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Nazev vynalezu:

Molekula protilatky specificka pro humdinni
TNFalfa, slou¢enina obsahujici molekulu
protiliatky, sekvence DNA, klonovaci nebo
expresni vektor, hostitelskd buiika, zpisob
pFipravy molekuly protilitky, terapeuticka
nebo diagnostickda kompozice a pouZiti
molekuly protilatiy

Anotace:

Molekula protilatky specificka pro humanni TNFa, kterd
obsahuje lehky fetézec at&2ky Fetézee, kde tento lehky Fetézec
obsahuje variabilni Gsek lehkého fet&zce hTNF40-gL 1
(SEKV.ID. C.8a t82ky tetézec obsahuje variabilni dsek
tezkého Fetdzee gh3hTNF40.4 (SEKV. ID. C. 11), a zpasob
jeji pFipravy. Sloudenina obsahujici tuto molekulu protilatky,
ktera obsahuje lehky fetdzec tvoteny sekvenci uvedenou zde
jako SEKV. ID. C. 113 a t&3ky Fetézec tvofeny sekvenci
uvedenou zde jako SEKV. ID. C. | 15, majici na jednom ze
svych cysteinovych zbytkd na Ckonci t82kého tetézce
navizanou skupinu odvozenou z lysyl-maleinimidové
skupiny, kde kazda ze dvou aminovych skupin lysylovych
zbytkii ma kovalentné navazany

methoxypoly(ethylenglykol ovy zbytek o molekulové
hmotnosti asi 20 000 Da, kaZdy v aminoskupiné lysyly,
pfi¢emZ celkova molekulova hmotost
methoxypoly(ethyl englykol Jovych zbytki je asi 40 G600 Da.
Sekvence DNA kdédujici 1€2ky a/nebo lehky fetézec molekuly

protilétky, klonovaci nebo expresni vektor a hostitelsky buiika
transformovand timto vektorem. Terapeutickd nebo
diagnostickd kompozice a pouZiti molekuly protilatky pro
{éeni revmatoidni artritidy, osteoartritidy, Crohnovy nemoci
nebo psoriazy.
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Molekula protilitky specificki pro humanni TNFa, sloudenina obsahujici moleknlu
protilitky, sekvence DNA, klonovaci nebo expresni vektor, hostitelski buiika, zpiisob
piipravy molekuly protilitky, terapeuticki nebo diagnosticka kompozice a poufiti
molekuly protilatky

Oblast techniky

Vynalez se tyka molekul protildtky, které jsou specifické pro antigenni determinanty nadorového
nekrotického faktoru alfa (TNFa, ,,tumour necrosis factor alpha®), slouéeniny obsahujici mole-
kulu této protilitky, sekvence DNA kodujici tézky a/nebo lehky fetézec této molekuly protilatky,
klonovaciho nebo expresniho vektoru obsahujiciho uvedenou sekvenci DNA, hostitelské bufiky
transformované uvedenym vektorem, zpiisobu pipravy této molekuly protilatky, terapeutické
nebo diagnostické kompozice a terapeutického pouiti této molekuly protilétky pro vyrobu lédiva
pro léeni nemoci zprostfedkovanych TNF-alfa, konkrétng revmatoidni artritidy, osteoartritidy,
Crohnovy nemoci nebo psorizy.

Dosavadni stav techniky

Vynilez se tyka proti latkovych molekul. V molekule protilatky jsou dva tézké retézce a dva
lehké fetézce. Kazdy té¥ky Fetézec a kazdy lehky fet®zec ma ve svém N-koncovém useku
variabilni doménu. KaZda variabilni doména je sloZena ze &tyf ramcovych dsekd (FR,
~ramework region“), které jsou stfidény se tfemi dseky ur&ujicimi komplementaritu (CDR,
wcomplementarity determining region*). Zbytky ve variabilni doméné jsou dohodou tislovany
podle systému navrZeného autory Kabat a kol. Tento systém je uveden v praci autora Kabat
akol, 1987, Sequences of Proteins of limnunological Interest, US Department of Health and
Human Services, NIEI, USA (dale ,Kabat a kol. (viz vy3e)*). Tento systém Cislovani byl také
poutit v predkladaném popisu, pokud neni uvedeno jinak.

Kabatovo oznadeni zbytkd neodpovidd vidy ptmo linearnimu &islovani aminokyselinovych
zbytkd. Aktudlni linearni aminokyselinova sekvence mii¥e obsahovat méng aminokyselin nebo
dalsi aminokyseliny, neZ v pfesném Kabatové &islovani, coz odpovidé zkréceni strukturdlni
slozky nebo vioZeni (inzerci) do strukturalni slozky, at’ u? do tseku rdmce nebo do CDR,
zikladni struktury variabilni domény. Spravné Kabatovo &islovani zbytki mize byt pro danou
protilitku zjisténo porovninim homologie zbytkd v sekvenci protiltky se ,standardni“ sekvenci
¢islovanou dle Kabata.

CDR variabilnich domén tézkého Fetézce jsou lokalizovany ve zbytcich 31 a 35 (CDRH1),
zbytcich 50 aZ 65 (CDRH2) a zbytcich 95 az 102 (CDRH3) podle Kabatova &islovini,

CDR variabilnich domén lehkého fetézce jsou lokalizovany ve zbytcich 24 az34 (CDRLI),
zbytcich 50 az 56 (CDRL2) a zbytcich 89 az 97 (CDRL3) podle Kabatova &islovéni.

Konstrukce CDR-roubovanych protilitek je popsina v evropské patentové piihlaice EP
A 0239400, kterd popisuje postup, kterym jsou CDR my3i monoklonalni protilatky jsou roubo-
vany do iscki ramce variabilnich domén huménniho imunoglobulinu mistné cilenou mutagenezi
s poutitim dlouhych oligonukleotidi. CDR urduji specifitnost vazby antigenu protilatkami a jsou
to relativné kratké peptidové sekvence nesené v Gsecich ramce variabilnich domén.

Rané price tykajici se humanizace monoklonalnich protilatek prostiednictvim CDR—roubovéni
byly providény na monoklonalnich protilatkach rozpoznavajicich syntetické antigeny, jako je
napiiklad NP. Ale byly popsany pfiklady, ve kterych mysi monoklonalni protilatka rozpoznava-
jici lysozym a monoklonélni protilétka laboratorniho potkana rozpozndvajici antigen na human-
nich T lymfocytech byly humanizovany pomoci CDR—roubovani, a to autory Verhoeyen a kol.
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(Science, 239, 1534-1536, 1988) a Riechmann a kol. (Nature, 332, 323-324, 198), v daném
pofadi.

Riechmann a kol., zjistili, Ze transfer samotnych CDR (jak definovany Kabatem (Kabat a kol.
fvyse) a Wu a kol., J. Exp. Med., 132, 211-250, 1970)) nebyl postatujici pro vznik uspokojivé
aktivity vazajici antigen u CDR-roubovaného produktu. Bylo zjiiténo, Ze musi byt zménén velky
poCet zbytkl ramce tak, aby odpovidaly zbytkiim Useku ramce dérce. Navrhovana kritéria pro
vybér, které zbytky rdmce potiebuji byt zménény, jsou popsana v mezinarodni patentové
pfihlasce WO 90/07861.

Publikovan byl velky polet pfehledi pojednavajicich o CDR—roubovanych protilitkach, vietné
Vaughan a kol. (Mature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).

TNFa je pro-zanétlivy cytokin, ktery je uvoliiovan bufikami imunitniho systému a interaguje
snimi. Tedy, TNFa je uvolfiovin makrofagy, které byly aktivovany lipopolysacharidy (LPS)
z gram-negativnich bakterii. Ukazuje se, Ze TNFa je endogenni mediator {stfedniho vyznamu
zapojeny do rozvoje a patogeneze endotoxického 3oku spojeného s bakteridlni sepsi. Bylo také
zjidténo, Ze se zvySuje polet receptord pro TNFa u velkého po&tu nemoci &lovéka, vietnd
chronickych nemoci, jako je napfiklad revmatoidni artritida, Crohnova nemoc, ulcerativni
kolitida a scierosis multiplex. My3i transgenni pro humanni TNFa produkuji konstitutivné
vysokou hladinu TNFa a vyviji se u nich spontdnni, destruktivni polyarthritida pfipominajici
revmatoidni arthritidu (Kaffer a kol.,, EMBO J., 10, 40254031, 1991). TNFa je tudi nazyvan
pro—zanétlivy cytokin.

Ve stavu techniky byl popsany monoklonalni protilatky proti TNFa. Meager a kol., (Hybridoma,
6, 305-311, 1987) popsali mysi monoklonélni protilatky proti rekombinantnimu TNFa. Fendly
akol., (Hybridoma, 6, 359-370, 1987) popsali pouziti mysich monoklonilnich protilatek proti
rekombinantnimu TNFa pfi definovani neutralizaci epitopi na TNF. Shimamoto a kol.,
(Imunology Letters, 17, 311-318, 1988) popsali pouZiti my$ich monoklonalnich protildtek proti
TNFy a jejich pouZiti pfi prevenci endotoxického 3oku u mysi. Dale, v mezindrodni publikované
patentové pfihlaSce WO 92/11383, jsou popsany rekombinantni protilitky, véetné CDR-
roubovanych protilatek, specifickych pro TNFe,. Rankin a kol., (British J. Rheumatology, 34,
334-342, 1995) popsali pouziti t&chto CDR- roubovanych protilatek v Ié¢eni revmatoidni
artritidy. V patentu Spojenych statd americkych US A 5§ 919 452 popisuje anti-TNF chimérické
protilatky a jejich pouziti v Ié€eni patologickych stavl spojenych s vyskytem TNF.

Protilatky k TNFa byly navrzeny pro profylaxi a légeni endotoxického 3oku (Beutler a kol..
Science, 234, 470-474, 1985). Bodmer a kol., (Critical Care Medicine, 21, $441-5446, 1993) a
Wherry a kol., (Critical Care Medicine, 21, S436~5440, 1993) pojednavaji terapeuticky potencial
anti~TNFa protilatek v lé¢eni septického 3oku. Pouziti anti~-TNFa protildtek v léCeni septického
Soku je také projedndvano autory Kirschenbaum a kol., (Critical Care Medicine, 26, 1625-1626,
1998). Arthritida vyvolana kolagenem miZe byt G&inné Iléfena pouzitim anti-TNFa
monoklonalnich protilatek (Wiliam a kol. (PNAS-USA, 89, 9784-9788, 1992)).

U pacientid trpicich revmatoidni artritidou byly zjidtény zvy%ené hladiny TNFa jak v synovialni
tekuting, tak v periferni krvi. KdyZ jsou pacientovi trpicimu revmatoidni artritidou podavana
agens blokujici TNFa, zmiriuji zanét, zlepsuji symptomy a oddaluji poskozeni kloubu (McKown
a kol. (Arthritis Rheum., 42, 1204-1208, 1999).

PouZiti anti-TNFua protilatek v 1é¢eni revmatoidni arthritidy a Crohnovy nemoci je diskutovano
v praci autorti Feldman a kol., (Transplantation Proceedings, 30, 41264127, 1998), Adorini
akol., (Trends in Immunology Today, 18, 209-211, 1997) a v Feldman a kol., (Advances
in Immunology, 64, 283--350, 1997). Protilatky k TNFa pouzité v téchto Iéebnych postupech
Jjsou obecné chimérické protilatky, jako napfiklad ty popsané v US A 5 919 452.




20

25

Lt
[~

35

40

45

LL U/ BO

V soudasnosti jsou schvileny dva produkty blokujici TNFa pro lédeni revmatoidni artritidy.
Prvni, nazvany etanercept, je dodévén na trh firmou Immunex Corporation jako Enbrel™. Je to
rekombinantni fiizni protein obsahujici dva p75 rozpustné domény TNF-receptoru spojené k Fc
¢asti humanniho imunoglobulinu. Druhy, nazvany infliximab, je dodavan na trh firmou Centocor
Corporation Remicade™. Je to chiméricka protilatka majici my3i anti-TNFa variabilni domény
a huménni IgG1 konstantni domény.

Rekombinantni anti-TNFa protilitkové molekuly podle dosavadniho stavu techniky obecné maji
redukovanou afinitu pro TNFa ve srovnani s protilatkami, ze kterych variabilni aseky nebo CDR
pochizeji, obecn& musi byt tvofeny v sav&ich buiikich a jsou pro vyrobu nakladné, anti-TNFa
protilitky podle dosavadniho stavu techniky jsou popsiny v prici autori Stefen a kol.,
(Inmunology, 85, 668-674, 1995), dokumentech GB-A-2 246 570 a GB-A-2 297 145.

Existuje trvald potfeba protilitkovych molekul k 1é&eni chronickych zanétlivych onemocnéni,
které mohou byt pouzivany opakované a vyrabi se snadno a Ginn&. Existuje také potfeba proti-
latkovych molekul, které maji vysokou afinitu pro TNFo a pro ¢lovéka jsou malo imunogenni.

Podstata vynilezu

Pfedmétny vynélez se tykd molekuly protilitky specifické pro huméanni TNFa, kterd obsahuje
lehky fetézec a t&Zky fetézec, kde tento lehky Fetézec obsahuje variabilni Gsek lehkého Fetdzce
hTNF40-gL1 (SEKV. ID. C 8) a tézky retézec obsahuje variabilni usek téikého fetézce
gh3hTNF40.4 (SEKV. ID. C. 11).

Dalsim aspektem pfedmétného vynilezu je molekula protilatky specifickd pro humanni TNFe,
kterd obsahuje lehky fetézec obsahujici sekvenci uvedenou zde jako SEKV. ID. C. 113 a tézky
fetézec obsahujici sekvenci uvedenou zde jako SEKV. ID. €. 115.

i lakvila #1 1A+
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specifické pro humanm TNFa, kterd obsahuje lehky fetézec tvoteny sekvenci uvedenou zde Jako
SEKV.ID. C. 113 a tézky fetézec tvofeny sekvenci uvedenou zde jako SEKV. ID. C. 115, majici
na jednom ze svych cysteinovych zbytkl na C-konci tézkého fetézce navazanou skupinu
odvozenou z lysyl-maleinimidové skupiny, kde kaZd4 ze dvou aminovych skupin lysylovych
zbytkii ma kovalentné navazany methoxypoly(ethylenglykolovy zbytek o molekulové hmotnosti
asi 20 000 DA, kazdy v aminoskuping lysylu, pfi¢emZ celkova molekulovd hmotnost methoxy-
poly(ethylenglykol)ovych zbytki je asi 40 000 DA.

Vyhodna je podle pfedmétného vynalezu vyde specifikovana sloudenina, kde skupinou odvoze-
nou od lysyl-maleinimidové skupiny je {1-[[[2-{[3(2,5-dioxo~1-pyrrolidynyl)-1-oxopropyl}-
amino]—ethyl]Jamino] karbonyl]-1,5-pentandiyi] bis(iminokarbonyl).

Vyhodna je podle pfedmétného vynédlezu rovnéZ sloudenina obsahujici molekulu protilatky
majict vzorec:

CHaO(CH2GH0),CONH

CHaO(CHZCHOICONH- o NH




25

30

35

40

45

30

55

CZ 300737 B6

kde n je asi 420.

Do rozsahu pfedmétného vynilezu rovnéz nalezi sekvence DNA kodujici tézky a/nebo lehky
fetézec molekuly protilatky specifikované vyse.

Do rozsahu pfedmétného vynalezu rovnéz nalezi Klonovaci nebo expresni vektor obsahujici
sekvenci DNA specifikovanou vyse.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi hostitelska burika transformovana vektorem
specifikovanym vyse.

Do rozsahu pfedmé&tného vynalezu rovnéZz nalezi zplisob pfipravy molekuly protilatky specifiko-
vané vyse, jehoz podstata spociva v tom, Ze obsahuje kroky, kdy se kultivuje hostitelska buika
specifikovana vySe a izoluje se molekula protilatky.

Do rozsahu pfedmétného vynalezu rovnéZ naleZi terapeuticka nebo diagnosticka kompozice, jejiz
podstata spodiva v tom, Ze obsahuje molekulu protilatky specifikované vyse nebo sloufeninu
obsahujici molekulu protilatky specifikovanou vySe se spojeni s farmaceuticky pfijatelnou
nosic¢ovou latkou.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi molekula protilatky specifikovand vySe nebo
slougenina obsahujici molekulu protilatky specifikovand vyse pro pouZiti v terapii.

Do rozsahu pfedmétného vynalezu rovnéZ nalezi pouZiti molekuly protilatky specifikované vyse
nebo slou¢eniny obsahujici molekulu protilatky specifikované vys$e pro vyrobu lé€iva pro lé¢eni
revmatoidni artritidy, osteoartritidy, Crohnovy nemoci nebo psoriazy.

Vynalez popisuje protilatkovou molekulu, ktera je specificka pro TNFa, obsahujici tézky Fetézec,
kde variabilni doména obsahuje CDR (jak definovino Kabatem a kol., (viz vy$e)) majici
sekvenci oznatenou jako HI na obrazku 3 (SEKV. ID. C. 1) pro CDRHI, H2’ na obrazku 3
(SEKV. ID. C. 2) nebo H2 na obrazku 3 (SEKV. ID. C. 7) pro CDRH2 nebo H3 na obrazku 3
(SEKV. ID. C. 3) pro CDRH3.

Tato protilatkova molekula podle prvniho aspektu obsahuje alespofi jeden CDR vybrany z HI,
H2" nebo H2 a H3 (SEKV. ID. €. 1, SEKV. ID. C. 2 nebo SEKV. ID. C. 7 a SEKV. ID. C. 3) pro
variabilni doménu tézkého fetdzce. Vyhodng, protilatkova molekula obsahuje alespoii dva
a vvhodnéji vechny tfi CDR ve variabilni doméné tézkého fetézce.

Vynalez dale popisuje protilatkové molekuly specifické pro humanni TNFa podle druhého aspek-
tu, obsahujici lehky fetézec, kde variabilni doména obsahuje CDR (jak definovano Kabatem a
kol., (vyse)) majici sekvenci oznatenou jako L1 na obrazku 3 (SEKV. ID. €. 4) pro CDRLI1, L2
na obrazku 3 (SEKV. ID. C. 8) pro CDRL2 nebo L3 na obrazku 3 (SEKV. ID. C. 6) pro CDRL3.

Tato protilatkova molekula obsahuje alespoi jeden CDR vybrany z L1, L2 a L3 (SEKV. ID. C. 4
az SEKV. ID. C. 6) pro variabilni doménu lehkého fetdzce. Vyhodné, protilatkova molekula
obsahuje alespofi dva a vyhodnéji viechny tfi CDR ve variabilni doméné lehkého fetézce.

Protilatkové molekuly podle prvniho a druhého aspektu podle predkladaného vynalezu vyhodné
maji komplementarni lehky fetézec nebo komplementamni tézky fetézec, v daném pofadi.

Protilatkova molekula podle prvniho nebo druhého aspektu predklddaného vyndlezu obsahuje
vyhodné t€7ky fetézec, kde variabilni doména obsahuje CDR (jak je definovano Kabatem a kol,,
(viz vyse)) majici sekvenci oznadenou jako H1 na obrazku 3 (SEKV. ID. €. 1) pro CDRH1, H2’
nebo H2 na obrazku 3 (SEKV. ID. C. 2 nebo SEKV. ID. C. 7) pro CDRH2 nebo H3 na obrizku 3
(SEKV. ID. C. 3) pro CDRH3 a lehky fetézec, kde variabilni doména obsahuje CDR
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(jak definovano Kabatem a kol,, (viz vy3e)) majici sekvenci oznatenou jako L1 na obrazku 3
(SEKV. ID. C. 4) pro CDRLI, L2 na obrizku 3 (SEKV. ID. C. 5) pro CDRL2 nebo L3 na
obrazku 3 (SEKV. ID. C. 6) pro CDRL3.

CDR oznadené v SEKV. ID. C. 1 a3 a% 7 a na obrazku 3, uvedené vyse, pochazeji z mysi mono-
klonalni protilitky h"TNF40. Ale SEKV. ID. C. 2 se sklada z hybridniho CDR. Hybridni CDR
obsahuje ¢ast t&zkého Fetézce CDR2 z my¥i monoklondlni protilatky hTNF40 (SEKV. ID. €. 7)
a Cast tézkého fetdzce CDR2 z huménni skupiny 3 zarode&né linie sekvence Gseku V.

Kompletni sekvence variabilnich domén my3i hTNF40 protilitky jsou ukdzény na obrizku 6
(lehky fetézec) (SEKV. ID. €. 99) a obrazku 7 (tézky fetézec) (SEKV. ID. C. 100). Mysi proti-
latka je nazyvana nize ,,darcovska protildtka®.

Prvni vyhodné provedeni prvniho nebo druhého aspektu zahruje my3i monoklonélni protilatku
hTNF40 majici sekvence variabilni domény lehkého a t&zkého Fet€zce ukdzané na obrazku 6
(SEKV. ID. C. 99) a obrazku 7 (SEKV. ID. C. 100), v daném poradi. Konstantni dsek lehkého
fetézce hTNF40 je kappa a konstantni usek t&Zkého fetézce je IgG2a.

V druhém vyhodném provedeni je protilitka podle prvniho a druhého aspektu chiméricka
mySi/humanni protildtkova molekula, nazyvana v tomto textu chiméricks hTNF40 protilatkova
molekula. Chiméricka protilitkovd molekula obsahuje variabilni domény my$i monoklonalni
protilatky hTNF40 (SEKV. ID. C. 99 a 100} a humanni konstantni domény. Vyhodné, chiméricka
hTNF40 protilatkova molekula obsahuje huménni C kappa doménu (Hieter a kol.. Cell, 22,
197-207, 1980, Genebank ptistupové &islo J00241) v lehkém fetézci a humanni gama 4 domény
(Flanagan a kol., Nature, 300, 709-713, 1982) v t&Zkém Fetdzci.

Ve tfetim vyhodném provedeni je protildtka podle prvniho a druhého aspektu CDR-roubovana
protilatkovd molekula. Termin ,,CDR-roubovana protilatkova molekula®, pouzity v tomto textu,
se tyka protilatkové molekuly, kde tézky a/nebo lehky fetézec obsahuji jeden nebo vice CDR
(véetné, je-li to Zidouci, hybridniha CDR) z donorové (ddrcoveké) protilatly (napz“’ﬂc!ad my¥i

monoklonélni protilatky) naroubované na variabilni Gsek ramce t&kého a/nebo lehkého fetézce
akceptorové (pifjemcovské) protilatky (napfiklad humanni protildtky).

Vyhodn€ ma tato CDR—roubovan4 protilatka variabilni doménu obsahujici Gseky ramce human-
niho pfijemce, a také jeden nebo vice darcovskych CDR uvedenych vyge.

V pfipadg, Ze jsou CDR roubovany, miZe byt pouzita kazd4 vhodn4 sekvence piijemce variabil-
niho dseku ramce s ohledem na ttidw/typ dércovské protilatky, ze které CDR pochazeji, véetng
usekd ramee my3i, priméta a ¢lovéka. Piiklady huméannich rameit (raimcovych Gsekil protilatky),
které mohou byt pouzity v pfedkladaném vyndlezu, jsou KOL, NEWM, RE]L, EU, TUR, TEI,
LAY a POM (Kabat a kol. (viz vy3e)). Naptiklad, KOL a NEWM mohou byt pouZity pro t&zky
fetézec, REI miZe byt pouZit pro lehky fetézec a EU, LAY a POM mohou byt pouzity pro oba
tezky i lehky fetézec. Vyhodné fiseky rdmce pro lehky Fetézec jsou humanni skupina 1 Gseki
ramce ukdzané na obrazku | (SEKV. ID. C. 83, 85, 87 a 89). Vyhodné aseky ramce pro tezky
fetézec jsou humanni skupina 1 a skupina 3 Gisekdl rdmce ukazané na obrizku 2 (SEKV. ID. C.
91,93,95297aSEKV. ID. C. 106, 107, 108 a 109), v daném pofadi.

U CDR-roubovanych protilitek je vyhodné pouZit jako ptijemcovskou protilatku takovou, ktera
mé fetézce, které jsou homologni k fetézcim darcovské protilitky. Prijemcovské t&2ké a lehké
fetézce nemusi nezbytné pochézet ze stejné protilatky a mohou, je-li zadouci, obsahovat sloZené
fet¢zce majici iseky ramce pochdzejici z odlignych fetézed.

V CDR-roubovanych protilitkich podle predkladaného vynalezu nemusi mit také Gseky ramce
presné tutéz sekvenci, jako je sekvence ptijemcovské protilatky. Napiiklad, neobvyklé zbytky
mohou byt zménény na Castéji se vyskytujici zbytky pro danou tfidu nebo typ pFijemcovského
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fetézce. Alternativné, vybrané zbytky v pFijemcovskych lsecich rimce mohou byt zménény tak,
Ze odpovidaji zbytku nalezenému ve stejné poloze v darcovské protilatce. Takové zmény by mély
byt udrzovany na minimu nezbytném k obnoveni afinity darcovské protilatky. Protokol pro
selekei zbytkd v pfijemcovskych lsccich ramce, které mohou potiebovat zménu, je uveden ve
WO 91/09967.

Ve vyhodném provedeni, v CDR-roubované protilitkové molekule podle predkladaného
vynalezu, jestlize prijemcovsky tézky fetdzec ma dseky ramce z humanni skupiny 1 (ukazéno na
obrazku 2) (SEKV. ID. C. 91, 93, 95 a 97), pak pijemcovské lseky ramce tézkého fetézce
obsahuji, navic k jednomu nebo vice darcovskym CDR, dércovské zbytky v polohach 28, 69 a 71
{podle Kabat a kol. (viz vy3e)).

Alternativné, jestliZe pfijemcovsky tézky fetézec ma Gseky ramce ze skupin 1, pak pifjemcovské
useky ramce téZkého fet€zce obsahuji, navic k jednomu nebo vice darcovskym CDR, darcovské
zbytky v polohdch 28, 38, 46, 67, 69 a 71 (podle Kabat a kol. (viz vy3e).

Ve vyhodném provedeni, v CDR-roubované protilatkové molekule podle predkladaného vynale-
zu, jestlize prijemcovsky tézky fetézec ma aseky rdmce humanni skupiny 3 (ukézéna na obrazku
2) (SEKV. ID. C. 106, 107, 108 a 109), pak ptijemcovské useky ramce té7kého fetézce obsahuji,
navic k jednomu nebo vice darcovskym CDR, darcovské zbytky v polohach 27, 28, 30, 48, 49,
69, 71, 73, 76 a 78 (podle Kabat a kol. (viz vy3e)).

Ve vyhodném provedeni, v CDR-roubované protilitkové molekule podle predklédaného
vynalezu, jestlize pfijemcovsky lehky fetézec ma dseky ramce humdanni skupiny 1 (ukazina na
obrazku 1) (SEKV. ID. C. 83, 85, 87 a 89), pak pfijemcovské useky ramce lehkého fetézce
obsahuji darcovské zbytky v polohach 46 a 60 (podle Kabat a kol. (viz vyze)).

Darcovske zbytky jsou zbytky z darcovske protilitky, tj. protilétky, ze které pivodng pochazeiji
CDR.

Protilatkovd molekula miZe obsahovat: kompletni protilatkovou molekulu, majici kompletni
t&7ké a lehké fetézce, jeji fragment, jako napfiklad Bab, modifikovany Fab, Fab’, F(ab'), nebo Fv
fragment, monomer nebo dimer lehkého Fetézce nebo tézkého fetézce, protilatka s jednim fetéz-
cem, napf. jednofetézcova Fv, ve které jsou variabilni domény t22kého a lehkého tetézce spojeny
peptidovou spojkou. Podobné, variabilni useky té7kého a lehkého fetdzce mohou byt spojeny
s dalsi protilatkovou doménou, jak je to vhodné.

Ve vyhodném provedeni je protilitkova molekula podie ptedklidaného vynalezu Fab fragment.
Vyhodné Fab fragment ma tézky fetézec majici sckvenci oznadenou jako SEKV. ID. C. 111
a lehky fetézec majici sekvenci oznagenou jako SEKV. ID. C. t13. Aminokyselinové sekvence
uvedené v SEKV. ID. C. 111 a SEKV. ID. C. 113 jsou vyhodn& kédovany nukleotidovymi
sekvencemi uvedenymi v SEKV. ID. C. 110 a SEKV. ID. €. 112, v daném poradi.

Alternativn€ je vyhodné, jestlize protilitkovou molekulou podle predklidaného vynilezu je
modifikovany Fab fragment, kde modifikace je piipojena na C-koncovou &ast jeho tézkého
fetézce jedné nebo vice aminokyselin, aby se umoZnilo ptipojeni efektorové nebo reportérové
molekuly. Vyhodné, daldi aminokyseliny tvofi modifikovany kloubovy tsek obsahujici jeden
nebo dva cysteinové zbytky, ke kterym miZe byt pfipojena efektorovd nebo reportérova
molekula. Takto modifikovany Fab fragment ma vyhodné tézky fetézec majici sekvenci oznade-
nou jako SEKV. ID. C. 115 a lehky fetézec majici sekvenci oznatenou jako SEKV. ID. C. 113,
Aminokyselinova sekvence uvedena v SEKV. ID. C. 115 je vyhodné kodovana nukleotidovou
sekvenci uvedenou v SEKV. ID. €. 114.

Vyhodné efektorova skupina je molekula polymeru, ktera miize byt ptipojena k modifikovanému
Fab fragmentu, aby se zvysil jeho biologicky polo&as in vivo.
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Polymerové molekuly mohou byt obecn& syntetické nebo v pkirodé se vyskytujici polymery,
napiiklad pfipadné substituovany polyalkylenovy polymer, polyalkenylenovy polymer nebo
polyoxyalkylenovy polymer s pfimym nebo rozvétvenym fetézcem, nebo polysacharid
s rozvétvenym nebo nerozvétvenym fetézcermn, napiiklad homo— nebo hetero- polysacharid.

Mezi konkrétni pfipadné substituenty, které mohou byt pfitomny na vy$e uvedenych syntetickych
polymerech, patii jedna nebo vice hydroxyskupin, methylovych skupin nebo methoxyskupin.
Konkrétni ptiklady syntetickych polymeri zahrnuji pfipadné substituovany poly(ethylenglykol),
poly(propylenglykol), poly(vinylalkohol) nebo jejich derivity s pfimymi nebo rozvétvenymi
fetézci, zejména piipadné substituovany poly(ethylenglykol), jako je napiiklad methoxypoly-
(ethylenglykol) nebo jejich derivaty. Konkrétni v pfirodé se vyskytujici polymery zahrnuji
laktozu, amylozu, dextran, glykogen nebo jejich derivity. Termin ,derivity™, pouZity v tomto
textu, zahrnuje reaktivni derivaty, napfiklad thiol-sefektivni reaktivni skupiny, jako jsou napfi-
klad maleimidy, apod. Reaktivni skupina miZe byt pfipojena k polymeru ptimo nebo pies spojo-
vaci segment. Je nutné uvést, Ze zbytek takové skupiny v nékterych ptipadech tvofi &ast produktu
jako spojovaci skupina mezi proti latkovym fragmentem a polymerem.

Velikost polymeru miZe byt variabilni podle dané potfeby, ale obecn& odpovidd primérnému
rozmezi molekulovych hmotnosti od 500 (Da) do 50000 (Da), vyhodné 5000 az 40000 (Da)
a vyhodngji 25000 az 40000 (Da). Velikost polymeru miZe byt konkrétné vybrana na zakladé
zamy$lenc¢ho pouziti produktu. Tedy naptiklad, v ptipadé, kdy je cilem to, aby produkt opustil
cirkulaci a pronikl do tkani, napiiklad pro pouZiti pfi lé¢eni nddori, miZe byt vyhodné pouZit
polymer s nizkou molekulovou hmotnosti, napfiklad s molekulovou hmotnosti piiblizné
5000 (Da). Pro aplikace, pfi kterych produkt v cirkulaci zistava, mize byt vyhodné pouzit poly-
mer s vy§8i molekulovou hmotnosti, majici naptiklad molekulovou hmotnost v rozmezi 25000
(Da) az 40000 (Da).

Mezi obzvIast¢ vyhodné polymery patfi polyalkylenové polymery, jako je naptiklad polyethylen-
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s molekulovou hmotnosti v rozmezi ptiblizné 25000 (Da) az piiblizné 40000 (Da).

Kazda molekula polymeru pfipojena k modifikovanému protilitkovému fragmentu mizZe byt
kovalentné pfipojena k atomu siry cysteinového zbytku lokalizovaného ve fragmentu. Kovalentni
vazba je obecné disulfidova vazba nebo, zejména, vazba mezi atomy siry a uhliku.

V ptipadé potfeby muiZze mit protilatkovy fragment pfipojenou jednu nebo vice efektorovych nebo
reportérovych molekul. Efektorové nebo reportérové molekuly mohou byt pfipojeny k proti-
latkovému fragmentu pfes kterykoliv dostupny aminokyselinovy postranni fetézec nebo termi-
nalni aminokyselinovou funkéni skupinu ve fragmentu lokalizovanou, napiiklad jakoukoliv
volnou aminoskupinu, iminoskupinu, hydroxylovou skupinu nebo karboxylovou skupinu.

Pro pfipravu protildtkovych fragmentd modifikovanych polymerem popsanych vye miZe byt
pouzit jako vychozi litka kaZdy aktivovany polymer. Aktivovany polymer miZe byt kaZdy
polymer obsahujici thiclovou reaktivni skupinu, jako je napfiklad a—halogenkarboxylova kyseli-
na nebo ester, napiiklad jodacetamid, imid, naptiklad maleimid, vinylsulfon nebo disulfid. Tato
vychozi latka miZe byt ziskdna z komerénich zdrojii (napfiklad od firmy Shearwater Polymers
Inc., Huntsville, AL, USA) nebo mlize byt pfipravena z komerén& dostupnych vychozich latek
s pouzitim obvyklych chemickych postupii,

Co se tyce pfipojeni poly(ethylenglykol)ovych (PEG) skupin, je moZno odkazat se na dokumenty
wPoly(ethylenglykol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications”, 1992, J. Milion
Harris (ed), Plemim Press, New York,  Poly(ethylenglykol) Chemistry and Biological
Applications”, 1997, J. Milton Harris a S. Zalipsky (eds), American Chemical Society,
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Washington DC a ,, Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the Biomedical Science",
1998, M. Aslam a A. Dent, Grove Publishers, New York,

V pfipadE, Z¢ je tfeba ziskat protilatkovy fragment pfipojeny k efektorové nebo reportérové
molekule, je moZno ptipravu provést standardnimi chemickymi postupy nebo technikami rekom-
binantni DNA, kdy je protilatkovy fragment spojen bud’ pfimo nebo prostiednictvim kondenzag-
niho ¢inidla k efektorové nebo reportérové molekule bud’ pfed nebo po reakci s vhodnym
aktivovanym polymerem. Mezi konkrétni chemické postupy patii napfiklad postupy popsané
v publikovanych mezindrodnich patentovych prihlaskach WO 93/62331, WO 92/22583, WO
90/195 a WO 89/1476. Alternativné, v piipadg, Ze je efektorovou nebo reportérovou molekulou
protein nebo polypeptid, miize byt spojeni dosazeno s pouzitim postupl rekombinantni DNA,
popsanych napriklad v dokumentech WO 86/01533 a EP-A-0392745.

Ve vyhodném provedeni je modifikovany Fab fragment podle piedkliadaného vynilezu
PEGylovén (tj. ma k sobé kovalentné ptipojen PEG (polyethylenglykol)) podle metody popsané
v EP-A-0948544. Vyhodné je protilitkovou molekulou podle predkladaného vynalezu
PEGylovany modifikovany Fab fragment ukazany na obrézku 13. Jak je ukdzino na obrazku 13,
modifikovany Fab fragment ma maleimidovou skupinu kovalentné pfipojenou k jedné thiolové
skupiné v modifikovaném kloubovém useku. K maleimidové skuping je kovalentné pripojen
zbytek lysinu. Ke kazdé aminoskuping na lysinovém zbytku je p¥ipojen polymer methoxypoly-
(ethylenglykolju majici molekulovou hmotnost pfiblizng 20000 (Da). Celkova molekulova
hmotnost celé efektorové molekuly je tudiz piiblizng 40000 (Da).

Ve vyhodném provedeni ma ve slou¢ening ukézané na obrazku 13 tézky fetézec protilatkové
Césti sekvenci oznacenou jako SEKV. ID. C. 115 a lehky Fet¥zec ma sekvenci oznaenou jako
SEKV. ID. C. 113. Tato sloucenina je v tomto textu nazyvana CDP870.

Domény kenstantnich Gseki protilitkové molekuly podle predkiddaného vynalezu, jestlize se
vyskytuji, mohou byt vybirdny s ohledem na navrhovanou funkci protilitkové molekuly a
z¢jmena efektorové funkce, které mohou byt nezbytné. Napfikiad, domény konstantnich Gsekd
mohou byt huménni domény IgA, IgD, IgE, IgG nebo IgM. Mohou byt pouzity obzvlaits
domény konstantnich Gsekii huménniho [gG, zejména izotypy IgGt a IgG3, a to v pripadech, kdy
Je protilitkova molekula zamyslena pro terapeutické pouziti a kdy jsou nezbytné protilatkové
efektorové funkce. Alternativng, mohou byt pouzity izotypy 1gG2 a IgG4, a to v p¥ipadé, kdy je
protilitkova molekula zamy3lena pro terapeutické pouZiti a protilatkové efektorové funkce nejsou
nezbytné, napiiklad pro jednoduchou biokadu aktivity TNFa.

Protilatkova molekula podle pfedkladaného vynilezu miZe mit také pfipojenou efektorovou nebo
reportérovou molekulu. Napfiklad miZze mit pfipojen makrocyklus, pro chelataci tézkého
kovového atomu, nebo toxin, jako napiiklad ricin, kovalentni mistkovou strukturou. Nebo mie
byt pouzita technologie rekombinantni DNA pro produkci protilatkové molekuly, kdy Fc
fragment (CH2, CH3 a kloubové domény), CH2 a CH3 domény nebo CH3 doména kompletni
molekuly imunoglobulinu jsou (byly) nahrazeny nebo byly pfipojeny peptidovou vazbou,
k funk&nimu neimunoglobulinovému proteinu, jako napfiklad k molekule enzymu nebo toxinu.

Protilatkovd molekula podle pfedklidaného vynalezu ma vyhodn& vazebnou afinitu alespoit
0,85 x 10™° M, vyhodnéji alespoii 0,75 x 107" M a nejvyhodngji alespott 0,5 x 107° M. Je nutné
poznamenat, Zze vyhodna humanizovana protilatkovd molekula podle ptedkladaného vynalezu,
jak je popsano nize, m4 afinitu pfiblizné 0,5 x 107'° M, co? je lepsi nez afinita my%i monoklonalni
protilitky, ze které pochazi. Mys protiltka ma afinitu pfiblizné 0,85 x 107'° M.)

Ve vyhodném provedeni obsahuje protilitkovd molekula podle pfedkladaného vynalezu
variabilni doménu lehkého fetézce hTNF40-gL1 (SEKV. ID. C. 8) a variabilni doménu tézkého
fetézce gh3hTNF40.4 (SEKV. ID. C. 11). Sekvence variabilni domény téchto lehkych a tézkych
fetézet jsou ukazany na obrazku 8 a 11, v daném pofadi.
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Predkladany vynalez rovnéZ zahrnuje varianty protilitkovych molekul podle predklidaného
vynilezu, které maji zlep$enou afinitu pro TNFa. Tyto varianty mohou byt ziskdny pomoci
velkého poCtu postupd afinitniho zrani (afinitni maturace) véetné mutaci CDR (Yang a kol
J. Mol. Biol., 254, 392403, 1995), ,shuffiing” fetézce (Marks a kol, Bio/Technology, 10,
779-183, 1992), pouziti mutatorového kmen E. coli (Low a kol., J. Mol. Biol., 250, 359-368,
1996), DNA . shuffiing” (Patten a kol., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997), vystavovani
na figu, fagovy displej (Thompson a kol., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) a ,sexual“ PCR
(Crameri a kol.. Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan a kol. (viz vy3e) pojednavaji o t&chto
metodach afinitni maturace.

Pfedkladany vynalez také poskytuje DNA sekvence kodujici té2ké a/nebo lehké fetézce(fetézec)
protilatkové molekuly podle pfedkladaného vynalezu.

Vyhodné DNA sekvence koduje tézky nebo lehky fetézec protilatkové molekuly podle predklé-
daného vynalezu.

Podle jednoho z vyhodnych provedeni DNA sekvence koduje lehky fetézec a obsahuje sekvence
ukdzané v SEKV. ID. C. 8 (WTNF40-gL1) nebo SEKYV. ID. C. 9 (h~TNF40-gL2) nebo jejich
degenerované ekvivalenty.

V alternativnim vyhodném provedeni DNA sekvence kéduje t&Zky fetézec a obsahuje sekvence
ukdzané v SEKV. ID. C. 10 (ghIhTNF40.4) nebo SEKV. ID. C. 11 (gh3hTNF40.4) nebo jejich
degenerované ekvivalenty.

DNA sekvence podle pfedkladaného vyndlezu miZe obsahovat syntetickou DNA, naptiklad
vytvofenou chemickymi postupy, cDNA, genomovou DNA nebo jakoukoliv jejich kombinaci.

Pfedkladany vynalez se také tyka klonovaciho nebo expresniho vektoru obsahujicfho jednu nebo
"I’f“l nRrA cnl( fﬂﬂf\l '\ﬂl“lﬂ n;nr"rlnr‘nnnhn wror ﬂ‘lﬁ"‘l ‘I l\ﬁl‘lﬁx 11" ML L I\f\i "\Al\f\ avnfnnnn Ilﬂ.l"‘l\f
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obsahuje dvé DNA sekvence, kodujici lehky fetézec a tézky fetézec protilatkové molekuly podle
predkladaného vynalezu, v daném poradi.

Ve vyhodném provedeni poskytuje ptedkladany vynéalez E. coli expresni vektor obsahujici DNA
sekvenci podle predklidaného vynalezu. Vyhodné expresni vektor je pTTO(CDP$70), jak je
schematicky ukazan na obrazku 22.

Pfedkladany vynalez take obsahuje vektor PDNAbEng-Gt, jak je ukézin na obrazku 19.

Obecné metody, kterymi mohou byt vektory konstruovany, transfekéni metody a kultivaéni
metody jsou odbornikim dobfe zndmy. V tomto ohledu je moZno odkizat na publikaci ,,Current
Protocois in Molecular Biology™, 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, New York
a Maniatis Manual vydany nakladatelstvim Cold Spring Harbor Publishing,

DNA sekvence, které kéduji protilatkovou molekulu podle pfedkladaného vynalezu mohou byt
ziskdny metodami, které jsou odbornikiim pracujicim v daném oboru béné znimé. Napiiklad,
DNA sekvence kodujici Cast nebo cely protilatkovy téZky a lehky fetézec mohou byt syntetizo-
vany dle pfani ze zjiSténych DNA sekvenci nebo na zikladé odpovidajicich aminokyselinovych
sekvenci.

DNA koédujici sekvence piijemcovského (akceptorového) ramce je odbornikiim $iroce dostupna
a miZe byt snadno syntetizovana na zaklad& svych znamych aminokyselinovych sekvenci.

Pro piipravu DNA sekvenci kodujicich protilaitkovou molekulu podle pfedkliddaného vynalezu
mohou byt pouzity standardni techniky molekuldmi biologie. PoZzadované DNA sekvence mohou
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byt syntetizovany kompletng nebo &4stetnd s pouzitim technik syntézy pomoci oligonukieotidii.
Vhodné mohou byt pouzity techniky mistné cilené mutageneze a polymerdzové fetézové reakce
(PCR).

Pro expresi DNA sekvence kédujici protilatkovou molekulu podle predkldadaného vynalezu mize
byt pouZit kazdy vhodny systém hostitelska buiika/vektor. Milze byt pouzit bakteridlni systém,
napfiklad £ coli, a daldi mikrobialni systémy, Castecng&, pro expresi protilatkovych fragmenti,
jako jsou naptiklad Fab a F(ab’), fragmenty a zejména Fv fragmenty a fragmenty protilatky
s jednim Fetdzcem, napfiklad, jednofetézcové Fvs. Eukaryotické, napiiklad savéi, hostitelské
bunééné expresni systémy mohou byt pouZity pro produkci vétSich protilitkovych molekul,
véetné kompletnich protilatkovych molekul. Vhodné savéi hostitelské buiky zahmuji CHO
buiiky, myelomové nebo hybridomové buiiky.

Ptedkladany vynalez také poskytuje zpiisob vyroby protilatkovych molekul podle predklidaného
vynalezu obsahujici kultivaci hostitelskych bunék obsahujicich vektor podle pfedkladaného
vynalezu za podminek vhodnych a vedoucich k expresi proteinu z DNA kédujici protilatkovou
molekulu podie predkladaného vynalezu a izolaci protilatkové molekuly.

Vyhodné zptisob vyroby protilatkové molekuly podle pfedkladaného vynilezu zahrnuje pésto-
vani E. coli obsahujici E. coli expresni vektor obsahujici DNA sekvenci podle pfedkladaného
vynilezu za podminek vhodnych a vedoucich k expresi proteinu a izolaci protilatkové molekuly.
Protilatkova molekula miZe byt sekretovana z bunék nebo cilena do periplazmy vhodnymi
signalnimi sekvencemi. Nebo se protilatkovd molekula miZe akumulovat v cytoplazmé buiiky.
Vyhodng je protilitkova molekula cilena do periplazmy. V zavislosti na vytvafené protilatkove
molekule a pouzitém postupu, je Zidouci, aby se protilitkovd molekula spravné prostorové
slozila {,refold“) a piijala funkéni konformaci. Postupy umoziujici protilatkové molekule, aby se
slozila, jsou odbornikiim dobfe zname.

Protilatkova molekula mize obsahovat pouze polypeptid tézkého nebo lehkého fetézce, v tomto
pfipadé je zapotiebi pouZit pouze kédujici sekvenci t€zkého fetézce nebo lehkého fetézce
polypeptidu pro transfekci hostitelskych bun&k. Pro vyrobu produktii obsahujicich oba t€zké
a lehké fetézce, mize byt bunééna linie transfekovana dvéma vektory, prvni vektor kédujici
polypeptid lehkého fetézce a druhy vektor kodujici polypeptid tézkého Fetézce. Nebo mitze byt
pouzit jeden vektor, ktery zahrnuje sekvence kédujici polypeptidy lehkého fetézee a t€zkého
fetézce.

Predkladany vynalez také poskytuje terapeuticky nebo diagnosticky piipravek obsahujici proti-
litkovou molekulu podle predkladaného vyndlezu v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym
excipientem, fedidlem nebo nosi¢em.

Pokud se tyde zplsobu vyroby tohoto terapeutického nebo diagnostického pfipravku, tento
postup zahrnuje smiseni protilatkové molekuly podle pfedkladaného vynilezu spoledné s farma-
ceuticky piijatelnym excipientem, fedidlem nebo nosiem.

Protilatkova molekula miZe byt jedini aktivni slozka v terapeutickém nebo diagnostickém
ptipravku nebo mitze byt doprovazena dalsi aktivni slozkou véetné dalsich protilatkovych slozek,
naptiklad protilatek anti-T lymfocyt, anti-IFNy nebo anti-LP nebo neprotilitkovych sloZek, jako
jsou naptiklad xantiny.

Farmaceutické ptipravky vyhodn& obsahuji terapeuticky 0Zinné mmnoZstvi protilatky podle
vynalezu. Termin ,.terapeuticky d&inné mnoZstvi®, pouZity v tomto textu, se vztahuje k mnoZzstvi
terapeutického &inidla potfebného k 1€€b€, zmirnéni nebo prevenci cilové nemoci nebo stavu
nebo k projeveni detekovatelného terapeutického nebo preventivniho G€inku. Pro kazdou proti-
latku mize byt terapeuticky uéinnd ddvka stanovena nejprve bud’ v testech na tkafiovych
kulturach nebo ve zvitecich modelech, obvykle na hlodaveich, kralicich, psech, prasatech nebo
primatech. Zviteci model mize byt také pouZit pro stanoveni pfisluéného rozmezi koncentrace a
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zpdsobu podavani. Tyto informace pak mohou byt pouzity pro stanoveni pouzitelné davky a
zpisobu podavani u lidi.

Ptesné Gcinné mnoZstvi pro lidského pacienta zivisi na zévaZnosti chorobného stavu, vieobec-
ném zdravi pacienta, véku, hmotnosti a pohlavi pacienta, stravé, dob¢ a Castosti podavani,
kombinaci l€kii reakéni citlivosti a toleranci/reakci na ébu. Toto mnozstvi mize byt stanoveno
rutinnim experimentovanim a zavisi na usudku lékafe. Obecné se Géinnd davka pohybuje
vrozmezi od 0,01 mg/kg do 50 mg/kg, vyhodng 0,1 mg/kg az 20 mg/kg, vyhodnéji pFiblizné
15 mg/kg. Jak je ukdzano v ptikladu niZe, dévky 1,5 a 20 mg/kg byly pouzity pro 1é&eni pacientl
trpicich revmatoidni artritidou.

Ptipravky mohou byt podévany pacientovi samostatn& nebo mohou byt podavany v kombinaci
s dal3imi &inidly, 1é&ivy nebo hormony.

Davka, ve které jsou protilitkové molekuly podle ptedklédaného vynalezu podévany, zavisi na
povaze lé€eného chorobného stavu, na stupni, do kterého vystoupila nebo se odekava, ze vystou-
pila, hladina TNFa, kterd ma byt neutralizovina, nad poZadovanou tiroveii, a na tom, zda proti-
latkova molekula bude pouZita profylakticky nebo k lé€eni jiZ existujictho chorobného stavu.

Tak napfiklad, jestlize je produkt uréen pro lé¢eni nebo profylaxi chronického zinétlivého
onemocnéni, jako je napiiklad revmatoidni artritida, pohybuje se vhodna davka protilatkové
molekula podle pfedklddaného vynilezu v rozmezi mezi 0,5 a 50 mg/kg, vyhodnéji mezi 1a
20 mg/kg a nejvyhodn&ji je priblizng 15 mg/kg. Castost podavani davky zévisi na biologickém
polotase protilatkové molekuly a trvani i&inku.

Jestlize mé protilatkovd molekula kratky biologicky pologas (naptiklad 2 aZ 10 hodin) miiZe byt
nezbytné podévat jednu nebo vice davek denné. Nebo, jestlize mé protilatkova molekula dlouhy
biologicky polotas (napfiklad 2 a2 15 dnii) miize byt nutné poddvat davku pouze jednou denné,
tydné nebo dokonce jednou za 1 nebo 2 mésice.

Farmaceuticky pfipravek miZe také obsahovat farmaceuticky pfijatelny nosi¢ pro podévani
protilatky. Nosi¢ sam by nemél indukovat produkci protilstek $kodlivych pro jedince, ktery
dostdvé pipravek, a nemél by byt toxicky. Vhodné nosite jsou velké, pomalu metabolizované
makromolekuly, jako jsou napiklad proteiny, polypeptidy, liposomy, polysacharidy, polymlééné
kyseliny, polyglykolové kyseliny, polymerni aminokyseliny, aminokyselinové kopolymery
a inaktivni virové ¢astice.

RovnéZ je mozno pouzit farmaceuticky prijatelné soli, napfiklad soli mineralnich kyselin, jako
jsou napfiklad hydrochloridy, hydrobromidy, fosfaty a sulfity nebo soli organickych kyselin,
Jako jsou napfiklad acetéty, propiondty, malonaty a benzodty.

Farmaceuticky pfijatelné nosi¢e v terapeutickych pipravcich mohou dale obsahovat tekutiny,
Jako je napfiklad voda, fyziologicky roztok, glycerol a ethanol. V téchto pfpravcich mohou byt
dale pfitomny pomocné ldtky, jako jsou naptiklad sméiedla nebo emulgtory nebo pH pufry.
Tyto nosi¢e umoziiuji, e farmaceutické pripravky jsou formulovany jako tablety, pilulky, drazé,
tobolky, tekutiny, gely, sirupy, smési a suspenze, pro poZiti pacientem.

Vyhodné formy pro podavéni zahmuji formy vhodné pro parenteralni podavani, napfiklad injekei
nebo infiizi, naptiklad bolusovou injekei nebo kontinualni infizi. KdyZ je produkt uren pro
injekei nebo infilzi, miZe mit formu suspenze, roztoku nebo emulze v olejovitém nebo vodném
vehikulu a miZe obsahovat formulaéni &inidla, jako jsou naptiklad suspendaéni ginidla, konzer-
vacni Cinidla, stabilizadni a/nebo dispergaéni &inidla. Nebo miize byt protilatkova molekula
v suché formé pro rekonstituci pfed pouZitim s vhodnou sterilni tekutinou.
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Jakmile jsou jednou formulovany, mohou byt poddvany piipravky podle vynalezu ptimo pacien-
tovi. LéCeni pacienti mohou byt zvifata. Ale je vyhodné, kdyz jsou piipravky upraveny pro
podavani lidskym pacientiim.

Farmaceutické pripravky podle tohoto vynalezu mohou byt podavany celou fadou zpisobi
vetné, aniZ by tim byl rozsah néjak omezovan, perorilniho, intravendzniho, intramuskulamiho,
intraarterialniho, intramedulamiho, intrathekalniho, intraventrikularmiho, transdermalniho, trans-
kutdnniho (viz napiiklad, WO 98/20734), subkutanniho, intraperitonedlniho, intranazalniho,
enteralniho, topického, sublingvainiho, intravaginalniho nebo rektalniho zpisobu. Spreje mohou
také byt pouZity pro podavani farmaceutickych pfipravkii podle vynélezu. Terapeutické
pripravky mohou byt typicky pfipraveny jako pfipravky pro injekce, a to bud’ jako tekuté roztoky
nebo suspenze. Mohou byt také pfipraveny pevné latkové formy vhodné pro piipravu roztoku
nebo suspenze v tekutém vehikulu pred injekei,

Piima aplikace piipravku je obecné uskute¢iiovina injekci, subkutanni, intraperitonealni, intra-
venozni nebo intramuskularni nebo aplikaci do intersticia tkani. Pfipravek mizZe také byt podavan
na léze. Davkovani 1é¢by mize byt jednou davkou nebo podle rozpisu nékolika davek.

V této souvislosti je tfeba uvést, Ze aktivni slozka v pfipravku je protilatkovd molekula. Jako
takova podléha degradaci v gastrointestinalnim traktu. Tedy, jestlize pfipravek ma byt poddvan
zplsobem pouZivajicim gastrointestindlni trakt, je zapotfebi, aby pfipravek obsahoval &inidla,
ktera chrani protilitku pfed degradaci, ale ktera protilitku po absorbovani uvolni z gastro-
intestinalniho traktu.

Podrobna diskuse o farmaceuticky ptijatelnych nosi¢ich je k dispozici v publikaci Remington’s
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J., 1991).

Pfedpoklidi se take, ze protilatka podle pfedklddaného vynélezu bude podavina s pouZitim
genové terapie. Aby se toho doséhlo, jsou DNA sekvence kodujici téZké a lehké fetézce protilat-
kové molekuly pod kontrolou pfisluinych DNA sloZek zavedeny pacientovi, takZe protilatkové
fetézce jsou exprimovany z DNA sekvence a sestaveny in situ.

Piedkladany vynalez také poskytuje protilatkovou molekulu podle predkladaného vynalezu pro
pouZiti v terapii, to znamena k lé¢eni nemoci zprosttedkovanych TNFa.

Ptedkladany vynalez dale poskytuje pouZiti protilatkové molekuly podle piedklddaného vynalezu
pro vyrobu léCiva pro lé¢eni nemoci zprostfedkovanych TNFa.

Protilatkova molekula podle pfedkladaného vyndlezu miiZe byt pouzita pro jakoukoliv 1é¢bu, kde
Je Zadouci, aby se snizil stupefi biologicky aktivniho TNFa vyskytujiciho se v lidském nebo
zvifecim organismu. TNFo miZe cirkulovat v organismu nebo se milze vyskytovat v neZadoucim
vysokém stupni lokalizovany v konkrétnim mist& v organismu.

Napriklad je zvy$ena hladina TNFa zapojena do akutnich a chronickych imunitnich a imuno-
reguiaénich poruch, infekci véetné septického, endotoxického a kardiovaskulamiho 3oku, zanét-
livych onemocnéni, neurodegenerativnich onemocnéni, malignich nemoci a hepatitidy induko-
vané alkoholem. Detaily o pocetnych chorobich spojenych se zvysenou hladinou TNFa jsou
uvedeny v patentu Spojenych statil americkych ¢. US-A—5 919 452. Protilatkova molekula podle
predkladaného vynalezu mize/mohou byt pouzita pro lé¢bu nemoci zprostiedkovanych TNFa.
Konkrétni relevantni nemoci, které mohou byt Iéceny protildtkovou molekulou podle predklada-
ného vynilezu, jsou sepse, méstnavé srdetni selhani, septicky nebo endotoxicky ok, kachexie,
syndrom respiracni tisné dospélych, AIDS, alergie, psoriasis, TBC, zanétliva kostni onemocnéni,
poruchy krevni koagulace, popaleniny, rejekce po transplantaci organii nebo tkani, Crohnova
nemoc a autoimunitni onemocnéni, jako je naptiklad tyreoiditida a revmatoidni artritida a osteo-
artritida.
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Protilitkova molekula nebo ptipravek mohou byt dile pouzity: ke sniZeni vedlejdich GZinkd
sdruZenych s tvofenim TNFa v priibéhu terapie neoplastickych onemocnéni, k odstranéni nebo
snizeni symptomd Soku spojenych s lé¢enim nebo prevenci rejekce $tépu pfi pouziti anti-lymfo-
cytarnich protilatek, nebo k 1é¢eni multiorganového selhani.

Protilatkova molekula podle predkladaného vynalezu se vyhodn& pouzije pro légeni revmatoidni
artritidy nebo osteoartritidy.

Pokud se tyée zplisobu lé¢eni huménnich nebo zvifecich pacienti, ktefi trpi nebo jsou v riziku
onemocnéni zprostiedkovaného TNFa, potom tento postup zahrnuje poddvani pacientovi
i¢inného mnozstvi protilatkové molekuly podle predkladaného vynalezu.

Protilatkova molekula podle pfedklddaného vyndlezu miZe také byt pouzita pro diagndzu, napfi-
klad pro in vivo diagnézu a znazornéni chorobného stavu se zvy$enou hladinou TNFa.

Predkladany vynalez také poskytuje protildtkovou molekulu obsahujici hybridni CDR obsahujici
zkracené darcovské CDR sekvence, kde chybgjici &ast zkriceného darcovského CDR je nahra-
zena odlidnou sekvenci a tvoti funkéni CDR. Termin ,hybridni CDR*, pouzivany v tomto textu,
znamend CDR obsahujici darcovsky CDR, ktery byl zkricen v jedné nebo vice polohach, napfi-
klad na jednom nebo obou koncich, chybéjici &ist zkraceného dircovského CDR je nahrazena
odlidnou sekvenci a tvofi kompletni a funkéni CDR. Hybridni CDR ma alespofi jednu amino-
kyselinovou zmé&nu ve srovndni s kompletnim darcovskym CDR. Sekvence nahrazujici
zkracenou ¢ast CDR muaze byt jakakoliv sekvence. Vyhodné nedarcovské &ast CDR sekvence je
z protilatky, ze které pochizeji iseky ramce protilatkové molekuly, jako je napfikiad protilatkova
sekvence zarodecni linie.

Podle predmétného vynalezu bylo zjisténo, Ze protilitkové molekuly obsahujici hybridni CDR si
podrZely v podstaté stejnou vazebnou afinitu jako protilétkové molekula obsahujici kompletni

o hnd afiaid Fovevabn bawdrs cnareand
darcovské CDR, Termin Y podstate Stejm‘. vazeona .‘hmm'.‘. puul.nuu_’ ¥ 100 WXL Zmamicnd

alespofi 70 %, vyhodngji alespoil 85 % a nejvyhodnéji alespoﬁ 95 % vazebné afinity odpovidajici
protilatkové molekuly obsahujici kompletni darcovské CDR. Jak uvedeno vyie, v uréitych
ptipadech miize byt afinita protilitky podle vynalezu v&ti ne% afinita darcovské protilatky.
Pouziti hybridni CDR poskytuje vyhodu redukce mnoZstvi cizorodé (tj. darcovské) sekvence
vyskytujici se v protildtkové molekule a mize zvysit vazebnou afinitu protilatkové molekuly ve
srovndni s odpovidajici protilatkovou molekulou obsahujici kompletni darcovské CDR.

Kazdy CDR protilitkové molekuly mize byt hybridni. V protilatkové molekule je vyhodng&
hybridni CDR2 tézkého fetézce.

Vyhodné je zkraceni darcovského CDR o 1 aZ 8 aminokyselin, vyhodnéji o 4 az 6 aminokyselin,
Je dale vyhodné, kdyz je zkréceni provedeno v C—koncové $asti CDR.

V zévislosti na sekvenci zkracené &asti CDR a sekvenci odlidné sekvence nahrazujici chybéjici
¢ast miZe byt vytvofen velky pocet aminokyselinovych zmén. Vyhodn& jsou vytvofeny alespoi
2 aminokyselinové zmény, vyhodnéji jsou vytvofeny alespoit 3 aminokyselinové zmény a
nejvyhodnéji jsou vytvofeny alespoil 4 aminokyselinové zmény.

Konkrétnim provedenim tohoto aspektu vynélezu je protilitka podle prvniho aspektu vynalezu,
kde druhy CDR v té2kém Fetézci ma sekvenci oznadenou jako SEKV. ID. C. 2. Ta ma lepsi
afinitu pro sviij antigen, nez darcovska protilatka, ze které pochazi &ast CDR.

Predkladany vynalez také poskytuje sekvenci nukleové kyseliny, kterd koduje protiltkovou
molekulu obsahujict hybridni CDR podle pfedkladaného vynalezu,
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Predkladany vynédlez také poskytuje expresni vektor obsahujici sekvenci nukleové kyseliny
kédujici protilatkovou molekulu obsahujici hybridni CDR podle predkladaného vynalezu.

Predkladany vynilez také poskytuje hostitelskou bufiku transformovanou vektorem podle pred-
kladaného vynalezu.

Predkladany vyndlez také poskytuje zplisob vyroby protilatkové molekuly obsahujici hybridni

CDR zahrnujici kultivaci hostitelské builky podle pfedkladaného vynalezu a izolaci protilatkové
molekuly.

Popis priloZzenych obrazki

Ptedkladany vynalez je pro ilustraci dale popsan v nasledujicich pfikladech, které se vztahuji
k pfiloZzenym obrazkim, pfi¢emz na téchto obrazcich:

Obrazek | ukazuje Gseky ramce podskupiny | huménnich lehkych fetézch ve srovnani s dseky
ramce hTNF40 lehkého fetézce (SEKY. ID. C. 83 az 90).

Obrazek 2 ukazuje Oseky ramce podskupiny 1 a podskupiny 3 humannich tézkych fetézci ve
srovnani s 0seky ramce hTNF40 tézkého fetézce (SEKV. ID. C. 91 az 98 a 106 az 109).

Obrézek 3 ukazuje aminokyselinovou sekvenci CDR z hTNF40 (SEKV. ID. C. 1 az 7), kde CDR
H2’ je hybridni CDR, kde Sest aminokyselin z C-koncové ¢asti je z H2 CDR sekvence humanni
podskupiny 3 protilatky zarodeéné linie a aminokyselinové zmény sekvence plynouci z této
hybridizace jsou podtrZeny.

Obrazek 4 ukazuje vektor pMRI5.1.
Obrazek 5 ukazuje vektor pMR [4.

Obrazek 6 ukazuje nukleotidovou a pfedpovézenou aminokyselinovou sekvenci mysi hTNF40V1
(SEKV. ID. €. 99).

Obrazek 7 ukazuje nukleotidovou a pfedpovézenou aminokyselinovou sekvenci my$i hTNF40Vh
(SEKV. ID. C. 100).

Obrazek 8 ukazuje nukleotidovou a predpovézenou aminokyselinovou sekvenci hTNF40—gL1
(SEKV. ID. C. 8).

Obrazek 9 ukazuje nukleotidovou a pfedpovezenou aminokyselinovou sekvenci hTNF40-gL2
(SEKV.ID.C.9).

Obrazek 10 ukazuje nukleotidovou a pfedpovézenou aminokyselinovou sekvenci gh1hTNF40.4
(SEKV.ID.C. 10).

Obrazek 11 ukazuje nukleotidovou a pfedpovézenou aminokyselinovou sekvenci gh3hTNF40.4
(SEKV.ID.C. 11).

Obrazek 12 ukazuje vektor CTIL5—gL6.
Obrazek 13 ukazuje strukturu slouceniny nazvané CDP870 obsahujici modifikovany Fab
fragment pochazejici z protilatky hTNF40 kovalentné spojeny prostiednictvim cysteinoveho

zbytku k lysyl-maleimidové spojce, kde kazda aminoskupina na lysylovém zbytku ma k sobé
kovalentné pripojen methoxy-PEG zbytek, pfi¢emz n je priblizné 420.

Obrazek 14 ukazuje vektor pTTQ9.
Obrazek 15 ukazuje sekvence OmpA oligonukleotidového adaptéru (SEKV. ID. C. 101).
Obrazek 16 ukazuje vektor pACYC184.
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Obréazek 17 ukazuje vektor pTTO-1.
Obrazek 18 ukazuje vektor pTTO-2.
Obrazek 19 ukazuje vektor pPDNAbEng-G1.

Obrazek 20 ukazuje oligonukleotidové kazety kodujici odligné intergenové sekvence pro expresi
modifikovaného Fab v E. coli (SEKV. ID. € 102 a¥ 105).

Obrazek 21 ukazuje akumulaci modifikovaného Fab IGS variant v periplazmé,
Obrazek 22 ukazuje vektor PTTO (CDP870)

Obrazek 23 ukazuje skore aktivity nemoci (DAS) u pacienti 1éZenych odliSnymi davkami
CDP870 a placebo. Medidn a IQ rozmezi jsou uvedeny pro populaci pro kazdy postup
s poslednimi  pokra¢ujicimi pozorovanimi. Malé &tveredky ozna€uji placebo, kosodtverce
oznatuji 1 mg/kg, trojihelniky oznatuji 5 mg/kg a velké &tverce oznaduji 20 mg/kg.

Obrazek 24 ukazuje &etnost vyskytu citlivych kloubi, Getnost vyskytu oteklych kloubd, skére
bolesti, celkovy odhad aktivity nemoci stanoveny odhadcem, modifikovany dotaznik k vyhodno-
ceni zdravotniho stavu (HAQ), C reaktivni protein (CRP) a rychlost sedimentace &ervenych
krvinek {(ESR) u pacientii lé¢enych odli$nou davkou CDP870 a placebem. Medidn a IQ rozmezi
jsou uvedeny pro populaci pro kazdy postup s poslednimi pokradujicimi pozorovanimi. Malé
Ctveretky oznacuji placebo, kosodtverce oznacuji 1 mg/kg, trojithelniky oznaduji 5 mg/kg a velké
étverce oznaduji 20 mg/kg.

Ptiklady provedeni vynalezu

Klonovani genu a exprese chimérické hTNF40 protilatkové molekuly
Izolace RNA z hTNF40 hybridomovych hunik

Celkovi RNA byla pfipravena z 3 x 10" hTNF40 hybridomovych bunék takto. Buriky byly
promyty ve fyziologickém roztoku a rozpustény v RNAzolu (0,2 ml na 10° bunék). Byl pfidan
chloroform (0,2 ml na 2 ml homogenatu) a smés byla dikladné tiepana po dobu 15 sekund, a
pot¢ ponechana na ledu po dobu 5 minut. Vyslednd vodna a organickd fize byly oddéleny
centrifugaci po dobu 15 minut v Eppendorfové centrifuze a RNA byla precipitovéna z vodné faze
piidanim stejného objemu isopropanolu. Po 15 minutich na ledu byla RNA stoéena do peletu,
promyta 70% ethanolem, usuSena a rozputéna ve sterilni vod& bez RNazy. Vytézek RNA byl
400 pg.

PCR klonovani hTNF40 Vha V1

cDNA sekvence kédujici variabilni domény hTNF40 tézkého a lehkého Fetdzce byly syntetizo-
vany s pouZiti reverzni transkriptizy za vzniku jednovidknovych cDNA kopii mRNA ptitomné
v celkové RNA, pak nasledovala polymerazova fetézova reakce (PCR) na cDNA se specifickymi
oligonukleotidovymi primery.

a) syntéza cDNA

cDNA byla syntetizovdna v reakéni smési o objemu 20 pl obsahujici nasledujici reagencie:
S0mM Tris—HCI, pH 8,3, 75 mM KCI, 10 mM dithiothreitol, 3 mM MgCl,, 0,5 mM kazdého
deoxyribonukleosidtrifosfétu, 20 jednotek RNAsinu, 75 ng nahodnych hexanukleotidovych pri-
meri, 2 ug hTNF40 RNA a 200 jednotek reverzni transkriptizy z viru MoMuLV (Moloneyovy
my3i leukémie). Po inkubaci ve 42 °C po dobu 60 minut, reakce byla ukongena zah¥ivanim
v 95 °C po dobu 5 minut.
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b) PCR

Alikvoty cDNA byly podrobeny PCR s pouzitim kombinace primerit specifickych pro t&7ké a
lehké fetézce. Nukleotidové sekvence 5° primeris pro tézké a lehké fetézce jsou ukazdny v tabulce
a2, v daném pofadi. Tyto sekvence viechny obsahuji postupné restrikéni misto zadinajici 7
nukleotidis od jejich 5° koncill, sekvenci GCCGCCACC (SEKV. ID. €. 12) pro umoznéni
optimélni translace vyslednych mRNA, iniciatni kodon a 20-30 nukleotidiy zaloenych na
vedouci peptidové sekvenci znamych mysich protilatek (Kabat a kol., Sequences of proteins
of immunological interest, 5. vydani, 1991, U. S. Department of Health and Human Services,
Public Health Service, National Institutes of Health).

3" primery jsou ukazany v tabulce 3. Primer lehkého fetézce presahuje J-C spojeni protilatky a
obsahuje restrikéni misto pro enzym Spll pro usnadnéni klonovani V1 PCR fragmentu. 3’
primery tézkého fetézce jsou smési navrienou k presahnuti J-C spojeni protilatky. 3° primer
zahrnuje Apal restrikéni misto pro usnadnéni klonovéani. 3° isek primer obsahuje smigenou
sekvenci zaloZenou na sekvencich zji¥ténych ve zndmych mysich protilatkach (Kabat a kol
1991, vyse).

Kombinace primerd popsanych vye umozni PCR produktiim pro Vh a VI, Ze jsou klonoviny
piimo do vhodného expresniho vektoru (viz niZe) pro produkci chimérickych (mysi-huménni)
tezkych a lehkych fetézcd, a témto genim, Ze jsou exprimovany v savdich buiikach k pro
produkci chimérickych protilatek poZadovaného izotypu.

Inkubace (100 pl) pro PCR byly nastaveny takto. KaZda reakce obsahovala 10 mM Tris—HCl pH
8,3, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,01 % (hmotnost/objem) Zelatiny, 0,25 mM kaZdého deoxy-
ribonukleosidtrifosfatu, 10 pmol smési 5° primerd (tabulka 4), 10 pmol 3" primeru (CL12 (lehky
retézec) nebo R2155 (tézky fetézec) (tabulka 3), 1l ¢cDNA a | jednotku Taq polymerazy.
Reakce byly inkubovany v 95 °C po dobu 5 minut a poté podrobeny cyklim v 94 °C po dobu
I minuty, 55 °C po dobu | minuty a 72 °C po dobu | minuty. Po 30 cyklech byl alikvot z kazdé
reakce analyzovén elektroforézou na agarézovém gelu. Reakce pro lehké fetézce obsahujici
smési 5 primerd ze skupin pro lehké fetdzce 1, 2 a 7 vytvorily pasy o velikostech souhlasnych
s kompletnimi V1 fragmenty, zatimco reakce ze skupin pro t&7ké Fetdzce 3 vytvofily fragment
o velikosti oCekavaného Vh genu. P4s vytvofeny primery ze skupiny pro lehké fetézce I nebyl
dale sledovan, protoZe pfedb&iné vysledky ukazaly, Ze tento pas odpovida pseudogenu lehkého
fetézce tvofeného hybridomovymi buitkami. Pas vytvofeny primery ze skupiny pro lehké fetézce
7 byl slabsi neZ pas primerd ze skupiny 2, a tudiZ nebyl dale sledovan. Pouze pas vytvoteny
primery ze skupiny pro lehké fetézee 2, coz byl nejsilngjsi pas, byl dale sledovén.

¢) Molekulamni klonovani PCR fragmenti:

DNA fragmenty vytvofené v reakcich s primery ze skupiny pro lehké ietézce 2 byly Stépeny
enzymy BstBI a Spil, koncentrovany ethanolovou precipitaci, podrobeny elektroforéze na 1,4%
agarozovém gelu a DNA pasy o velikosti 400 parii bazi byly opétné ziskany. Byly klonovany
ligaci do vektoru pMR13.1 (obrazek 4), ktery byl §tépen BstBI a Spll. Po ligaci byly smési trans-
formovény do E. coli LM 1035 a s plazmidy z vyslednych bakterialnich kolonii byl provadén
screening na inzerty pomoci t&peni s BstBl a Spll. Reprezentativni vzorky s inzerty z kazdé
ligace byly analyzovany dale prostfednictvim nukleotidového sekvencovani.

Podobné byly Stépeny DNA fragmenty vytvofené v reakcich s primery ze skupiny pro t&zké
fetézce 3 s enzymy HindlIl a Apal a klonovany do vektoru pMR 14 (obrazek 5), ktery byl 3tépen
HindIII a Apal. Opét, reprezentativni plazmidy obsahujici inzerty byly analyzovany nukleotido-
vym sekvencovanim,
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d) Analyza sekvencovanim nukleotidi

Plazmidova DNA z velkého pottu izolatd obsahujicich Vh inzerty byla sekvencovina s pouzZiti
primerit R1053 (viz tabulka 5) (které nasedaji v 3" iseku HCMV promotoru v pMR14) a R720
(viz tabulka 5) (které nasedaji v 5" Useku humanniho C — gama 4 a umouji sekvencovani pies
DNA inzert v pMR14). Bylo zjisténo, Ze nukleotidové sekvence Vh inzertu ve velkém poctu
klond byly totoiné, s vyjimkou rozdili v signalnim peptidu a J usecich. To ukazovalo, Ze
vysetfené klony jsou nezavislé izolaty vznikajici pouZitim odlidnych primerli ze smési oligo-
nukleotidii v pribéhu PCR stadia. Zjiiténé nukleotidové sekvence a pfedpovézené aminokyseli-
nové sekvence variabilni domény tézkého fetézce protilatky hTNF40 (hTNF40Vh) jsou uvedeny
na obrazku 7 (SEKY. ID. €. 100).

Pro analyzu klond lehkého fetézce byly %ﬁetfovs’my sekvence pochazejici z reakei s primery
R1453 (viz tabulka 5) a R684 (SEKV. ID. C. 62) (které nasedaji v 5" Oseku huméanniho C-kappa
a umoZtiuji sekvencovani pres DNA inzert na pMR15.1). Nukleotidové sekvence a pfedpovézené
aminokyselinové sekvence V1 geni vznikajicich z reakci ve skupiné 2 byly analyzovény
podobng. Opét bylo zjisténo, Ze nukleotidové sekvence V1 inzertu ve velkém poétu klond byly
totozné, s vyjimkou rozdili v signalnim peptidu a J dsecich, coZ ukazovalo, Ze vySetfené kiony
byly nezdvislé izolaty vznikajici pouZitim odli$nych primeril ze smési oligonukleotidl v pribéhu
PCR stadia. Zji$téné nukleotidové sekvence a pfedpovézené aminokyselinové sekvence variabilni
domény lehkého fetdzce protilitky hTNF40 (hTNF40V1) jsou uvedeny na obrazku 6 (SEKV.
ID. C. 99).

Tabulka !

Oligonukleotidové primery pro 5° isek my3ich t&Zkych fetzci.
CHl: 5'ATGAAATGCAGCTGGGTCAT (G,C)TTCTT3' (SEKV. ID. €. 13)

o e i . w3 L e an -

CHZ: 5°ATGGGATGGAGCT (A,G)TATCAT(C,G) (C,T)TCTI3® (SERV. ID. <.
14

CH3: 5'ATGAAG(A,T)TGTGGTTAAACTGGGTTTTI' (SEKV. ID. C. 15)

CH4: 5'ATG(G,A)ACTTTGGG(T,C) TCAGCTTG(G,A)T3' (SEKV. ID. C. 16)
CHS: 5'ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTT3' (SEKV. ID. &. 17)

CH6: 5'ATGGCTGTC(C,T)T(G,A)G(G,C)GCT(G,A)CTCTTCTG3" (SEKV. ID.
¢. 18)

CH7: 5'ATGG(G,A)ATGGAGC(G, T)GG(G,A)TCTTT(A,C)TCTT3' (SEKV. ID.
¢. 19)

CHB: 5'ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG3' (SEKV. ID. C. 20)

CH9: 5'ATGG(C,A)TTGGGTGTGGA(A,C)CTTGCTATT3' (SEKV. ID. €. 21)
CH10: 5' ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCT3' (SEKV. ID. . 22)

CH11l: 5°'ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG3' (SEKV. ID. . 23)

CH12: 5'ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT3' (SEKV. ID. C. 24)

Kazdy z vyse uvedenych primerd ma ke svému 5° konci piidanou sekvenci
5'GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCS’ (SEKV. ID. €. 25).
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Tabulka 2
Oligonukleotidové piiméry pro 5° isek mySich lehkych fetézci.

CLl: S5'ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT3' (SEKV. ID. &. 26)

CLZ2: O5'ATGGAG(T,A)CAGACACACTCCTG(T,C) TATGGGT3' (SEKV. ID. O&.
27)

CL3: 5'ATGAGTGIGCTCACTCAGGTICCT3' (SEKV. ID. C. 28)

CL4: 5'ATGAGG(G,A)CCCCIGCTCAG(A,T)TT(C,T)TTGG3"' (SEKV. ID. C.
29)

CL3: O5'ATGGATTT(T,A)CAGGTGCAGATT (T,A) TCAGCTT3' (SEKV. ID. &.
30)

CL5A: 5'ATGGATTT(T,A)CA(A,G)GTGCAGATT{T,A) TCAGCTT3' (SEKV. ID.
¢. 31)

CL6:

3"ATGAGGT (T,G)C(T,C) {T,C)TG(T,C)T(G,C}AG(T,C)T(T,C)CTG{A,G)G3"
(SEKV, TD. C. 32)

CL7: 5'ATGGGC(T,A) TCAAGATGGAGTCACA3' (SEKV. ID. &. 33)

CL8:
5'ATGTGGGGA(T,C)CT (G, T)TTTT,C)C(RA,C) (A, C) TTTTTCAAT3' (SEKV.

ID. C. 34)

CL9: 5'ATGGT(G,A)TCC(T,A}CA(G,CICTCAGTTCCTT3" (SEKV. 1ID. ¢.
35)

CL10: S5'ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTC3' (SEKV. ID. &. 36)

CL11: 5'ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTT3' (SEKV. ID. (. 37)

CL12A: 5'ATG(A,G)AGT(T,C) (A, T) CAGACCCAGGTCTT (T, C) (A, G) T3’
(SEKV. ID. C. 38)

CL12B: 5'ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT3' (SEKV. ID. . 39)

CL13: 5'ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCT'TAT3' (SEXKV. ID. &. 40)

CL14: 5"ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT3' (SEKV. ID. . ¢1)

CL15: 5'ATGAATTIGCCTIGTTCATCTICTTGGTGCT3® (SEKV. ID. &. 42)

CL16: 5'ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTT3' (SEKV. ID. C. 43)
CL17A: S5'ATGAGGIGCCTA(A,G)CT(C,G}AGTTCCTG(A,G)G3" (SEXV. ID.
€. 44)

CL17B: 5'ATGAAGTACTCTGCTCAGITTCTAGG3' (SEKV. ID. &. 45)

CL17C: 5'ATGAGGCATTCTCTTCAATTCTTGGG3' (SEKV. ID. &. 46)

Kazdy z vySe uvedenych primeri ma ke svému 5° konci pridanou sekvenci
5’GGACTGTTCGAAGCCGCCACC3’ (SEKV. ID. C. 47).
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Tabulka 3

Oligonukleotidové primery pro 3” konce mysich Vh a V1 geni.
Lehky feté&zec (CL12):
3'GGATACAGTTGGTGCAGCATCCGTACGTTT3' (SEKV. ID. C. 48)

TéZky fetézec {(R215%):
5" GCAGATGGGCCCTTCGTTGAGGCTG (A, C) (A, G)GAGAC (G, T,A)GTGA3!
(SEKV. ID. C. 49)

Tabulka 4

a) smési 5" primeri pro lehké fetézce pro PCR reakce

skupina I:  CL2.

skupina 2:  CL7.

skupina3:  CLI13.

skupina4:  CL6.

skupina 5:  CL5SA, CL9, CL17A.

skupina 6:  CLS,

skupina7:  CLI12A.

skupina 8:  CL1, CL3, CL4, CL5, CL10, CLU, CL2B, CL14, CL15, CL16, CL17B, CL17C

b) smési S’ primeri pro t&zké fetézce pro PCR reakce

skupina 1:  CHI, CH2, CH3, CH4.
skupina2;  CHS, CH6, CH7, CHS.
skupina3:  CH9, CH10,CHl1, CHI12.

Tabulka 5

Primery pouzité pro analyzu sekvencovanim nukleotidi
R1053: 5'GCTGACAGACTAACAGACTGTICC3' (SEKV. ID. C. 50)
R720: 5'GCTCTCGGAGGTGCTCCT3' (SEKV. ID. C. 51)
Hodnoceni aktivity chimérickych genii
Aktivita chimérickych genii byla hodnocena jejich expresi v savgich bufikach a purifikaci
a kvantifikaci nové syntetizovanych protilitek. Metodologie je popsina niZe, nasledovana
popisem biochemickych a buné&nych testi pouZitych pro biclogickou charakterizaci protilatek.

a) Produkce chimérické hTNF40 protilatkové molekuly

Chiméricka protilatka pro biologické hodnoceni byla vytvotena pomoci pfechodné exprese
pfislusnych pani tézkych a lehkych fetézclt po ko—transfekei (spoleéné transfekei) na buiikach
zovarii Cinského kie¢ka — Chinese Hamster Ovary (CHO) s pouzit{ precipitace fosfatem

vapenatym,
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V den pied transfekei byly bariky s napiil konfluentnimi butikami CHO-L761 podrobenu piiso-
beni trypsinu, buriky byly poéitany a do kazdé bariky T75 bylo viozeno 107 bunék.

PFisti den bylo kuitivatni médium zménéno 3 hodiny pfed transfekci. Pro provadéni transfekce
byl pfipraven precipitat fosfatu vapenatého smichanim 1,25 ml 0,25M CaCl, obsahujiciho 50 pg
expresnich vektori s kazdym téZkym a lehkym fetézcem s 1,25 ml 2 x HBS (16,36 g NaCl,
11,0 g HEPES a 0,4 g NB,HPO, v 1| vody, pH upraveno na 7,1 pomoci NaOH) a byl okamzité
pfidén do média k buiikdm. Po 3 hodinach ve 37 °C v CO; inkubatoru byly médium a precipitat
odstranény a buriky byly podrobeny Soku pfidanim 15 ml 15% glycerolu ve fyziologickém
roztoku pufrovaném fosfaty (PBS) po dobu 1 minuty. Glycerol byl odstranén, busiky byly jednou
promyty PBS a inkubovany po dobu 48-96 hodin ve 25 ml média obsahujiciho 10 mM butyrat
sodny. Protilatka byla purifikovana z kultivaniho média vazbou na protein A-Sepharose a eluci,

b) ELISA

Pro provadéni testu ELISA byly desticky Nunc ELISA potazeny pfes noc ve 4 °C s F(ab),
fragmentem anti-humanni polyklonalni kozi protilatky specifické pro Fc fragment (Jackson
Imunovyzkum, kéduj 109-006~098) v 5 ug/ml ve vazebném pufru (15 mM uhliditan sodny,
35 mM hydrouhli¢itan sodny, pH 6,9). Nenavazana protilitka byla odstran&na promytim 5 krat
destilovanou vodou. Vzorky a purifikované standardy, které mély byt kvantifikovany, byly nate-
dény pfiblizné na 1 pg/mi v konjugaénim pufru (0,1 M Tris—HCI, pH 7,0, 0,1 M NaCl, 0,2%
(objem/objem) Tween 20, 0,2% (hmotnost/objem) Hammersteniiv kasein). Vzorky byly titrovany
v mikrotitraénich jamkach ve dvojkovych fedénich za vzniku kone&ného objemu 0,1 ml v kazdé
Jamce a destitky byly inkubovany pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny s tfepanim. Po prvnim
inkuba¢nim kroku byly destitky promyty 10 krat destilovanou vodou, a poté inkubovany po dobu
1 hodiny jako piedtim s 0,1 ml my3i anti~huménni kappa monoklonalni protitatkou (klon GD12)
konjugovanou s peroxidizou (The Binding Site, katalog, & MPI35) v tedéni 1k 700 v
konjugacnim pufru. Destitka byla opét promyta a do kazdé jamky byl pfidan roztok substratu
(0,1 ml), Roztok substratu obsahoval 150 ul N,N,N,N-tetramethylbenzidin (10 mg/ml v DMSQ),
150 pl peroxid vodiku (30% roztok) v 10 ml 0,1 M acetat sodny/ citrat sodny, pH 6,0. Desticky
byly vyvolavany po dobu 5-10 minut, dokud nebyla absorbance v 630 nm pfiblizné 1,0 pro horni
standard. Absorbance v 630 nm byla méfena s pouZitim pfistroje pro odeéitini mikrotitradnich
destitek a koncentrace vzorku stanovena srovnanim titraéni kfivky s kiivkou standardu.

¢) stanoveni afinitnich konstant analyzou BiaCore

Vazebné interakce mezi hTNF40 a humannim TNF byly zkoumdny s pouzitim technologie BIA.
Afinitn€ purifikovana kozi polyklondlni protilatka, namifena proti konstantnimu tseku hTNF40,
byla imobilizovana na dextranovy polymer povrchu sensorického &ipu s pouzitim standardni
NHS/EDC chemie. Relativné nizké mnoistvi (200-500 RU) hTNF40 bylo zachyceno, aby bylo
zajidténo, Ze byly minimalizovany u¢inky hmotového transportu. Pies zachycenou hTNF40
»protékal® humanni TNF v riiznych koncentracich, aby bylo mozné stanovit asociadni kinetiku.
Po injekci ligandu prechazel pres povrch pufr, aby bylo moiné méfit disociaci. Byly vypoéteny
konstanty rychlosti asociace a disociace pro interakce mezi hTNF40 na pevné fazi a humannim
TNF a byla uréena hodnota KD.

Priklad 1
CDR-roubovani hTNF40
Molekuldrni klonovani genii pro variabilni Gseky t&Zkych a lehkych Fet&zcl hTNF40 protilatky

a jejich pouziti pro produkei chimérickych (my$i-huménni) hTNF40 protilitek bylo popsanu
vy3e. Nukleotidové a aminokyselinové sekvence mysich hTNF40 V1 a Vh jsou ukdziny na
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obrazku 6 a 7 (SEKV. ID. C. 99 a 100), v daném poadi. Tyto ptiklady popisuji CDR~roubovani
hTNF40 protilatky.

CDR-roubovani hTNF40 lehkého fetézce

Porovnani Gsekd rdmce hTNF40 lehkého fetézce s useky étyf podskupin humannich lehkych
fetézch (Kabat a kol., 1991, vy3e) odhalilo, Ze hTNF40 byla vétsinou homologni s protilatkami
v podskupiné humannich lehkych fetézci 1. proto tedy pro konstrukeci CDR-roubovan lehkého
fetézce vybrané Useky ramce odpovidaly usekim kanonické sekvence humanni skupiny 1.

Srovnani aminokyselinovych sekvenci dsekl rimce my$i hTNF40 a kanonickych lehkych retézch
humanni skupiny | je uvedeno na obrazku 1 a ukazuje, Ze se vyskytuje 22 rozdill (podtrzeno)
mezi témito dvéma sekvencemi. Analyza pfinosu, ktery kazdy z téchto rozdild v ramcovém
useku protilatky miZe mit na vazbu antigenu, identifikovala 2 zbytky pro vyzkum, byly
v polohach 46 a 60. Na ziklad¢ této analyzy byly konstruovany dvé verze CDR-roubovaného
lehkého fetéz. V prvni z nich, hTNF40—gL1 (SEKV. ID. C. 8), zbytky 46a 60 pochazeji
z hTNF40 lehkého fetéz, zatimco ve druhé, hTNF40-gL2 (SEKV. ID. C. 9), viechny zbytky jsou
humanni kanonické kromé zbytku &. 60, ktery je z hTNF40 lehkého fetézce.

Konstrukce CDR-roubovaného lehkého fetézce hTNF40—gL.1

Konstrukce hTNF40—gL1 je detailné uvedena niZe. Nésledujici ptekryvajici se oligonukleotidy
(P7982-P7986) byly pouZity v polymerazovych fetézovych reakcich (PCR) k sestaveni
zkraceného roubovaného lehkého fetézce. Sestaveny fragment postriada protilatkovou vedouci
sekvenci a prvnich 17 aminokyselin ramce 1.

oligo 1 P7582:
5' GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCCAGTCAGAACGTAGGTACTAAC
GTAGCCTGGTATCAGCAAA3' (SEKV. ID. C. 52)

oligo 2 P7983:
5' ATAGAGGAAAGAGGCACTGTAGATGAGGGCTTTTGGGGCTTTACCTGGTTT
TTGCTGATACCAGGCTACGT3 ' (SEKV. ID. . 53)

oligo 3 P7984:
5% TACAGTGCCTCTTTCCTCTATAGTGGTGTACCATACAGGTTCAGCGGATCCG
GTAGTGGTACTGATTTCAC3' (SEKV. ID. C. 54)

oligo 4 P7985:

5' GACAGTAATA, AGTGGCGAAATCTTCTGGCTGGAGGCTACTGATCGTGAGGGT
GAARATCAGTACCACTACCG3' (SEKV. ID. C. 55)
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oligo 5 P7986:
3" ATTTCGCCACTTATTACTGTCAACAGTATAACATCTACCCACTCACATTCGGT
CAGGGTACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGAATTC3" (SEKV. ID. C. 56)

Fwd P7981;
5" GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCC3' !!SEKV. ID. C. 57)

Bwd P7980
' GAATTCCGTACGTTTGATTTCTACTTTAGT3' (SEKV. ID. C. 58 ),

PCR reakce v objemu 100 pl obsahovala 10 mM Tris—HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI,
0,01% (hmotnost/objem) Zelatiny, 0,25 mM kazdého deoxyribonukleosidtrifosfatu, 2 pmol
P7982, P7983, P7984, P7985, P7986, 10 pmol P7980, P7981 a | jednotku Taq polymerizy.
Reakce byly podrobeny cyklim v 94 °C po dobu 1 minuty, 55 °C po dobu | minuty a 72 °C po
dobu 1 minuty. Po 30 cyklech byla kazd4 reakce analyzovina elektroforézou na agarézovém gelu
a PCR fragment byl z gelu vyFiznut a znovu ziskdn s pouZiti soupravy Mermaid Kit. Ziskany
fragment byl $té¢pen enzymy BstEll a Spll v piisluiném pufru. Vysledny produkt byl nakonec
podroben elektroforéze na agarézovém gelu a z gelového fezu byl opét ziskan DNA fragment
o velikosti 270 part bazi a byl ligovan do vektoru CTILS-gL6 (obrazek 12), ktery byl dfive
Stépen stejnym enzymem. VySe uvedeny vektor poskytuje chybgjici protildtkovou vedoueci
sekvenci a prvnich 17 aminokyselin ramce 1,

Ligaéni smés byla pouZita pro transformaci kmene LM1035 E. coli a vysledné kolonie byly
analyzovana pomoci PCR, §tépenim restrikénimi enzymy a nukleotidovym sekvencovéanim,
Nukleotidovd a aminokyselinovd sekvence V1 tseku hTNF40—gLt je ukédzina na obrazku 8
(SEKV. ID. C. 8).

Konstrukce CDR-roubovaného lehkého fetézce hTNF40-gL2

hTNF40-gL2 (SEKV. ID. C. 9) byl konstruovan s pouzitim PCR. Pro zavedeni aminokyselino-
vych zmén byly pouZity nasledujici oligonukleotidy:

R 1053: 5' GCTGACAGACTAACAGACTGTTCC3' (SEKV. I1D. €. 59}

R5350: 5'TCTAGATGGCACACCATCTGCTAAGTTTGATGCAGCATAGAT
CAGGAGCTTAGGAGC3' (SEKV. ID. C. 60)

R5349: 5'GCAGATGGTGTGCCATCTAGATTCAGTGGCAGTGGATCA
GGCACAGACTTTACCCTAAC3' (SEKV. ID. €. 61)

R684: 5'TTCAACTGCTCATCAGAT3' (SEKV. ID. C. 62)

Dv¢ reakce, kazda po 20 pl, obsahovaly po 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl,, 50 mM
KCl, 0,01% (hmotnost/objem) Zelatiny, 0,25 mM kazdého deoxyribonukleosidtrifosfitu, 0,1 pg
hTNF40-gL1, 6 pmol R1053/R5350 nebo R5349/R684 a 0,25 jednotky Taq polymerazy. Reakce
byly podrobeny cyklim v 94 °C po dobu 1 minuty, 55 °C po dobu 1 minuty a 72 °C po dobu
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| minuty. Po 30 cyklech byla kaZda reakce analyzovana elektroforézou na agarézovém gelu a
PCR fragment byl z gelu vyfiznut a znovu ziskan s pouZitim soupravy Mermaid Kit.

Alikvoty t&chto reakei byly poté podrobeny druhému kolu PCR. Reakce 100 pl obsahovala
10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0,01 % (hmotnost/objem) Zelatiny, 1/5
kaZdého PCR fragmentu z prvni sady reakci, 30 pmol R1053 a R684 a 2,5 jednotky Taq polyme-
razy. Reakéni teploty byly uvedeny vyie. Po PCR byla smés extrahovana smési fenolu
a chloroformu, a poté chloroformem a precipitovana ethanolem. Ethanolovy precipitit byl znovu
ziskan centrifugaci, rozpu§tén v pfislu§ném pufru a ¥t2pen enzymy BstEIl a Spll. Vysledny
produkt byl nakonec podroben elektroforéze na agardzovém gelu a z gélového fezu byl opét
ziskdn DNA fragment o velikosti 20 paril bazi a byl ligovan do vektoru pMR15.1 (obrazek 4),
ktery byl dfive St€pen stejnym enzymem.

Ligatni smés byla pouZita pro transformaci kmene LM1035 E. coli a vysledné kolonie byly
analyzovana pomoci PCR, Stépenim restrikénimi enzymy a nukleotidovym sekvencovanim,
Nukleotidova a aminokyselinova sekvence V1 isek hTNF40-glL2 je ukizdna na obrazku 9
(SEKV.ID.C.9).

CDR-roubovani hTNF40 t&7kého fetézce

CDR-roubovani hTNF4( tézkého fetézce bylo uskutednéno s pouZitim stejné strategie, jak byla
popsdna pro lehké fetézce. Bylo zjifténo, Ze hTNF40 tézkého fetézce je vétSinou homologni
s humannimi t&Zkymi fet€zci patficimi k podskuping 1, a tudiZ kanonick4 sekvence Stecich rameh
humanni podskupiny 1 byl vybrén pro piijeti CDR z hTNF40 tézkého fetéz.

Pro zkoumani podminek, aby homologni huménni ramec fungoval jako pfijemcovsky ramec pro
CDR roubovani, byl vybran druhy rdimec z humanni skupiny 3 pro humanizaci hTNF40 t&zkého
fetézce.

Srovnani hTNF40 se dvéma odli$nymi Gseky ramce je ukézéno na obrdzku 2, kde je mozné vidat,
%o hTNFAD co & od kanonické humanni hndc‘.mnlnv 1 v nolozs 12 {""At!""!“"\ a od kananicka
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huménni podskupiny 3 se lii v poloze 40 (podtrzenu) Po analyze ptispévku k tomu, Ze kazdy
znich mlze vdzat antigen, byly zbytky 28, 38, 46, 67, 69 a 71 zachovany jako darcovské
v CDR-roubovaném téZkém fetézci ghlhTNF40.1, s pouZitim rdmce skupiny 1. Zbytky 27, 28,
30, 48, 49, 69, 71, 73, 76 a 78 byly zachovana jako darcovské v CDR-roubovaném tézkém
fetézci, gh3hTNF40.4, s pouZitim rdmce skupiny 3. Zbytky 28, 69 a 71 byly udrZeny jako
dércovské v CDR-roubovaném tézkém fetézci, ghIhTNF40.4 s pouzitim rAmce skupiny 1.

Konstrukce CDR-roubovaného tézkého fetézce ghlhTNF40.4

ghlhTNF40.4 (SEKV. ID. C. 1,0) byla sestavena pomoci pfekryvajicich se oligonukleotidi
metodou PCR v pritomnosti piisluinych primeri. V PCR byly pouZity nasledujici
oligonukleotidy:

Roub skupiny |
oligo 1 P7989:
5' GAAGCACCAGGCTTCTTAACCTCTGCTCCTGACTGGACCAGCTGCACCTGAG
AGTGCACGAATTC3' (SEKV. ID. ¢. 63)

oligo 2 P7990:

5' GGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTCARAGTTTCGTGTAAGGCCTCAGGCTAC
GTGTTCACAGACTATGGTA3' (SEKV. ID. C. 64)
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¢lige 3 P7891:
5' CCAACCCATCCATTTCAGGCCTTGTCCCGGSGCCTGCTTGACCCAATTCATAC
CATAGTCTGTGAACACGT3' (SEKV. ID. C. 65)

cligo 4 P7995:
5' GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATTTATGT
TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTC3' (SEKV. ID. C. 66)

oligo 5 P7992:
5' CCATGTATGCAGTGCGTTGIGGAGGTGTCTAGAGTGAACGTGAATCTGCCOTTGAAS!
(SEKV. ID. ¢. 67)

cligo €& P7993:
5' CCACAAGCACTGCATACATGGAGCTGTCATCTCTGAGATCCGAGGACACCGE
AGTGTACTAT3' (SEKV. ID. (. 63)

oliga 7 P7994:
5 'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG
CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTC3 (SEKV. ID. £. 69)

Twd: 27988
5'GAATTCGTGCACTCTCAGGTGCAGC ! TGGTC3' (SEKV. ID. C. 70)

Bwd P7987: 35'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT3' (SEKV. ID. &,
71}

100 pl reakce obsahovala 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,01%
(hmotnost/objem) Zelatiny, 0,25 mM kazdého deoxyribonukleosidtrifosfatu, 2 pmol kazdého z
p7989, p7990, p7991, p7995, p7992, p7993 a p7994, 10 pmol kazdého z p7988 a p7987 a |
Jednotku Taq polymerazy. Reakce byly podrobeny cyklim v 94 °C po dobu | minuty, 55 °C po
dobu | minuty a 72 °C po dobu 1 minuty. Po 30 cyklech byla reakce extrahovana smési fenolu a
chloroformu (1/1), poté chloroformem a precipitovana ethanolem. Po centrifugaci byla DNA.
rozpuiténa v pfislusném restrikénim pufru a $tépena Apall a Kpnl. Vysledny fragment byl
izolovén z agarézového gelu a ligovan do pMR14 (obrazek 5), ktery byl diive $tépen stejnym
enzymem. pMR14 obsahuji humanni gama 4 konstantni iseky tézkého fetézce. Kdyz pMR14 je
Stépen ApaLll a Kpnl, nastépeny vektor je schopny ptijmout Stépenou DNA tak, Ze 3' konec
Stépené DNA se ve Ctecim ramci spoji s 5° koncem sekvence kodujici konstantni Gsek gama 4.
Tudiz t&Zky fetézec exprimovany timto vektorem ma izotyp gama 4. Liga&ni smés byla pouzita
pro transformaci E. coli LM1035 a vysledné bakterialni kolonie byly podrobeny screeningu
restrikénim $tépenim a analyze nukleotidovym sekvencovanim. Takto byl identifikovan plazmid
obsahujici spravnou sekvenci pro gh hTNF40.4 (obrazek 10) (SEKV. ID. C. 10).

Konstrukce CDR-roubovaného t&7kého fetézce gh3hTNF40.4
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gh3hTNF40.4 (SEKV. ID. C. 11) byla sestavena podrobenim ptekryvajicich se oligonukleotidii
metodou PCR v pfitomnosti pfislusnych primeri. V PCR byly pouzity nasledujici
oligonukleotidy:

Roub skupiny 3
oligo 1 P7999:
5' GATCCGCCAGGCTGCACGAGACCGCCTCCTGACTCGACCAGCTGAACCTCAG
AGTGCACGRATTC3' (SEKV. ID. ¢. 72)

oligo 2 P8000:
5' TCTCGTGCAGCCTGGCGGATCGCTGAGATTGT CCTGTGCTGCATCTGGTTACG

TCTTCACAGACTATGGAA3' (SEKV. ID. ¢&. 73)

oligo 3 P8001:
5" CCAACCCATCCATTTCAGGCCCTTTCCCGGGGCCTGCTTAACCCAATTCATTC

CATAGTCTGTGAAGACGT3"' (SEKV. ID. ¢. 74)

cligo 4 P7995:
o' GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATTTATGT
TGACGACTTCARGGGCAGATTCACGTTC3" {SEKV. ID. C. 66)

oligo 5 P7997:
5' GGAGGTATGCTGTTGACTTGGATGTGTCTAGAGAGAACGTGAATCTGCCCTTGAAS!
(SEKV. ID. C. 175)

oligo 6 P7998;
5" CCAAGTCRACAGCATACCTCCAAATGAATAGCCTGAGAGCAGAGGACACCGE

AGTGTACTAT3' (SEKV. ID. &. 76)
oligo 7 P7993:
5' GAATTCGGTACCCIGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG

CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTC3! (SEKV. ID. C. 77)

Fwd P7996:
5' GAATTCGTGCACTCTGAGGTTCAGCTGGTC3' (SEKV. ID. &. 78)

Bwd P7987:
5' GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT3Y ({SEKV. ID. C. 1)
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100 pl reakce obsahovala 10 mM Tris-HCl pH 83, 1,5 mM MgCl, 50 mM KCI, 0,01%
(hmotnost/objem) Zelatiny, 0,25 mM kaidého deoxyribonukleosidtrifosfatu, 2 pmol kazdého
zp7999, p8000, p8001, p7995, p7997, p7998 a p7993, 10 pmol kazdy p7996 a p7987 a |
Jednotku Taq polymerazy. Reakce byly podrobeny cykliim v 94 °C po dobu | minuty, 55 °C po
dobu 1 minuty a 72 °C po dobu 1 minuty. Po 30 cyklech byla reakce extrahovana smési fenolu a
chloroformu (1/1), poté chloroformem a precipitovana ethanolem. Po centrifugaci byla DNA
rozpusténa v pfislusném restrikénim pufru a §t&pena Apall a Kpnl. Vysledny fragment byl izo-
lovan z agarozového gelu a ligovan do pMR14 (obrazek 5), ktery byl dfive §tépen stejnym enzy-
mem. pMR14 obsahuji humanni gama 4 konstantni Gseky tézkého fetézce. Kdyz pMR14 je
Stépen Apall a Kpnl, nadtépeny vektor je schopny pfijmout itépenou DNA tak, 7e 3° konec
Stépené DNA se ve étecim ramci spoji s $” koncem sekvence kodujici konstantni sek gama 4.
TudiZ t€Zky fetézec exprimovany timto vektorem m4 izotyp gama 4. Ligani smés byla pouZita
pro transformaci E. coli LM1035 a vysledné bakteridlni kolonie byly podrobeny screeningu
restrikénim Stépenim a analyze nukleotidovym sekvencovanim. Takto byl identifikovan plazmid
obsahujici spravnou sekvenci pro gh3hTNF40.4 (SEKV. ID. C. 11) (obrazek 11).

Produkce CDR-roubovaného modifikovaného Fab Fragmentu

CDR-roubovany modifikovany Fab fragment, zaloZeny na protilatce hTNF40, byl konstruovan
s pouzitim E. coli vektoru pTTO-1. Variabilni useky protilatky hTNF40 byly subklonovany do
tohoto vektoru a intergenové sekvence byly optimalizovany za vzniku pTTO(CDP870). pTTO
expresni vektor byl navrien za vzniku rozpustné periplazmatické akumulace rekombinantnich
proteindu v £. coli. Hlavni charakteristické vlastnosti tohoto plazmidu jsou:

(i) ~marker rezistence na tetracyklin — pfigemZ antibiotikum neni inaktivovano produktem genu
rezistence, proto je udrzovéna selekce bunék obsahujicich plazmid,

(i) nizky pocet kopif — potdtek replikace pochazejici z plazmidu p1SA, ktery je kompatibilni
s plazmidy obsahujicimi replikony pochazejici z colE|,

(iii) silny indukovateiny tac promotor pro transkripei klonovaného genu(i),

(iv) lacl® gen — propidjcuje konstitutivni exprese lac represorového proteinu, udrzujiciho tac
promotor v reprimovaném stavu az do indukce s IPTG/allolaktézou,

(v) OmpA signélni sekvence — zajistuje periplazmatickou sekreci klonovaného genu(d), a

(vi) translacni pfipojeni OmpA signilni sekvence ke krétkému lacZ peptidu, zajidfujici G¢innou
iniciact translace.

Vektor byl vyvinut pro expresi modifikovanych Fab fragmenti z dicistronové mRNA tak, Ze byla
navrzena metoda pro empiricky vybér optimélni intergenové sekvence ze série 4 cilené priprave-
nych kazet. PouZiti je popsano pii konstrukci pTTO(CDP870).

Material a metody

Techniky DNA

Standardni postupy byly pouzity pro protokoly zahmujici DNA restrikei, elektroforézu na
agarozovém gelu, ligaci a transformaci. Restrikéni enzymy a DNA modifikujici enzymy byly
ziskany od firem New England Biolabs nebo Boehringer Mannheim a byly pouzity podle
doporuceni vyrobce. DNA fragmenty byly purifikoviny z agarézy s pouzitim protokolu
GeneClean (BIO 101). Oligonukleotidy byly dodany firmou Oswel Oligonukleotid Service a byly
syntetizovany v méfitku 40 nM. Plazmidova DNA byla izolovana s pouzZitim souprav Plazmid
DNA Mini/Midi od firmy Qiagen. PCR bylo provadéno s pouZitim Perkin Elmer »Amplitag” dle
doporuceni. DNA sekvencovani bylo providéno s pouzitim soupravy pro sekvencovéni Applied
Biosystem Taq cycle.
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[ndukce v tfepanych baiikach

E. coli W3110 kultury byly péstovany v médiu L-broth doplnéném tetracyklinem (7,5 g/ml). Pro
indukce byly Zerstvé pfes noc rostouci kultury (p&stované ve 30 °C) nafedény na ODgy 0,1 do
200 ml L-broth ve 2 | kultivaénich baiikich a byly p&stovany ve 30 °C v orbitalnim inkubétoru.
Pii ODgoo 0,5 byl pfidan IPTG do koncentrace 200 uM. V intervalech byly odebirony vzorky
(normalizované dle OD).

Periplazmaticka extrakce

Vzorky kultury byly ochlazeny na ledu (5 minut), a poté byly buiiky sklizeny centrifugaci. Po
resuspendovani v extrakénim pufru (100 mM Tri HCL, 10 mM EDTA, pH 7.4) byly vzorky
inkubovéany pfes noc ve 30 °C, a poté vy&iStény centrifugaci.

Test sestaveni

Koncentrace modifikovanych Fab byly urlovany pomoci testu ELISA. DestiCky byly potaZeny
ve 4 °C pies noc s anti-humanni Fd 6045 (2 pg/ml ve vazebném pufru, fyziologicky roztok,
100 pl na jamku). Po promyti byly jamky plnény 100 pl vzorku, jako standard byl pouZit purifi-
kovany ASB7 gama—1 Fab’, pivodné v koncentraci 2 pg/ml. Vzorky byly sériové nafedény
2 krat napfi& pres desti¢ku konjugatnim pufrem (na 1 litr: 6,05 g trisaminomethanu, 2,92 g NaCl,
0,1 ml Tween—20, 1 mi kaseinu (0,2%)), destitky byly inkubovany po dobu | hodiny pfi teploté
mistnosti, s tfepanim. Desti¢ky byly promyty a usuSeny, a poté bylo pfidano 100 pl anti-humanni
C—kappa (GD12)-peroxidazy (nafedéno v konjuga¢nim pufru). Inkubace byla provédéna pfi
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny s tfepanim. Destitky byly promyty a ususeny, a poté bylo
pfidano 100 pl roztoku substratu (10 ml roztoku acetat sodny/citrat (0,IM pH 6), 100 pl roztoku
H;0,, 100 pl roztoku tetramethylbenzidinu (10 mg/ml v dimethylsulfoxidu)). Absorbance
v 630 nm byla odeéiténa 4 aZ 6 minut po pfidani substratu.

Konstrukce plazmidu pTTO-1
(a) nahrazeni pTTQ9 polvlinkeru

Plazmid pTTQ9 byl ziskén od firmy Amersham a je ukdzin na obrdzku 14. Alikvot (2 pg) byl
§tépen restrikénimi enzymy Sall 2 EcoRI, §tépny produkt byl pustén na 1% agarézovém gelu a
velky DNA fragment (4520 bp) byl purifikovan. Byly syntetizovany dva oligonukleotidy, které
po spoleéném nasednuti koduji isek OmpA. polylinkeru ukdzany na obrazku 15. Tato sekvence
m4 kohezivni konce, které jsou kompatibilni se Sall a EcoRI konei vytvofenymi restrikci pTTQ9.
Klonovanim této oligonukleotidové kazety” do pTTQ9 vektoru nebylo regenerovéno misto Sall,
ale misto EcoRI bylo udrzeno. Kazeta koduje prvnich 13 aminokyselin signlni sekvence E. coli
proteinu Omp-A vnéj§{ membrény, ptedchazenych Shine-Dalgarno vazebnym mistem pro
ribozom OmpA genu. Kromé toho jsou pfitomna restrikéni mista pro enzymy Xbal, Munl, Styl a
Spl1. Munl a Styl mista jsou v kodujicim iseku OmpA signalni sekvence a jsou zamy$lena jako
5" klonovaci mista pro inzerci gend. Dva oligonukleotidy, které vytvati tuto kazetu, byly spojeny
dohromady smichanim v koncentraci 5 pmol/ul a zahfivanim ve vodni ldzni na 95 °C po dobu 3
minut, a poté pomalym ochlazenim na teplotu mistnosti. Spojena sekvence pak byla ligovana do
pTTQ9 stépeného Sall/EcoRI. Vysledny plazmidovy meziprodukt, nazvany pTQOmp, byl
ovéfen pomoci DNA sekvencovani.

{b) Ptiprava a ligace fragmentu

Plazmid pTTO-1 byl konstruovan ligaci jednoho DNA fragmentu z plazmidu pACYC184 ke
dvéma fragmentdm vytvofenym z pTQOmp. Plazmid pACYC184 byl ziskdn od firmy New
England Biolabs a restrikéni mapa je ukdzina na obrdzku 16. Alikvot (2 bg) byl Stépen do
aplnosti restrikénim enzymem Styl, a pak podroben piisobeni nukledzy z fazoli mungo, coz
vytvotilo slepé konce odstfizenim 5° baze presahd. Po fenolové extrakei a ethanolové precipitaci
byla DNA $tépena enzymem Pvull, za vytvoieni fragmentti o velikosti 2348, 1081, 412 a 403 bp.
fragment o velikosti 2348 bp byl purifikovan po elektroforéze na agarézovém gelu. Tento
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fragment kdduje marker rezistence na tetracyklin a plSA po&atek replikace. Fragment pak byl
podroben piisobeni alkalické fosfatazy z teleciho stfeva, aby se odstranily 5° koncové fosfty,
a tim se této molekule zabranilo v ligaci sama k sobé.

Alikvot (2 pg) plazmidu pTQOmp byl §tépen enzymem Sspl a EcoRI a fragment o velikosti
2350 bp byl purifikovan z nezadoucich fragmentu o velikosti 2040 bp a 170 bp po elektroforéze
na agardzovém gelu, tento fragment koduje Osek transkripéniho terminatoru a gen lacl®. Dalsi
alikvot (2 pg) pTQOmp byl$tépen s EcoRl a Xmnl, za vzniku fragmenti o velikosti 2289, 1670,
350 a 250 bp. Fragment o velikosti 350 bp, kodujici tac promotor, OmpA signdlni sekvenci a
multiklonovaci misto, byl purifikovan ptes gel.

Tti fragmenty byly poté ligovany s pouZitim pfiblizné ekvimolarniho mnoZstvi kazdého fragmen-
tu za vzniku plazmidu pTTO-I1. V3echna klonovaci spojeni byla ovéfena pomoci DNA
sekvencovani. Restrikéni mapa tohoto plazmidu je ukazina na obrazku 17. Plazmid pTTO-2 byl
pak vytvofen inzerci DNA koédujici konstantni doménu lehkého fet&zce kappa humanniho Ig. Ta
byla ziskéna jako Spll — EcoRI restrikini fragment z plazmidu pHC132 a vioZena na odpovida-
jici mista v pTTO-1. Plazmid pTTO-2 je ukizan na obrizku 18.

Inzerce humanizovanych hTNF40 variabilnich usekii do pTTO-2

Variabilni dsek lehkého fetszce hTNF40gL1 (SEKV. ID. C. 8) byl ziskin pomoci PCR
nzachrany" z odpovidajictho vektoru pro expresi v savéich buiikdch pMR10.1. OmpA vedouci
sekvence nahradila nativni Ig vedouci sekvenci. Sekvence PCR primeri je uk4zina nize:

5' primer: CGCGCGGCAATTGCAGTGGCCTTGGCTGGTTTCGCTACCATAGCGCAAG
CTGACATTCAAATGACCCAGAGCCC (SEKV. ID. . 79)

3' primer: TTCAACTGCTCATCAGATGG (SEKV. ID. &. 80)

Po PCR ve standardnich podminkach byl produkt purifikovén, §tépen enzymy Munl a Spll,
a poté purifikovén pfes gel. Purifikovany fragment byl poté viozen do Munl/Sp11 mist v pTTO-2
za vzniku meziproduktu lehkého fetézce pTTO(hTNF40L).

Variabilni Gsek téZkého fetézce gh3hTNF40.4 byl ziskdn stejnym zplsobem z vektoru
pGamma—4. Sekvence PCR primert je ukazana niZe:

5" primer: GCTATCGCAATTGCAGTGGCGCTAGCTGGTTTCGCCACCGTGGCGCAAG
CTGAGGTTCAGCTGGTCGAGTCAGGAGGC (SEKV. ID. C. 81)

3' primer: GCCTGAGITCCACGACAC (SEKV. ID. C. 82)

Po PCR byl produkt purifikovén, $t€pen enzymy Nhel a Apal, a poté byl subklonovan do vektoru
pDNAbBEng-GI (obrézek 19). Po ovéfeni pomoci DNA sekvencovini byl tézky fetézec $tépen
enzymem EcoR! a subklonovin do EcoRI mista v pTTO(hTNF40L) za vzniku E. coli expresniho
plazmidu pTTO(hTNF40).

Optimalizace intergenové sekvence pro expresi modifikovaného Fab

Ve vektoru pTTO nastava exprese modifikovaného Fab z dicistronické RNA kodujici nejdfive
lehky fetézec, a poté tézky fetézec. DNA sekvence mezi témito dvéma geny (intergenové
sekvence, IGS) mize ovlivnit stupei exprese téZkého Fetézce pisobenim na rychlost iniciace
translace. Napfiklad kratkd intergenova sekvence mize mit za nasledek translaéni spojeni mezi
lehkymi a t€zkymi fetézci, ve kterém translaéni ribozom nemusi pIné disociovat z mRNA po
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ukongeni syntézy lehkého fetézce pfed iniciaci syntézy tézkého fetézce. ,Sila* jakéhokoliv
vazebného Shine-Dalgarnova (SD) mista ribozomu (homologie s 16 tRNA-) miZe mit také vliv,
stejné jako vzdalenost a sloZeni sekvence mezi SD a ATG startovacim kodonem, Potencilni
sekundarni struktura mRNA kolem ATG je dalsi dulezity faktor, ATG by mél byt v ,kli¢ce” a ne
stisnény ve ,.stonku®, zatimco pro SD to plati opa&né. Tak modifikaci slozeni a délky IGS je
moZné modifikovat silu iniciace translace, a tudiZ stupeii produkce téZkého Fetéz. Je pravdé-
podobné, Ze pro maximalizaci exprese tézkého fet¥zce daného modifikovaného Fab je nutné
dosahnout optimalni rychlosti iniciace translace. Napfiklad, pro jeden modifikovany Fab mize
byt tolerovan vysoky stupeii exprese, ale pro odli$ny modifikovany Fab s odlisnou aminokyseli-
novou sekvenci se ukaze vysoky stupei exprese jako toxicky, moZnd pro odli¥nou Glinnost
sekrece nebo sklidani. Z tohoto diivodu byly navrZeny série &tyf intergenovych sekvenci
(obrazek 20) umoZilujicich empirické stanoveni optimalrich 1GS pro modifikovany Fab zalozeny
na hTNF40. IGST a IGS2 maji velmi kratké intergenové sekvence (—1 a +1, v daném pofadi) a je
moZné oéekdvat vznik tésné spojené translace, SD sekvence (podtrZeno) jsou slab& odlidné. Tyto
dvé sekvence s nejvétsi pravdépodobnosti propljéuji vysoky stupeil iniciace translace. 1GS3 a
IGS4 maji delsi vzdilenost mezi startovacim kodonem a stop kodonem (+13) a lisi se ve sloZeni
svych sekvenci, IGS3 ma ,silngj8i“ SD sekvence. Viechny sekvence byly studované na vyskyt
sekundami struktury (s pouzitim programu m/fold) a ,,optimalizovany“ co moZna nejvice, ale, pti
t&sném spojeni translace dvou fetézet chybéni ribozomalni disociace znamena, ¢ mRNA nemusi
byt ,,naha®, aby se zabranilo vytvoteni sekundérni struktury.

Klonovani IGS variant

IGS kazety ukdzané na obrazku 20 maji hraniéni klonovaci mista Sacl a Munl. Byly vytvofeny
nasednutim komplementirnich oligonukleotidovych piri. Vektorovy fragment byl ptipraven
St€penim pTTO(hTNF40) enzymy Sacl a Not! a fragment t&Zkého fetézce byl piipraven $t&penim
pDNAbEngG1 (hTNF40H) enzymy Munl a Notl. Poté byly provadény trojcestné ligace s pouzi-
tim ekvimolarmich mnozZstvi dvou restrikénich fragmentd a piiblizn& 0,05 pmol kazdé spojené
oligokazety. Tak vaznikly &tyfi expresni plazmidy pTTO(hTNF40 IGS-1), pTTOhTNF40

I("Q_")\ nTTOYRTNFAD IGS 1Y nTTOMRTNEAD 1S AY

LI R ] W ARSI Ly L AL T BN T L
Expresni analyza pti kultivaci v tfepanych baitkach

Ctyti plazmidy byly transformovény do kmene W3110 E. coli, spolu s plivodnim expresnim
konstruktern, a poté byla analyzovana jejich exprese v tfepanych baiikach, jak bylo popsano.
Vysledky typického pokusu jsou ukdzany na obrazku 21. Odli¥né intergenové sekvence propij-
&ujl odli3né expresni profily. IGS1 a IGS2 akumuluji periplazmatické modifikované Fab rychle
s vicholem 1 hodinu po indukci, po kterém dosaZena hladina pada. Pro IGS1 je vrchol vétsi a
pada ostfeji. Tyto vysledky jsou souhlasné s vysokym stupném syntézy, jak je ofekavano pro
tésné transladni spojeni u t&chto konstruktl. IGS1 zjevné propljiuje vyssi stupei exprese téZzkého
fetézce neZ IGS2. V tomto piipadé se zda, Ze tento vysoky stupeil exprese je 3patné tolerovan,
protoze periplazmatické hladiny exprese padaji po | hoding vrcholu. To lze pozorovat na riisto-
vém profilu IGS1 kultury (neni ukdzéno), ktery vrcholi 1 hodinu po indukci pfed poklesem
svédCicim pro bunéénou smrt a lyzi. IGS3 akumuluje modifikovany Fab pomaleji, ale vrcholi
2 hodiny po indukci s vy33{ hodnotou vrcholu (325 ng/ml/OD) pfedtim, neZ se hladiny sniZi. Rist
této kultury pokracoval 3 hodiny po indukei a dosahl vy$§iho vrcholu biomasy (neukdzano). To
je v souhlase s niz3im stupném syntézy t&¥kého fetdzce. IGS4 akumuluje material jeste pomaleji
a nezdafi se mu dosahnout vysoky vrchol produktivity dal3ich 3 konstruktii. Viechny IGS varian-
ty vyznamné piekonaly plvodni vektor. Hypotéza, Ze odlidné IGS sekvence propijéuji odlidnou
rychlost iniciace translace je podporovédna témito experimentdlnimi vysledky. Zda se, Ze pro
modifikovany Fab zaloZeny na hTNF40 je vysoka rychlost iniciace translace t&kého fetézce
Spatné tolerovéna a neni tudiz optimélni. Pomalej3i rychlost propdjéena IGS3 méa za nasledek
lepdi riistové charakteristiky a proto v pribéhu ¢asu akumuluje lepsi vytézek.
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Po srovnani produktivity ve fermentoru byl IGS3 konstrukt vybran jako poskytujici nejvyssi
vytézek a byl nazvan pTTO(CDP870) — viz obrazek 22.

T&zky fetézec kodovany plazmidem pTTO(CDP870) ma sekvenci oznaCenou jako SEKV. ID.
C. 115 a lehky fetézec m4 sekvenci oznadenou jako 3EKV. ID. C. 113.

PEGylace CDR-roubovaného, modifikovaného Fab zaloZeného na hTMF40

Puriflkovany modifikovany Fab je mistné specificky konjugovan s rozvétvenou molekulou PEG.
Tim je dosaZena aktivace jednoho cysteinového zbytku ve zkraceném kloubovém itseku modifi-
kovaného Fab, pak nasleduje reakce s (PEG }-lycyl-maleimidem, jak bylo popséno uZ d¥ive (A.P.
Chapman a kol., Nature Biotechnology 17, 780-783, 1999). PEGylovana molekula je ukizana na
obrazku 13 a je nazyvana siouenina CDP870.

Uginnost PEGylovaného CDR-roubovaného modifikovaného Fab zaloeného na hTNF40
(CDP870) v 1éEbé revmatoidni artritidy CDP870 md biologicky poloéas dlouhy piiblizné 11 dni.

Pivodei hodnotili bezpeénost a d&innost intravenézné podavané CDP870 v randomizované
dvojité slepé klinické zkousce s placebem a stoupajici kontrolovanou davkou u pacientd s RA.

Metody

Pacienti;

Pacienti ve véku mezi 18 a 75 lety a ti, ktefi spinili diagnosticka kritéria pro revmatoidni arthri-
tidu (RA) revidovana v roce 1987 American College Rheumatology (ACR) (Arnett al., Arthriti
Rheum., 31, 315-324, 1998) byli ziskavani z ambulance revmatologické kliniky v Londyng,
Cambridgi, Norfolku a Norwichi (Spojené krilovstvi). Byli poZadovani pacienti, kteki m&li
klinicky aktivni nemoc, coz bylo definovano tak, Ze méli alespoii 3 z nasledujicich kritérii: > 6
bolestivych nebo citlivych kloubii, > 45 minut trvajici ranni ztuhlost a rychlost sedimentace
Cervenych krvinek (ESR) > 28 mm/hodinu. Pacienti dale nereagovali na 1¢&bu alespori jednim
I¢kem modifikujicim prib&h revmatickych nemoci (Disease Modifying Anti-Rheumatic Drug —
DMARD) a byli bez lé¢by po dobu nejméné 4 tydnd. UZivani kortikosteroidd bylo povoleno,
Jestlize davka byla > 7,5 mg/den prednisolonu. T&hotné Zeny, kojici Zeny a zeny ve fertilnim
véku neuZivajici Utinnou metodu kontracepce byly vyloueny. Pacienti byly také vylouceni,
Jestlize méli v anamnéze malignity, soudasné zavazné nekontrolované chorobné stavy, predeslou
terapii neutralizujici TNFa, ktera selhala, nebo alergii na polyethylenglykol. Pfed zapsanim do
studie byl od kazdého pacienta ziskan psany souhlas. Studie byla schvalena mistni etickou komisi
pro védu.

I.é¢ebny protokol:

36 pacientl s RA bylo rozdéleno do 3 skupin, které dostavaly stoupajici davku zkouseného 1égiva
(1,5 nebo 20 mg/kg). Kazda skupina po 12 byla niahodné rozdélena na 8 pacientd, ktefi dostavali
CDP870 a na 4 pacienty, ktefi dostavali placebo. CDP870 byla pod4véna jako jedna intravendzni
infiize (100 ml celkem) po dobu 60 minut. Placebo (pufr acetat sodny) bylo poddvano podobng,
Jako jedna intravenézni infize o objemu 100 ml po dobu 60 minut. Lé&ba byla podavana ambu-
lantné. Po 8 tydnech méli vichni pacienti otevienou moznost dostat infiizi bud’ 5 nebo 20 mg/kg
CDP870.

Klinické vyhodnoceni:

Aktivita RA byla hodnocena na zakladé kritérii Worid Health Organization a International
League of Associations for Rheumatology (Boers a kol., J. Rheumatol., Supplement, 41, 86~ 89,
1994) a European League Against Rheumatism (EULAR) (Scott a kol., Clin. Exp. Rheumatol.,
10, 521-525, 1992) s hodnocenim souboru dat ziskanych z 28 kloubi. Zmény v aktivité nemoc
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byly hodnoceny pomoci stupnice pro aktivitu nemoci (Prevoo a kol., Arthritis Rheum., 38,
44-48, 1995) a kritérii ACR (Felson a kol.. Arthritis Rheum., 38, 727-735, 1995). Hodnoceni se
provadélo pied lé¢bou a 1, 2, 4, 6 a 8 tydnii po lécbé. U pacientii byla také hodnocena bezpecnost
a tolerance studovaného Ié€iva. PH kazdé vizité byly hodnoceny hematologické a biochemické
parametry a anti-CDP870 protilatky a vedlej8i (¢inky.

Plazmaticka koncentrace CDP870 a anti-CDP870 protilatek

CDP870 byla méfena enzymatickym imunotestem (ELISA). Sériova fedéni plazmy pacientu byla
inkubovana na mikrotitraéni destilce (Nunc) potaZené rekombinantnim humannim TNFa
(Strathmann Biotech GmbH, Hannover). Zachycena CDP870 byla detekovana kozi anti-huméanni
protilatkou, specifickou pro lehky fetézec kappa, konjugovanou s kfenovou peroxidézou (Cappel,
ICN), nésledovanou pfidanim tetramethylbenzidinu (TMB) jako substratu.

S protilatkami k CDP870 byl provadén screening (s fedénim plazmy 1/10) s pouziti ,sendvi¢o-
vého™ testu ELISA s dvojim antigenem s biotinylovanou CDP870 jako druhou vrstvou. Navazané
protilatky byly detekovany s pouzitim HRP-streptavidinu a substratu TMB. Test byl kalibrovan
s pouzitim hyperimunitniho krali¢iho standardniho IgG. Jednotka aktivity je totoZna s | pg krali-
¢iho standardu.

Statisticka analyza

Studie méla vyzkumny charakter a velikost vzorku byla zaloZena na ptedeslé zkusenosti
s podobnymi ptipravky. Uginnost CDP870 byla analyzovana vypoétenim skére aktivity nemoci
(DAS) a reakci ACR20/50 na léCebny zamér a na protokol s pouzitim neménného testovaciho
postupu. Skére aktivity nemoci bylo vypotteno takto: DAS = 0,555 x druha odmocnina
(28 citlivych kloubt) + 0,284 x druhd odmocnina (28 oteklych kloubti) + 0,7 x In{ESR) + 0,0142
x (pacientovo celkové hodnoceni). Nejdiive byly sloutené aktivni skupiny porovnany s place-
bem. Jestlize toto srovnani bylo vyznamné na 5% hlading, kazdy davkovand skupina byla
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P-hodnoty pochézely z vyzkumnych analyz a nemély by byt pouzity pro deduktivni interpretaci.
Vysledky

Demograficka situace:

Bylo ziskdno 36 pacientii s RA. Jejich demografické detaily jsou uvedeny v tabulce 6. Primérny
vék byl 56 let a 30 pacientll byly Zeny. Priimémé trvani RA bylo 13 let a 21 pacientii mélo pozi-
tivni revmatoidni faktor. Pacienti v odlidnych skupindch méli podobné demografické charakte-
ristiky. V obdobi slepého davkovani 6/12 pacientl lé¢enych placebem opustilo studii kvili
zhorfeni RA > 4 tydny po zacatku poddvéni davky. 2/24 pacientii lé¢enych CDP870 opustilo
studii, oba ve skupiné s davkou 1 mg/kg, kviili zhorSeni RA/ztraté pro dal3i sledovani > 4 tydny
po zaCatku podavani davky. Rozdil byl statisticky vyznamny (p=0,009, Fisheriiv pfesny test).

Tabulka 6
Demografické detaily (prumér + standardni odchylka)
Pocet Pohlavi Vék Trvani Revmatoidni Polet
(M:2) nemoci  faktor d¥ivajsich
DMARD
Placebe 12 1:11 51+8 1248 B(67%) 5x1
1 mg/kg 8 1:7 59+7 12+7 4{0%) 4*1
5 mg/kg 8 2:6 54+13 13+5 5(63%) 5+2
20 mg/kg 8 2 6111 14+13 4 (50%) 4x2
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Klinicka O¢innost:

Podil pacientii se zlepsenim ACR20 ve skupinich podle jednotlivych protokold s poslednim
provadénym sledovanim byl 16,7, 50, 87,5 a 62,5% po placebu, 1, 5 a 20 mg/kg CDP870 (Gginek
kombinované lécby p=0,012) ve 4 tydnech a 16,7, 25, 75 a 75% (p=0,032) v 8 tydnech. SniZeni
skore DAS (medidn) ve skupinich podle jednotlivych protokolii s poslednim providénym
sledovanim bylo 0,15, 1,14, 1,91 a 1,95 po placebu, 1, 5 a 20 mg/kg CDP870 (u¢inek kombino-
vané [éEby p=0,001) ve 4 tydnech a 0,31, 0,09, 2,09 a 1,76 (p=0,008) v 8 tydnech (obrazek 23).
Zmény v jednotlivych slozkach souboru dat podle Worid Health Organization a International
League of Associations for Rheumatology jsou ukézany na obrazku 24.

Po viditelné znatené divce CDP870 bylo dosaZzeno podobného prospiného G&inku. Ze
36 pacientd ziskanych do studie dostalo 32 pacientt druhou infiizi CDP870. Podil pacient se
zlepSenim ACR20 oproti obdobi pfed prvni infuzi bylo 72,2 a 55,6% po 5 a 20 mg/kg CDP870
ve 4 tydnech a 55,6 a 66,7% v 8 tydnech.

Vyskyt vedlejsich G¢inkd

Létba byla dobfe snaSena bez reakci spojenych s podévanim infaze. Nebyla hlaSena Zadna
alergicka reakce nebo koZni vyrazka. Ve dvojité slepé fazi se vyskytlo 19, 38, 8 a 14 vedlejdich
aginki ve skupinach s placebem, 1, 5 a 20 mg/kg, v daném pofadi. Nejcastejsi byly bolesti hlavy
s 9 epizodami u 5 pacientii (1 placebo, 3 ve skupiné s divkou 1 mg/kg, 1 ve skupiné s davkou
20 mg/kg). U jednoho pacienta, ktery dostaval placebo a u 3 pacientii, ktefi dostali CDP870 (1 ve
skupiné s davkon 5 mg/kg a 2 ve skupiné s davkou 20 mg/kg), se objevily infekce dolnich cest
dychacich. Byly oznaceny jako lehké nebo mirné. Byly 1é¢eny peroralnimi antibiotiky a vylégeny
v priib¢hu obdobi 1 az 2 tydnil. U tfi pacientdi ve skupindch s divkou 1 a 5 mg/kg a u jednoho ve
skupiné s davkou 20 mg/kg se objevila infekce moGovych cest 1 a2 2 mésice po 1é&eni CDP$70.
Jeden vedlejii Geinek byl popsin jako vainy, byla to epizoda bolesti kréni patete, kterq s¢
objevila 3 dny po infuzi s davkou 1 mg/kg. U 4 pacientt bylo pozorovano zvyseni anti-nukledr-
nich protilatek: u 1 ve skuping s placebem (negativni aZ 1/40), u 2 ve skuping s | mg/kg (nega-
tivni az 1/40, negativni aZ 1/80) a u 1 ve skuping 20 mg/kg (negativni az 1/40). Co se tyie
protildtek anti-DNA nebo anti~kardiolipinovych protilatek, nebyla zjisténa zidnd zména.
Plazmatick4 koncentrace CDP870 a hiadina anti-CDP$70

Jak bylo otekdvano u viech davek CDP870, vrcholové plazmatické koncentrace se vyskytovaly
na konci inflize a byly proporcionalni podivané davce, pfi¢emz plazmaticka koncentrace poté
pomalu klesala. Profily plazmatickych koncentraci CDP870 vypadaly velmi podobn& profiliim,
které byly dfive pozorovany u dobrovolniki, kdy bylo vypodteno, Ze biologicky polodas je
ptiblizn€ 14 dnd. Pi opétovném podani davky byl pozorovan podobny profil jako u infaze jedné
davky.

Po jedné intravendzni infuzi byly hladiny anti—-CDP870 nizké nebo nedetekovatelné.
Diskuse

Neutralizace TNFa je (¢inn4 lé¢ebna strategie u RA. V souasné dobé vyzaduje pouiti biologic-
kych pfipravki, jako napiiklad chimérickych mAb nebo fazniho proteinu rozpustny recep-
tor/huménni Fc, které jsou pro vyrobu drahé. Lédebny piipravek neutralizujici TNFa potfebuje
vazat TNFa s vysokou afinitou a musi mit dlouhy biologicky poloéas, nizkou antigeniénost a
vysokou snSenlivost a musi byt bezpeény. Je také zapotiebi, aby byl pistupny pro viechny
pacienty s RA, ktefi by mohli mit prospéch z blokddy TNFa. Jedna technika, ktera by mohla
dosahnout téchto cild, je konjugace v E. coli vytvoieného protilatkového fragmentu vazajiciho
TNFa s polyethylenglykolem. V této predb&zné studii pivodci zistili, 26 CDP870, PEGylovana
anti-TNFa modifikovana Fab, je 0&inn4 a dobfe snaSena pacienty s RA.
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In vitro studie ukdzaly, 2¢ CDP870 ma podobnou TNFa neutralizujici aktivitu k mysim
anti-TNFa parentalnim protilatkim. Tato studie potvrdila, CDP870 redukoval zdnét a zlepsil
pfiznaky RA. Klinické zlepSeni méfené podle kritérii ACR20 u skupin s dévkou 5 a 20 mg/kg
(75%, 75%) byly srovnatelné s etanerceptem (60%) (Moreland a kol., Annals Int. Med., 130,
478-486, 1999) a infliximabem (50%) (Maini a kol., Lancet, 354, 19321939, 1999). U stfednich
a nejvysdich testovanych davek trval 1é¢ebny G&inek 8 tydnii, coZ je srovnatelné s jinymi dosa-
vadnimi mAb (Elliott a kol., Lancet, 344, 1105-1110, 1994 a Rankin a kol., Br. J. Rheumatoi.,
34, 334-342, 1995). Dtivéjsi studie ukdzala, Ze terapeuticky u¢inek anti-TNFa protilatek je ve
vztahu k jejich plazmatickému polo&asu a vytvoreni cirkulujicich protildtek (Maini a kol.. Arthri-
tis Rheum., 38 (dopln€k): S186, 1995 (abstrakt)). Studie plvodcih prokézala, ze CDP870 ma
plazmaticky polo¢as 14 dni, coZ je ekvivalentni pologasu celé protilatky (Rankin a kol., (vy3e)) a
mnohem déle nez biologicky pologas nekonjugovanych Fab“ fragmenti. Dale CDP870 vyvolala
pouze velmi nizké hladiny stupné protilatkové reakce.

Jednim z dillezitych cilil této studie bylo prozkoumat toleranci a bezpe&nost podavéani tohoto
PEGylovaného Fab'. Ve studii pivodei byla CDP870 dobfe tolerovana. Ale pro vyhodnoceni
dlouhodobé toxicity bude nutna dalsi studie, zejména co se tyée rizika demyelinizaéniho onemoc-
néni, infekce a koznich vyrazek, které byly publikovany u lé¢eni etanerceptem a infliximabem.

Uhrnem, CDP870 je terapeuticky u&inna u RA, a v této kritkodobé studii byla dobie snasena.

VySe popsané piiklady jsou uvedeny pouze jako ilustrativni piiklady a neomezuji rozsah
pfedkladaného vynalezu, jak je definovan nasledujicimi patentovymi nroky.

SEZNAM SEKVENCI
<160> 115

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211>5

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 CDRH1

<400> 1
Asp Tyr Gly Met Asn
1 3

<210>2

<211> 17

<212> PRT

<213> Umeéla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hWTNF40/ Humanni hybrid
CDRH2

<400> 2
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Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr BAla Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Ely

210> 3

<211>9

<212= PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 CDRH3

<400>3
Zly Tyr Arg Ser Tyr Rla Met Asp Tyr
1 5

210> 4

211> 1t

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 CDRLI
<400> 4
Lys Ala Ser Gla Asn Val Gly Thr Asn Val Ala
1 5 10
<210>3
<211>7
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 CDRL2
<400> 5
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5
<210> 6
<211>9
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40G CDRL3
<400> 6
Gln Gla Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu Thr
1 5

-4 -




20

25

<2107

<211> 17

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umé!lé sekvence:

<400> 7

LL Juvi/o/ Bo

hTNF40 CDRH2

Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Val Asp Asp Phe Lys
15

1 5

Gly

<210~ 8

<211> 321

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<221>CDS
<222>(1)..(321)

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> §
gac att caa atg acc
Asp Ile Gln Met Thr
L 5

act
Thr

acc atc
Thr Tle
20

cgg gte
Arg val

gac
Asp

caa
Gln

tat
Tyr

cag
Gln

gece tgg
Ala Trp
35

gta
Val

cte
Leu

tte
Phe

tct
Ser

tac
Iyr

agt gcc
Ser Ala
50

act
Thr

gat
Asp
70

ggt
Gly

tee
Ser
65

agt agt
Gly Ser

tat
Tyr

act
Thr
85

gaa
Glun

gat tte
Asp Phe

gec
Ala

act
Thr

ggt
Gly

aca
Thr

ttec ggt
Phe Gly

cay
Gln
100

<210>9
<211> 321

tgt
Cys

aaa

tat
Tyr
55

tte
Fhe

tac
Tyx

aaa
Lys

cag agc cca
Gln Ser

Pro

aaa
Lys

cea
Pro
40

agt
Ser

acc
Thr

tgt
Cys

gta
val

10

hTNF40-gL1

tct
Ser

gta
val
15

tec age
Ser Ser
10

ctyg agc
Leu Ser

g9z
Gly

gea
Ala

aac
Asn

act
Thr

aac
Asn

gta
val

ggt
Gly
30

gee agt
Ala Ser
25

cag
Gln

ate
Ile

cte
Leu

cca
Pro

aaa
Lys
45

ggt aaa
Gly Lys

gee
Ala

gee
Ala

tte
Pha

tac
Tyzr
60

ceca
Pro

ggt gta
Gly val

g9ga
Gly

age
Ser

agg

cte
Leu

cea
Pro
80

ate
Ile
75

cte
Leu

acg
Thr

agt

Ser

age
Ser

cag
Gln

cea cte
Pro Leu
895

tac
Tyx

tat
Tyr

ate
Ile

a&ac
Asn

caa
Gln

cag
Gln
90

gaa atc asa

Glu JIle Lvs
105

-35-
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20

<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (321)

<220>

<223> Popis umélé sekvence:

<400>9

gac att caa atg acc cag agce
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1 5

gac cgg gtc acc atc
Asp Arg Val Thr Ile
20

gta gcc tgg tat cag
Val Ala Trp Tyr Gln
35

tac agt gcc tct tte
Tyr Ser Ala Ser FPhe
50

tec ggt agt ggt act
Ser Gly Ser Gly Thr
65

gaa gat ttc geec act
Glu Asp Phe Ala Thr
85

aca tte ggt cag ggt
Thr the Gly Gln Gly
100

<210> 10

211> 354

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<221> CDS
<2225 (1). . (354)

<220>

act tagt
Thr Cys

caa aaa
Glun Lys

cte tat
Lsu Tyr
55

gat tte

Asp Phe
70

tat tac

Tyr Tyr

act aaa

CZ JU737 B6

cca
Pro

aaa
Lys

cea
Bro
40

agt

Ser

acc
Thr

tgt
Cys

gta

hTNF40-gl2

teec age ctg age goa tet gta gga
Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

gce agt cag
Ala Ser Gln
25

ggt aaa cee
Gly Lys Ala

ggt gta cca
Gly Val Pro

ctc acg ate
Leu Thr Ile
75

caa cag tat
Glan Gln Tyr
90

gaa atc aaa

Thr Lys Val Glu Ile Lys

<223> Popis umélé sekvence:

<400> 10

105

aac
Asn

cea
Pro

tac

Tyr
60

agt

Ser

aac
Asn

gta
Val

daa
Lys
45

agg
Arg

age
Ser

ate
ILle

ggt
Gly
30

cic
Leu

tte
Phe

ctc
Leu

tac
Tyr

ghlhTNF40.4 (Figure 10)

-6 -

15

act
Thr

cte
Leu

age
Ser

cag
Gln

cca
Pro
a5

aac
Asn

ate
Ile

gga
Gly

cca
Pro
80

cte
Leu

48

%6

144

192

240

288

i




i, JUVID LV

cag gtg cag ctg gtc cag tca gga gea gag gtt aag aag cct ggt get 48
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys lys Pro Gly Als
1 5 10 13

tcc gtc aaa gtt teg tgt aag gec tca gge tac gtg ttc aca gac tat 96
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

ggt atg aat tgg gtc aga cag gee ¢cg gga caa ggc ctg gaa tgg atg 144
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 10 45

ggt tgy att aat act tac att gga gag cct att tat get caa aag tte 182
Gly 7rp lle Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Gln Lys Phe

50 55 80
cag ggc aga gtc acg ttc act cta gac acc tec aca age act goa tac 240

Gln Gly Arg Val Thr Phe Thr Leu Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

atg gag ctg tca tct ctg aga tcc gag gac acc gca gtg tac tat tgt 288
Met Glu leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

gct aga gga tac aga tet tat gcc atg gac tac tgg gge cag ggt acc 336
Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glm Gly Thr
100 105 110

cta gtc aca gtc tce tea 354
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 11

<211>354

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<221> CDS
<222>(1)..(354)

<220>
<223> Popis umélé sekvence: gh3hTNF40.4 (Figure 11)

<400> 11
gag gtt cag ctg gtc gag tca gga ggc ggt ctc gtg cag cct gge gga 48
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

teca ctg aga ttg tcc tgt gct gea tct ggt tac gtc tte aca gac tat 96
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

gga atg aat tgg gtt aga cag gcc ccg gga aag gge ctg gaa tgg atg 144
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Rla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

ggt tgg att aat act tac att gga gag cct att tat gct gac age gte 192

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr RAla Asp Ser Val
50 55 60
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aag ggc aga ttc acg ttc tet cta gac aca tec aag tca aca gea tac 240
Lys Gly Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
€5 70 75 80

cte caa atg aat age c¢tg aga gca gag gac acc geoca gtg tac tat tgt 288
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arzg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
B5 S0 a5

gct aga gga tac aga tct tat gec atg gac tac tgg ggc cag ggt ace 336

ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

cta gte aca gte tec tea 354
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 12

<211>9

<212> DNA

<213> Umeéla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: Cast sekvence primeru

<400> 12
geocgecace 9

<210> 13

211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis uméle sekvence: primer CHI

<400> 13
atgaaatgea getggotcat stiett 26

<210> 14

211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH2

<400> 14
atgggatgga getrtatcat sytctt 26

<210> 15
<211>26
<212> DNA

-R-
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<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH3

<400> 15
atgaagwtgt ggttaaactg ggtttt

<210> 16

<211> 21}

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH4

<400> 16
atgractttg ggytcagctt grt

<210> 17

<211>26

212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH5

<400> 17
atggactcca ggctcaattt agtttt

<210> 18

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH6

<400> 18
atggctgtey trgsgetrct cttctg

<210> 19

<211>25

<212> DNA

<213> Umeéla sekvence

<220>
<223> Popis uméle sekvence: primer CH7

<400> 19
atggratgga gcekggrtctt tmtctt

-39 -
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<210>20

<211> 23

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH8

<400> 20
atgagagtge tgattetttt gtg 23

<210>21

<211>26

<212> DNA

<213> Umél4 sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH9

<400> 21
atggmttggy tgotggamctt gectatt 26

<210>22

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umél¢ sekvence: primer CH10

<400> 22
atgggcagac ttacattcte attect 26

<210=23

<211>28

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer CH11

<400> 23
atggatttty ggctgatttt ttttattg 28

<210>24

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220~

-40 -
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<223> Popis umélé sekvence:

<400> 24
atgatggtgt taagtcttct gtacct

<210>25

i>21

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 25
gcgegoaage thgecgecac ¢

<210> 26

<211>29

<212> DNA

<213> Umela sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 26
atgaagttgc ctgttagget gttggtget

<210> 27

<211> 29

<212> DNA

<213> Umeéla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 27
atggagwecag acacactcoct gytatgggt

<210> 28

<211>23

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 28
atgagtgtge tcactcaggt cct

<210> 29
<211> 26

primer CH12

26
primer 5° end

21

primer CL1

29
primer CL.2

29
primer CL3

23

-41-
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<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 29
atgaggrcee ctgctecagwt tyttgg

210> 30

<211>29

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 30

CZ 300737 B6

primer CL4

primer CL5

atggatttwe aggtgcagat twhcagett

<210>31

<211>29

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 31

primer CL5A

atggatttwc argtgcagat twtcagett

<210> 32

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 32
atgaggtkey ytgytsagyt yctgrg

<210> 33

<211>23

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:;

<400> 33

primer CL6

primer CL7

=47 .
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atgggcwtca agatggagtic aca

<210> 34

<211>29

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 34
atgtggggay ctktttycmm tttttcaat

<210> 35

<211>24

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 35
atggtrteow casctecagti cctt

<210> 36

211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 36
atgtatatat gtttgttgtc tattte

<210> 37

211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence;

<400> 37
atggaagccc cagctcaget tctett

<210> 38

211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

23
primer CL8

29
primer CL9

24

primer CL10

26
primer CL.11

26

-43 -
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<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 38
atgragtywc agacccaggt cttyrt

<210> 39

<211=>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 39
atggagacac attcteaggt ctttgt

<210> 40

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 40
atggattcac aggeccaggt tettat

<210> 41

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<22(>
<223> Popis umé&lé sekvence:

<400> 41
atgatgagtc ctgceccagtt cctgtt

<210> 42

<211> 29

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 42
atgaatttgc ctgttcatet cttggtget

<210>43
<211>29

primer CL12A

26
primer CL12B

26
primer CL13

26
primer CL14

26
primer CL15

29
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<212> DNA
<213> Umela sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 43

s SUV ST LY

primer CL16

atggatttte aattggtcct catetectt

<210>44

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 44
atgaggtgee tarctsagtit cctgrg

<210> 45

Q211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umé&lé sekvence:

<400> 45
atgaagtact ctgectcagtt tctagg

<210 46

<211>26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 46
atgaggcatt ctcttcaatt cttggg

<210> 47

<211>21

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 47

primer CLI7A

primer CL17B

primer CL17C

primer 5" end

-45-
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ggactgttcg aagecegecac ¢

<210> 48

<211>30

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 48
ggatacegtt ggtgcagcat cegtacattt

<210> 49

<211>37

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 49

primer CL12

primer R2155

gcagatggge ccttegttga ggctogmrgag acdgtga

<210> 50

<211> 24

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umé&lé sekvence:

<400> 50
getgacagac taacagactg ttce

<210> 51

<211>18

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence:

<400> 51
gctcteggag gtgetect

<210> 52

211>70

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

primer R1053

primer R720

-46é -
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<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid P7982

<400> 52

gaattcaggg tcaccatcac ttgtaaagec agtcagaacg taggtactaa cgtagectgg 60
tatcagcaaa 70

<210> 53

<211>7

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid P7983

<400 53
atagaggaaa gaggcactgt agatgaggge ttttgggget ttacetggtt tttgetgata 80
ccaggctacg t 71

<210> 54

211> 71

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid P79B4

<400> 54
tacagtgect ctttcetcta tagtggtgta ccatacaggt tcageggate cqghtagtggt 60
T4

b e e,
acLgacitia o

<210> 55

Q11> 71

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid P7985

<400> 55
gacagtaata agtggcgaaa tcttctgget ggaggetact gatcgtgagg gtgaaatcag 60
taccactacc g 71

210> 56

<211> 89

<212> DNA

<2 13> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid P7986

<400> 56

-47-
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atttegecac ttattactgt caacagtata acatctacce actcacatte ggtcagggta 60

ctaaagtaga aatcaaacgt acggaattc

<210> 57

<211=30

<212> DNA

<213> Uméld sekvence

<220>
<223> Popis uméié sekvence: oligonukleotid P7981

<400> 57
gaattcaggg tcaccatcac ttgtaaagec

<210> 58

<211>30

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis um¢lé sekvence: oligonukleotid P7980

<400> 58
gaattccgta cgtttgattt ctactttagt

<210> 59

<211>24

<212> DNA

<213> Umél4 sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid R1053

<400> 59
gctgacagac taacagactg ttec

<210 60

<211> 57

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleottd R5350

<400> 60
tctagatgoe acaccatetg ctaagtttyga tgcageatag atcaggaget taggage

<210> 61

211> 59

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

- 48 -
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<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid R5349

<400> 61
gcagatggtg tgccatctag attcagtgge agtggatcag gcacagactt taccctzac 59

<210> 62

211> 18

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotid R684

<400> 62
ttcaactget catcagat 18

<210> 63

211> 65

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<Q20>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7989

<400> 63

gaagcaccag gcttcttaac ctctgetect gactggacca getgecacctg agagtgeacg 60
aatte 65

<21{> 64

211>

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7990

<400> 64
ggttaagaag cctggtgctt ccgtcaaagt ttegtgtaag goctcagget acghtgttcac 60
agactatggt a 71

<210> 65

211> 71

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7991

<400>65
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ccaacccate catttcagge cttgtcecgg ggectgettg acecaattca taccatagte §0
tgtgaacacyg t 71

<210> 66

<211> 8]

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7995

<400> 66
ggectgaaat ggatgggttg gattaatact tacattggag agcoctattta tgttgacgac 60
ttecaagggea gattecacgtt c 81

<210> 67

211> 56

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7992

<400> 67
ccatgtatge agtgegtigt ggaggtgtct agagtgaacy tgaatetgec ctigaa 586

<210> 68

<211= 62

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7993

<400> 68
ccacaagcac tygcatacatg gagetgtcat ctctgagate cgaggacace geagtqtact 60

at 62

<210> 69

<211>78

<212> DNA

<213> Umaéla sekvence

<220>
<223> Popis umél¢ sekvence: primer P7994

<400> 69

gaattcggta ccetggocece agtagtecat ggeataagat ctgtatecte tagcacaata 60
gtacactgeg gtgtecte 18

<210> 70
<211> 30
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<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis uméle sekvence: primer P7988

<400> 70
gaattcgtge actctcaggt geagetggte 30

<210> 71

<211>30

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7987

<400> 711
gaattcggta ccclggecce agtagteozat 30

<210>72

<211> 65

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umele sekvence: primer P7999

<400> 72
gatccgecag gotgeacgag acegecteet gactegacca getgaacetce agagtgecacg 60
aattc

65

<210>73

211> 71

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P8000

<400> 73
tctegtgcag cctggoggat cgetgagatt gtectgtget geratctggtt acgtetteac 60
agactatgga a 71

<210> 74

211> 71

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P8001
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<400> 74
ccaacccatc catttcagge cctttceocegy ggectgetta acccaattcea ttoecatagte 60
tgtgaagacg t 7

210> 75

<211> 55

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7997

<400> 75
ggaggtatgc tgttgacttg gatgtgtcta gagagaacgt gaatctgeee tigaa 58

<210> 76

<211>62

<212> DNA

<213> Uméi4 sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7998

<400> 76
ccaagtcasc ageataccte cazatgaata gectgagage agaggacacc geagtgtact 60
at 62

<210 77

<211> 78

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7993

<400> 77
gaatteggta ccctggoccce agtagtecat ggcataagat ctgtatcctc tagcacaata 80
gtacactgeg gtgtcctc 78

<210> 78

<211> 30

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: primer P7996

<400> 78
gaattcgtge actctgaggt tcageiggte 30

<210> 79
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<211>74
<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: 5" primer

<400> 79

cgcgeggcaa ttgcagtgge cttggotggr ttegectaccy tagegoaage tgacattcaa 60
atgacccaga gece "4

<210> 80

<211>20

<212> DNA

<213> Uméld sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: 3" primer

<400> 80
ttcaactget catcagatgg 20

<210> 81

<211>78

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: 5" primer

<400> 81
gctatcgeaa ttgcagtgge gotagetggt ttegecaccg tggegeaage tgaggttcag 60
ctggtcgagt caggagygc 78

<210> 82

<211> 18

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: 3’ primer

<400> 82
geetgagttc cacgacac 18

<210> 83

<211> 23

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni kanonicka sekvence ramce skupiny 1
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<400> 83
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pr¢ Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20
<210> 84
<211>123
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 ramec L1

<400> 84

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys
20

<210> 85

<211> 15

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni kanonicka sekvence L2 rdmce skupiny 1

<400> 85
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 86

<211> 15

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 ramec L2

<400> 86

Irp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 87

<211> 32

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: huménni kanonicka sekvence L3 ramce skupiny |
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<400> 87

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser leu Gln Pro Glu Asp Phe Rla Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 88

<211>32

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 ramec L3

<400> 88
Gly val Pro Tyr Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15
Leu Thr Ile Ser Thr Val Gln Ser Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys
20 25 30

<210> 89
211> 11
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<222> Ponigy

mélé sekvence: huminni kanonicka sekvence L4 rdmce skupiny |

<400> 89
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 90

211> 11

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 ramec L4

<400> 90
Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
1 5 10

<210>91

<211>30

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: huménni kanonické4 sekvence H1 ramce skupiny 1
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<400> 91
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 30
5 <210>92
<211>30
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
0 <220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 ramec H1
<400>92
Gin Ile Gin Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Giy Glu
1 5 10 15
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Alz Ser Gly Tyr Val Phe Thr
20 25 3¢
15
<210>93
211> 14
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
20
<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni kanonicka sekvence H2 rdmce skupiny |
<400> 93
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
25 1 5 10
<210> 94
<211> 14
<212> PRT
30 <213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 ramec H2
35 <400>94
Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Ala Phe Lys Trp Met Gly
1 5 10
<210> 95
<211>32

10 <212> PRT
<213> Umeéla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni kanonické sekvence H3 ramce skupiny |
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<400> 95
Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu

1 5 10 15
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Rla Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30
<210>96
<211>32
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 ramec H3

<400> 96
Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Phe Leu Gln
1 5 10 15

Ile Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 97

<211> 11

<212> PRT

<213> Umeéla sekvence

<220>
<223> Popis uméié sekvence: humanni kanonicka sekvence H4 ramce skupiny i

<400> 97
Trp Gly Glan Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 98

<211=11

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: hTNF40 rdmec H4

<400> 98
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Sex Ser
1 5 10

<210>99
<211>324
<212> DNA
<213> my$

<220>
<221>CDS
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<222>(1)..(324)
<223> variabilni doména lehkého fetézce my3i hTNF40

<400> 99

gac att gtg atg acc cag tct caa aaa ttc atg tec aca tca gta gga 48
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15

gac agg gtc agc gtec ace tgc aag gec agt cag aat gtg ggt act zat 96
Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn

20 25 30

gta gcc tgg tat caa cag aaa cca gga caa tct cot aaa gea ctg att 144
val Alz Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile
35 40 45

tac tecg gea tec tte cta tat agt gga gte ceot tat cge tte aca ggc 192
Tyr Ser Rla Ser Fhe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Tyr Arqg Phe Thr Gly
50 55 60

agt gga tct ggg aca gat tte act cte ace ate age act gtg cag tet 240
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Thr Val Gln Ser
65 70 15 80

gaa gac ttg gca gag tat tte tgt cag caa tat aac ate tat cct ctec 288
Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys 6ln Gln Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu
85 80 o5

acg tte ggt get ggg ace aag ctg gag ctg aaa cgt 324
Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
100 105

<210> 100
<211> 354
<212> DNA
<213> my

<220>

<221>CDS

<222>(1)..(354)

<223> variabilni doména téZkého fetézce my$i hTNF40

<400> 100
cag atc cag ttg gtg cag tct gga cct gag ctg aag aag cct gga gag 48
Gin Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pre Gly Glu

1 5 10 i5

aca gtc aag atc tee tge aag got tct gga tat gtk tte aca gac tat 96
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Rla Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

gga atg aat tgg gtg aag cag gct cca gga aag get tte aag tgg atg 144
Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Ala Phe Lys Trp Met
35 40 45

ggc tgg ata aac acc tac att gga gag cca ata tat gtt gat gac ttec 192

Gly Trp Ile Asa Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Val Asp Asp Phe
50 55 60
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aag gga cga ttt gcec tte tct ttg gaa ace tet gece age
Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser

65 70

75

ttg cag ate aac aac ctc aaa aat gag gac acg get aca
Leu Gin Ile Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr

83

50

gca aga ggt tac cgg tcc tat got atg gac tac tgg ggt
Bla Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly

100 105

tea gtc acc gte tet tea
Ser Val Thr Val Ser Ser
115

<210= 101
211> 84
<212> DNA
<213> Uméla sekvence

220>

<221> CDS

222> (29).67)

<223> Popis umélé sekvence: oligonukleotidovy ad

<400> 101

aptor OmpA

tat tte
Tyr Phe
83

caa gga
Gla Gly
110

ttt
Phe
80

tgt
Cys

acc
Thr

tegagttcta gataacgagg cgtaaaaa atg aaa aag aca get atc gea att
Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile

1

gea gtg gec ttg got ctgacgtacg agtcagg
Ala Val Ala Leu Ala
10

<210> 102

211> 67

<212> DNA

<213> Umeéla sekvence

<220>
<221> CDS
<222> (2).. (40)

<220>
<221>CDS
<222> (43)..(66)

<220>
<223> Popis uméle sekvence: IGS kazeta-1

<400> 102

5

240

288

336

354

52

84

g agc tca cca gta aca aaa agt ttt aat aga gga gag tgt ta atg aag 48
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Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Xaa Xaa Lys
1 5 10 15

aag act get ata gca att g 67
Lys Thr Ala Ile Ala Ile
20

<210> 103

<211> 69

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<221> CDS
<222> (2)..(43)

<220>
<221>CDS
<222> (45)..(68)

<220>
<223> Popis umélé sekvence: IGS kazeta-2

<400> 103
g &gc tca cca gta aca aaa agt ttt aat aga ggg gag tgt taa a atg 47
Sar Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cy= Met
1 5 10 15

aag aag act gct ata gca att g 69
Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile
20

20

25

30

35

40

<210> 104

<211> 81

<212> DNA

<213> Umél4 sekvence

<220>
<221>CDS
<222> (2).(43)

<220>
<221> CDS
<222> (57).(80)

<220>

<223> Popis umélé sekvence: 1GS kazeta-3

<400> 104

g agc teca cca gta aca aaa agce ttt aat aga gga gag tgt tga
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn RArg Gly Glu Cys

1

5

10

ggaggasaaa aaa atg aag aaa act got ata gea att g
Mat Lys Lys Thr Ala Tle Als Ile

15

20

- 60 -
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<210> 105

<211> 81

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<221>CDS
<222>(2)..(43)

20>
<221>CDS
<2225 (57).. (80)

<220>
<223> Popis umélé sekvence: IGS kazeta-4

<400> 105

g age tca cca gta aca 2aa agt ttt aat aga gga gag tgt tga
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
1 3 10

cgaggattat =tz atg aag aaa act got ata gea att g
Met Lys Lys Thr Ala Ile Bla Ile
15 20

<210> 106
<211>30
<212> PRT

2125 1 Tm&lA calrvann
L1123 Umela sekve

£
HHC Y

<220>
<223> Popis umélé sekvence: huménni kanonicka sekvence H1 ramce skupiny 3
<400> 106
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Len Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu BArg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Pha Ser
20 25 30
<210> 107
<211> 13
<212> PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Popis umélé sekvence: humanni kanonické sekvence H2 ramce skupiny 3
<400> 107
Trp Val Arg Gln Rla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 16
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<210> 108

<211>32

<212> PRT

<213> Umeéla sekvence

<213> Uméla sekvence

<220>

-62-

<220>

<223> Popis umél€ sekvence: humanni kanonicka sekvence H3 ramce skupiny 3

<400> 108

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asa Thr Leu Tyr Leu Glpn

1 5 10 15
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 109

<211> 11

<212> PRT

<213> Umeéla sekvence

<220>

<223> Popis umél¢ sekvence: humanni kanonickd sekvence H4 ramce skupiny 3

<400> 109

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 110

<211> 648

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Roubovany t&Zky Fetézec pro Fab

<400> 110
gaggttcage tggtcgagte aggaggeggt chegtgeage ctggeggate actgagattg
tcctgtgetg catctggtta cgtettcaca gactatggaa tgaattgogt tagacaggee
ccgggaaagg gectggaatyg gatggyttgg attaatactt acattggaga goctatttat
gctgacageg tcaagggcag attcacgttc tctctagaca catccaagte aacagcatac
ctcczaatga atagectgag agcagaggac accegeagtgr actattgtge tagaggatac
agatcttatg ccatggacta ctygggecag ggtaccctag tcacagtote ctragettec
accaagggee catcggtett cccectggca coctecteca agagcaccte tgggggcaca
geggeeetgg getgectygt caaggactac ttecccgaac cggtgacggt gtogtggaac
teaggegeee tgaccagegyg cgtgeacace tteecggetg toctacagte cteaggacte
tactcectca gecagegtggt gaccgtgeec tccageaget tgggcaccca gacctacate
tgcaacgtga atcacaagec cagcaacace aaggtcgaca agaaagtt

<210> 111

<211>216

<212> PRT

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

648
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<223> Roubovany t&Zky fetézec pro Fab

<400> 111

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

Asn
35

Gly Met

Trp Ile

50

Gly

Lys Gly Arg

&5
Gln

Leu Met

Ala Arg Gly

Thr
115

Leu Val

Ala
130

Leu Pro

Cys Leu Val

1458
Ala

Ser Gly

Ser Ser Gly

Gly
195

Ser leu

<210> 112
<211> 642
<212> DNA

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Tyr

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Lys Val

5

val

Thr

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyxr

Gln

Asp

<213> Uméla sekvence

<220>

Ala
Arg Gin Ala
40

Ile
55

Tyr Gly

Phe Leu

70

Sar

Leu Arg Ala

Ser Tyr Ala

Ala Ser

120

Ser

Ser Thr

135

Lys

Tyr Phe Pro

150
val

Ser Gly

Ser Leu Ser

Ile
200

Thr Tyr

Lys Lys Val

215

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Met

105

Thr

Sar

Glu

His

Ser
185

Cys Asn

Gly Leu
10

Gly Tyr
Gly Lys
Ile

Pxo

Ser
75

Thr

Asp Thr

20

Asp Tyr

Lys Gly

Gly

val
153

Pro

Thr Phe

170

Val Val

Val

val

val

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tzp

Pro

140

Thr

Pro

Thr

Asn

<223> Roubovany lehky fetézec pro Fab a modifikovany Fab

<400> 112

.63 -

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Vel

Gly

Ser
125

Gly Thr Ala

Val

Val

HBis
205

Pro Gly Gly
15

Thr Asp Tyr
30

Glu Trp Met
Asp Ser Val
Thr aAla Tyr

80

Tyr Tyr Cys
35

Gln Gly Thr
110

Val Phe Pro
Ala Leu Gly
Sex Trp Asn

180

V&l Leu Gln
175

Pro Ser Ser
190

Lys Pro Ser




gacattcaaa
atcacttgta
ggtaaagcec
aggttcageyg
gaagatttcg
ggtagtaaag
tetgatgage
cccagagagyg
gagagtgtea
ctgagcaaag
ctgagctecac

<210> 113
<211> 214
<212> PRT

tgacccagag
aagccagtca
caaaagcect
gatccggtag
ccacttatta
tagaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
cagtaacaaa

<213> Umeél4 sekvence

<220>

CZ 300737 Bo

cccatcoage
gaacgtaggt
catctacagt
tggtactgat
ctgtcaacag
acgtacggta
tggaactgee
gtggaaggtg
cageaaggac
gaaacacaaa
aagctttaat

ctgagegeat
actaacgtag
gectotttec
ttcacceeteca
tatazacztet
geggecceat
tetgtigtgt
gataacgcce
agcacctaca
gtctacgect
agaggagagt

ctgtaggaga
cctggtatea
tctatagtgg
cgatcagtag
acccactecac
ctgtetteat
gectgetgaa
tccaategog
gccteageag
gcgaagtcac
gt

<223> Roubovany lehky fetézec pro Fab a modifikovany Fab

<400> 113

Bsp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

Asp Arg

val Ala

val

Trp

5

Thr Ile
20

Tyr Gln

35

Ser
50

Tyx

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Ser
Phe
Gly'

Val

Ser Fhe

Gly Thr

Thr
85

Ala

Gin Gly

100

Phe Ile

115

Ala
130

Thr

Lys val

145

Glu Ser

Ser

Gln

Val

val val

Trp Lys

Thr Glu

Thr Cys Lys

Gln Lys Pro
40

Leu Tyr

55
Asp Phe
70

Tyr Tyxr

Thr Lys

Phe Pro

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Ser
10

Ala
25

Ser
Gly val

Leu Thr

Ser Leu

Gln

Pro

Ile

Ser Ala

Asn Val

Pro Lys
45

Tyr Arg
60

Ser Ser

75

Gln
a0

Cln

Glu Ile

105

Ser Asp

120

Leu
135

Cys

Val
150

Asp

Gln Asp

Leu

Asn

Ser

Asn Asn

Leu

Ala

Lys Asp

- 64 -

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Asn Ile

Arg Thr

125

Tyz Pro
140

Gin Leu Lys

Ser Gly Asn

Thr.Tyr Ser

ccgggtcacs
gcaaazacca
tgtaccatac
cctecageca
attcagtcag
cttceegeea
taacttetat
taactczeag
cacectgacy
ccatcaggge

Ser
15

Gly
30

Ala

Phe

Leu
BO

Tyr
95

Val
110

Arg

Val Gly

Thr Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

Pro Leu

ARla nla

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

160

Leu Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
800
642
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165 170 178
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyt Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
155 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 114

<211> 687

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Roubovany téZky fetézec pro modifikovany Fab

<400> 114

gaggttcage tggtcgagtc aggaggeggt ctegtgcage ctggeggatc actgagatig 60
tecetgtgetg catctggtta cgtcttcaca gactatggaa tgaatigggt tagacaggoo 120
ccgggaaagg geoctggaatg gatgggttgg attaatactt acattggaga gectatttat 180
gctgacageg tcaagggeag attcacgtte tctetagaca catccaagtc aacageatac 240
ctccaaatga atagectgag agcagaggac accgcagtgt actattgtge tagaggatac 300
agatcttatg ccatggacta ctggggecag ggtaccctag tcacagtete cteagettec 380
accaagggcc catcggtctt cceccetggea cecteoctceca agageaccte tgggggeaca 420
gcggceetgyg getgectggt caaggactac tteecegaac cggtgacggt gtcgtggaac 480
tcaggegecee tgaccagegg cgtgeacace ttccocggetg toctacagte ctceaggacte 549
tactccetea geoagegtggt gaccgtgecc tecagcaget tgggeoaccea gacctazecate 600
tgcaacgtga atcacaagec cagcaacace aaggtcgaca agaaagttga goccaaatet 660
tgtgacaaaa cicacacatg cgccgeg 687
<210> 115

<211> 229

<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Roubovany tézky fetézec pro modifikovany Fab

<400> 115

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Ty:
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 70 5 80
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Leu Gln it Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 35

Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr val Pro Ser Ser
180 185 150

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
155 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Ala 2la
225

PATENTOVE NAROKY

1. Molekula protilitky specificka pro humanni TNFa, ktera obsahuje iehky fetézec a tézky
ret€zec, kde tento lehky fetézec obsahuje variabilni dsek lehkého fetdzce hTNF40-gLl
(SEKV.ID. C. 8) a t&zky Fetézec obsahuje variabilni Gsek tézkého fetdzce gh3hTNF40.4

(SEKV.ID.C. 11).

2. Molekula protilatky specificka pro humanni TNFa, ktera obsahuje lehky fetézec obsahujici
sekvenci uvedenou zde jako SEKV. ID. C. 113 a tézky fetézec obsahujici sekvenci uvedenou zde

jako SEKV.ID. C. 115.

3. Slouenina obsahujici molekulu protilatky specifické pro humanni TNFa, ktera obsahuje
lehky fetézec tvofeny sekvenci uvedenou zde jako SEKV. ID. C. 113 a t&zky fetézec tvofeny
sekvenci uvedenou zde jako SEKV. ID. C. 115, majici na jednom ze svych cysteinovych zbytkd
na C-konci té€zkého fetézce navazanou skupinu odvozenou z lysyl-maleinimidové skupiny, kde
kazda ze dvou aminovych skupin lysylovych zbytkd ma kovalentné navazany methoxypoly-
(ethylenglykoljovy zbytek o moiekulové hmotnosti asi 20 000 Da, kazdy v aminoskupiné lysylu,
pfitemz celkova molekulova hmotnost methoxypoly(ethylenglykol)ovych zbytkii je asi
40 000 Da.

4. Slougenina podle niroku 3, kde skupinou odvozenou od lysyl-maleinimidové skupiny je

[1-[[[2-[[3H2,5-dioxo-i—pyrrolidynyl}-1-oxopropylJamino]ethylJamino]karbonyl]-1,5~
pentandiyl]bis(iminokarbonyl).
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5. Slouéenina obsahujici molekulu protilatky podle naroku 2, majici vzorec:

CH30{CH,CH0),CONH

CHa0(CHaCHA0),CONH c@’"ﬂ :
0 9
kde n je ast 420.

6. Sekvence DNA kédujici t&2ky a/nebo lehky fetézec molekuly protilatky podie kteréhokoliv
z ndroki 1 az 3.

7. Klonovaci nebo expresni vektor obsahujici sekvenci DNA podle naroku 6.

8. Hostitelska buiika transformovana vektorem podle naroku 7.

9. Zpisob ptipravy molekuly protilitky podle kteréhokoliv z narokii 1 aZ3, vyznadujici
se tim, Ze obsahuje kroky, kdy se kultivuje hostitelskd buiika podle naroku 8 a izoluje se
molekula protilatky.

10. Terapeutickd nebo diagnostickd kompozice, vyznacémjici se tim, Ze obsahuje
molekulu protilatky podle naroku 1 nebo 2 nebo sloudeninu podle kteréhokoliv z narokid 3 az 5 se

spojeni s farmaceuticky pfijatelnou nosi¢ovou latkou.

11. Molekuta protilatky podle naroku | nebo podle naroku 2 nebo sloutenina podle naroku
3 a7 5 pro pouZiti v terapii.

12. PouZiti molekuly protildtky podie naroku 1 nebo podle naroku2 nebo slouCeniny podle
kteréhokoliv z ndroki 3 az 5 pro vyrobu 1éZiva pro lé&eni revmatoidni artritidy, osteoartritidy,
Crohnovy nemoci nebo psoriazy.

27 vykresi
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Obr. 1

C4L 3757 Bo

Srowén_i rémcov?ch useku lehkého fetézce protilatky hTNF40
a kanonickyeh sekvenci humanni skupiny 1

Kanon hum. skupiny 1
hTNF40

Kanon hum. skupiny 1
hTNF40

Kanon hum. skupiny 1
hTNF40

Kanon hum. skupiny 1
hTNF40

Obr. 3

Hl DYGMN

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEKV.ID. €. 83)
DIYMTQSOKFMSTSVGDRVEVTC (SEKV. ID. €. 84)

WYQORPGRAPKLLIY (SEKV. ID. C. 85)
WYQOKPGOSPRALIY (SEKV. ID. C. 86)

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC (SEKV.ID. €. 87)
GVPYRFTGSGSGTDFTLTISIVOSEDLAEYFC (SEKV. ID. & g8)

FGOGTRVEIKR (SEKV.ID. C. 89)
FGAGTKLELRR (SEKV. ID. &. 90)

Sekvence usekd CDR z hTNF40

(SEKV. ID. &. 1)

H2 WINTYIGEPIYVDDFKG (SEKV.ID.C.7)

H2'WINTYIGEPIYADSVKG

(SEKV. ID. C. 2)

H3 GYRSYAMDY (SEKV.ID.C.3)

L1 KASONVGTNVA (SEKV.ID.C.4)

L2 SASFLYS (SEKV.ID.C.5)

L3 QQYNIYPLT (SEKV.ID.C g)
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Obr. 2

M WV P WP LIV

Srovnani ramcovych sek{) té2kého fetdzoe protilitky hTNF40
a kanonickych sekvenci huménnich skupin 1 a 3

Kanon hum. skupiny 1
hTNF40

Kanon hum. skupiny 1
hTF40

Kanon hum, skupiny 1
hTNF40

Kanon hum. skupiny 1
hTNF40

Kanon hum. skupiny 3
hTNF40

i mala

Kanon hum. skupiny 3

hTNP40

Kanon hum. skupiny 3

hTHF40

Kanon hum. skupiny 3
hTNF40

© QVOLVOSGARVEKPGASVKVSCRASGYTRT (SEKV.ID. C. 91)
: QIQLVQSGPELRRPGEIVKISCRASGYVFT (SEKV. ID. ¢. 92)

: WVRQAPGOGLEWMG (SEKV. iD. C. 93)
: WVEQAPGRAFEWMG (SEKV. ID. C. 94)
: RVTITRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR (SEKV. ID. C. 95)

: RERFSLETSASTAFLOTNNLENEDTATYFCAR sy, 1D, G. 96)

. WGQGTLVIVSS (SEKV.ID. €. 97)
: WGQGTILTVSS (sEXV. ID. . 98)

: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS (SEKV.ID. €. 106)
¢ DIOLVOSGPELKEPGETVEISCRASGYURT (sERY 10, &, 52)

: WVRORPGKGLEWVS (SEKV. ID. &. 107)

: WEQAPGRAFEWME (sEKV. 1D. &, 94)

. RFTTSRONSRITLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR (SEKV. ID. €. 108)
; RFAFSLETSASTAFLOINNLKNEDTATYPCAR (SEKV. ID. €. 96)

+ WGQGTLVIVSS (SEKV. ID. €. 109)
: WGQGTILIVSS (SEKV. ID. ¢. 98)
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Obr. 4

hCMV-MIE

Obr. 5

Spel 7.
Notl 6.67

Miul 6.58

CL 30757 Bé

polyA + terminator

Smal 1.62

12 - EcoRI 1.73
BamHI 1.97

Sall 2.25
Kpnl 2.57
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Obr. 12
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Obr. 16
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Obr. 15

Sekvence oligonukleotidového adaptoru OmpA (SEKV. iD. C.101)

OmpA Leader
——— ,
10 20 30 40
* * * *
Xhol Xbal S.D.

T CGA GTT CTA GAT AAC GAG GCG TAA AAA ATG AAA AAG ACA
CAR GAT CTA TTG CTC CGC ATT ?7TT TAC TTT TTC TGT
M E K T

50 60 70 80
* * * *
MunI Styl Spll
GCT ATC GCA ATT GCA GIG GCC TTG GCT CTG ACG TAC GAG TCA
CGA TAG CGT TAA CGT CAC CGG AAC CGA GAC TGC ATG CTC AGT
3 I A I A V 3 L A

90

¥

EcoRI
GG
CCT TAA

- interni restrikéni mista uvedena tugng

- 5" Xhol kohgzivni konce liguji do mista Sall vektoru, blokuji ho
- 8.D. oznaduje OmpA Shine-Delgarnovu sekvenci
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Obr. 24 (pokrac.)
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