

AGT
Ser

Lys

AGG
Arg

AGT
Sexr

ATT
Ile

ACT
Thr

GCA
Ala

GTA
val

cce
Pro

TTC
Phe
80

CTA

Leu

AAC
Asn

GTG
vVal

(2) Informace pro SEQ ID NO: 99:

(i)

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 129 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Plvodni zdroj:

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 99:

CZ 299452 B6

TCT GTT GGG

Ser

AAT
Asn

TGG

Tzp
65

AGT

Ser

Caa
Gln

CCG
Pro

GC
Val

Val

TAC

50

ATC

Ile

GGA
Gly

cCcT
Pro

CGG
Arg

Gly
35

ATG
Met

TAT

CC
Ser

GAA
Glu

ACG

115

-85-

GAC
Asp

CAC
His

GCC
Ala

GGG
Gly

GAT
AsSp
100

TTC
Phe

AGA GTC
Arg Val

TGG TAC

ACG AGT
Thr Ser
70

TCT GGG
Ser Gly
85

TTT GCG

Phe Ala

GGC GGA
Gly Gly

ACC
Thr

ACA
Thr

ACT
Thr

GGG
Gly

ATC ACT
Ile Thr
40

CAG AAA
Glin Lys

CTG GCT
Leu Ala

GAT TAC
Asp Tyxr

TAT TAC

Tyr Tyr
108

ACC AAG
Thr Lys
120

283

341

389

412
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe
1 5
Val His Ser Gin Ile Val Leu Thr Gln
20 25
Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr
35 40
Asn Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys
50 55
Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala
65 70
Ser Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Asp Tyr
85
Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
100 105
Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
115 120

Informace pro SEQ ID NO: 100:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 26 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 100:

CAAATAGTAC TCTCCCAGTC TCCAGC

Informace pro SEQ ID NO: 101:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 41 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

-86-

Leu
10

Ser

Cys

Pro

Ser

Thr
S0

Cys

Leu

vVal

Pro

Arg

Gly

Gly

75

Leu

Gln

Glu

Ala

Ser

Ala

Lys

60

val

Thr

Gln

Ile

Thr

Ser

Ser

45

Pro

Ile

Trp

Lys
125

Ala

Leu

30

Ser

Pro

Ser

Ser

Sexr

110
Arg

Thr Gly
15
Ser Ala

Sexr Val
Lys Pro
Arg Phe

80
Ser Leu
95

Ile Asn

Thr Val

26
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(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 101:

GGATAAGCTT GGCGCCGCAA CAGTCGGTTT GATTTCCAGC T 41

(2) Informace pro SEQ ID NO: 102:

10 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 335 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:
20 (vi) Plvodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...335
(D) Dalsi informace:
25
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 102:

CAG ATA GTA CTC TCC CAG TCT CCA GCA ATC CTG TCT GCA TCT CCA GGG 48
Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15

GAG AAG GTC ~TA ATG ACT TGC AGG GCC AGé TCA AGT GTA AAT TAC ATG 96
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met
20 25 30

CAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA TCC TCC CCC AAA CCC TGG ATT TAT 144
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Sexr Sexr Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 4S5

GCC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGA GIC CCT GCT CGC TTC AGT GGC AGT 182

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
S0 55 60

-87-



Gly
65

GAT
Asp

Phe

(2) Informace pro SEQ ID NO: 103:

()
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TCT GGG ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC AGA GTG GAG GCT GAA
Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu
80

Ser

GCT
Ala

GGT
Gly

70

75

GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT ATT AAC CCA CGG ACG
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ile Asn Pro Arg Thr
95

85

© 90

GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG ACT GTT GCG GCG CC
Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro
110

100

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 112 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pivodni zdroj:

105

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 103:

Gln Ile val

L

Glu
His
Ala
Gly
68

Asp

Phe

Lys

Trp

50

Ser

Ala

Gly

val

Tvr

35
Ser

Gly

Ala

Gly

Leu Ser Gln Ser Pro Ala

Thr Met

20

Gln Gln

Asn Leu

Thr Ser

S

Thr Cys Arg Ala

25

Lys Pro Gly Ser

40

Ala Ser Gl_y val

55

Tyr Ser Leu Thr

70

Thr Tyr Tvr Cys Gln Gln

85

Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100

105

-88 -

Ile

io

Ser

Serx

Pro

Ile

Trp

20
Lys

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Arg

Ser

Ser

Lys

Arg

60
ATrg

Ala

Val

Phe

Val

Asn

Val

Ser

Asn

39

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala
110

Pro
15

Tvr
Ile
Gly
Ala
Arg

9s
Ala

240

288

335

Gly

Met

Ser
Glu
80

Thr

Pro
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 104:

()

Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 318 part bazi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(i1i) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...318
(D) Dalsi informace

CZ 299452 B6

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 104:
CAG ATA GTA CTC TCC CAG TCT CCA GCA
Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala

1

5

GAG AAG GTC ACA ATG ACT TGC AGG GCC
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala

20

CAC TGG TAC CAG CAG 2AG

His

aAla

GGG
Gly
€5

GAT
aAsp

Phe

Irp

ACA
Thr
50

TCT

Ser

GCT
Ala

GGT
Gly

Tyr
35

TCC
Ser

GGG
Gly

GCC
Ala

Gly

Gln

AAC
Asn

ACC
Thx

ACT
Thr

Gly
100

Gln iys

CTG GCT
Leu Ala

TCT TAC
Ser x
70

TAT TAC

Tyr Tyr
85

ACC AAG
Thr Lys

cca
Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

TGC
cys

CTG
Len

25

GGA TCC
Gly Ser
40

GGA GTC
Gly Vval

CTC ACA
Leu Thx

CAG CAG
Glin Gln

GAA ATC
Glu Ile
105

ATC
Ile
10

AGC
Ser

TCC
Ser

ccT
Pxo

ATC
Ile

GG
Trp
90

Lys

-89-

Leu

TCA

Ser

ccc

Pro

GCT
Ala

AGC
Ser
75

AGT
Ser

T
Ser

AGT
Sexr

Lys

CGC
Arg
60

AGA

Arg

ATT
Ile

GCA TCT CCA GGG

Ala

GTA
Val

ccc
Pro
45

TTC

Phe

GTG
Val

AAC
Asn

Sex

AAT
Asn
30

TGG
Trp

AGT
Sex

GAG
Glu

Pro
15

TAC
Tyr

GGC
Gly

GCT -

Ala

CGG
Arg
95

Gly

ATG

Met

TAT

AGT
Ser

Glu
80

ACG
Thr

48

96

144

192

240

288

318
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 105:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 106 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Puvodni zdroj:

CZ 299452 B6

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 105:

Gln Ile
1

Glu Lvs

His Trp

Ala Thr
50

Gly Ser

65

Asp Ala

Phe Gly

Val Leu Ser Glan Ser Pro Ala

Val

Tyr
35

Ser
Glyv

Ala

Gly

5
Thr Met Thr
20
Gln Gln Lys

Asn Leu Ala

Thr Ser Tyr
70
Thr Tvr Tyr
8s
Gly Thr Lys
100

(2) Informace pro SEQ ID NO: 106:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 30 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Phvodni zdroj:

Cys

Pra

Sexr

S5
Ser

Cys

Leu

Arg Ala
25

Gly Ser

40

Gly val

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
105

(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 106:

-90 -

Tle
10
Ser

Ser

Trp
90
Lys

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75
Sex

Ser

Ser

Lvs

Arg

60

Arg

Ile

Ala

Ser

Asn

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro Gly
13
Tyr Met

Tle Tyr

Gly Ser

Ala Glu
80

Arg Thr
35S
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CAGATCCRAC TAGTGCAGTC TGGACCTGAG

Informace pro SEQ ID NO: 107:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 32 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Plvodni zdroj:
(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 107:

TTAAGCTTGC TAGCTGCAGA GACAGTGACC AG

Informace pro SEQ ID NO: 108:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 369 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu:

(vi) Pivodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
(B) Umisténi: 1...369
(D) Dalsi informace:

-91-
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 108:

CaG

ACA
Thr

GGA
Gly

GGC
Gly

Lyvs
65

TTG
Leu

ACA
Thr

Gln

ATC

i)

GTC

Val

ATG
Met

GG
Trp
SO

GGA
Gly

CAG
Gln

AGA
Arg

GGG
Gly

CAA
Gln

AAG
Lys

AAC
Asn
35

ATC
Ile

GAA
Glu

ACT
Thr

115

CTA

Leu

ATC
Ile
20

TGG
Trp

AAC
Asn

TTT
Phe

GacC
Asp

GGG
Gly
100

CTG
Leu

GTG
val
5

TCC
Ser

GTG
vVal

ACC
Thr

GCC
Ala

AAC
Asn
8s

AAT

Asn

GTC
Val

CAG
Gln

TGC
Cys

AAG
Lys

AGA
Arg

TTC

Phe
70

Leu

ATG
Met

ACT
Thr

TCT
Ser

AAG
Lys

CAG
Gln

AAT
Asn
S5

T
Ser

Lys

GAT
Asp

GTC
val

(2) Informace pro SEQ ID NO: 109:

()

Charakteristiky sekvence:

GGA
Gly

GCT
Ala

GCT
Ala
40

GGA
Gly

Leu

GAT

Asp

Gly

Ser
120

(A) Délka: 123 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) Antisense: ne

(v) Typ fragmentu: vniténi

(vi) Pdvodni zdroj:

ccT

Pro

T
Ser
25

CCa
Pro

AAG
Lvs

GAA
Glu

GAG
Glu

TAC
Tvr

105

GCA
Ala

GAG
Glu
10

GGG
Gly

GGA
Gly

TCA
Ser

AGC
Ser

GAC
Asp
sa

TTC

Phe

GCT
Ala

-92 .

CTG

Leu

TAC
Tyr

AAG
Lys

ACA
Thr

TcT
Ser
75

ACG

Thr

ccr
Pro

AGC
Ser

AAG
Lys

ACC
Thr

GGT

Gly

TAT

&0

GCC
Ala

GCT
Ala

Phe

AAG
Lys

TTC
Phe

™A
Leu
45

GTT
val

AGC
Ser

ACA

ACT
Thr

CccT
dro

ACA
Thr
30

AAG
Lvs

Asp

ACT
Thr

TAT

TAC
Tvr
110

GGA GAG
Gly Glu
15

AAC TAT
Asn Tvx

TGG ATG
Trp Met

GAC TTC
Asp Phe

GCC AAT
Ala Asn
80

TTC TGT
Phe Cys
85

TGG GGC
Trp Gly

48

g6

192

240

288

336

369
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 109:

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe
50 S5 60
Lvs Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Ser Ser Ala -Ser Thr Ala Asn
65 70 75 80
Leu Gln Ile Asp Asn Leu Lys Asp Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 a0 95
Thr Arg Glu Gly aAsn Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly
100 105 110
Gln Gly» Thr Leu Val Tnr Val Ser Ala Ala Ser
115 120

5 (2) Informace pro SEQ ID NO: 110:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 363 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
10 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
15 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu:
(vi) Piavodni zdroj:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: kodujici sekvence
20 (B) Umisténi: 1...363
(D) Dalsi informace:
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 110:

CAG ATC CAA CTA GTG CAG.TCT GGA CCT GAG CTG AAG AAG CCT GGA GAG 48
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

ACA GTC AAG ATC TCC TGC AAG GCT TCT GGG TAC ACC TTC ACA BAAC TAT 96
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr

20 25 30

™

GGA ATG AAC TGG GTG AAG CAG GCT CCA GGA AAG GGT TTA AAG TGG ATG 14
Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

GGC TGG ATA AAC ACC AGA AAT GGA AAG TCA ACA TAT GTT GAT GAC TTC 192
Gly Trp Ille Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tvr Val Asp Asp Phe
50 S5 60

AAG GGA CGG TTT GCC TTC TCT TTG GAA AGC TCT GCC AGC ACT GCC AAT 240
Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Ser Ser Ala Ser Thr aAla Asn
83 70 75 80
TTG CAG ATC GAC AAC CTC AAA GAT GAG GAC ACG GCT ACA TAT TTC TGT 288
Leu Gln Ile Asp asn Léu Lys Asp Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys

85 90 95

ACA AGA GAA GGG AAT ATG GAT GGT TAC TTC CCT TTT ACT TAC TGG GGC 336
Thr Arg Glu Gly Asn Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tyr Trp Gly
100 105 110

CAA GGG ACT CTG GTC ACT GTC TCT GCA 363
Gln Gly Thr Leu Val Thr Vval Ser Ala
118 120

5 (2) Informace pro SEQ IDNO: 111:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 121 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
10 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
15 (iv) Antisense: ne
(v) Typ fragmentu: vnitini

(vi) Pavodni zdroj:
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(xi) Popis frekvence: SEQ ID NO: 111:

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15
Thr Val Lys Ile Ser Cvs Lvs Ala Ser Gly Tyr Thxr Phe Thr aAsn Tyr
20 25 30
Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Thr Arg Asn Gly Lys Ser Thr Tyr Val Asp Asp Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Ser Ser Ala Ser Thr Ala Asn
65 70 75 80
Leu Gln Ile Asp Asn Leu Lys Asp Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 85
Thr Arg Glu Gly Asn Met Asp Gly Tyr Phe Pro Phe Thr Tvr Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
118 120

PATENTOVE NAROKY

10 1.  Monoklonélni protilatka, jejiz t€Zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID
NO: 31 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 44, jejiz t&zky
fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec méa aminokyseli-
novou sekvenci danou v SEQ ID NO: 57, jejiz t&Zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQIDNO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID

15 NO: 62, jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky
fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 74, jejiz t&zky fetézec méa amino-
kyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 78 nebo jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ
ID NO: 89 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID NO: 99.

20
2. Pozménéna protilatka obsahujici tézky fetSzec a lehky fetézec, kde useky zakladni struktury
uvedeného tézkého a lehkého fetézee jsou odvozeny od alespoii jedné protilatky vybrané z mono-
klonélnich protilatek podle naroku 1 a aminokyselinové sekvence komplementaritu uréujicich
tsekll (CDRs) tézkého fetézce jsou dany v SEQ ID NO: 8, 9 a 10 a aminokyselinové sekvence

25 CDRs lehkého fetézce jsou dany v SEQ ID NO: 12, 13 a 14.

3. Pozménéna protilatka podle naroku 2, ktera je humanizovana.

4. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz téZky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
30 danou v SEQ ID NO: 31, 52 nebo 89.

5. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 44, 57, 62, 74, 78 nebo 99.
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6. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz té€zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 31 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID
NO: 44.

7. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz t€zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ 1D
NO: 57.

8. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID
NO: 62.

9. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID
NO: 74.

10. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz t&Zky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 52 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID
NO: 78.

11. Humanizovana protilatka podle naroku 3, jejiz tézky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci
danou v SEQ ID NO: 89 a lehky fetézec ma aminokyselinovou sekvenci danou v SEQ ID
NO: 99.

12. Chimericka protilatka obsahujici téZky fetézec a lehky fetézec, ve které jsou konstantni
iseky uvedeného tézkého a lehkého fetézce odvozeny od protilatky podle jakéhokoli z naroki 6
az 11 a aminokyselinové sekvence variabilnich useki t&Zkého fetézce jsou dané v SEQ ID NO: 7
a aminokyselinové sekvence variabilnich useki lehkého fetézce jsou dané v SEQ ID NO: 11.

13. Protilatka podle naroku 11, ve které jsou konstantni Gseky vybrany z lidskych imuno-
globulinu.

14. Farmaceuticky prostiedek, vyznacéujici se tim, Ze obsahuje pozménénou
protilatku podle naroku 3 nebo 12 a farmaceuticky pfijatelny nosi¢.

15. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 14, vyznadujici se tim, e dile obsahuje
kyselinu acetylsalicylovou.

9 vykrest
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