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Isradimo jgyvendinimas susijgs su antikanais, nukreiptais prie§ monocity chemotaksio baltymo-1 (MCP-1)

antigena, ir tokiy antikany panaudojimu. Ypatingai, remiantis kai kuriais jgyvendinimais, numatyti pilnai Zmogaus
monokloniniai antikanai, nukreipti prie§ MCP-1 antigeng. Pateiktos nukleotidy sekos, koduojangios, ir

aminordigéciy sekos, apimancios, imunoglobulino molekulés sunkiagja ir lengvaja grandines, ypatingai sekos,
atitinkan&ios artimoms sunkiosios ir lengvosios grandinés sekoms, apimangioms struktaring sritj irfarba



komplementaruma apibréziandias sritis (COR), ypatingai nuo FR1 iki FR4 arba CDR1 iki CDR3. Taip pat pateiktos
hibridomos ir kitos Igsteliy linijos, ekspresuojandios tokias imunoglobuliny molekules ir monokloninius antikiinus.



! LT 5416 B

ISradimo pagrindimas

ISradimo sritis

Apradyto iSradimo jgyvendinimas susijgs su antikinais, nukreiptais prie§ monocity
chemotaksio baltymo-1 (CMP-1) antigena, ir tokiy antikiiny panaudojimu. Ypatingai, pagal
idradimo jgyvendinima, yra numatyti pilnai Zmogaus monokloniniai antikiinai, nukreipti pries
MCP-1 antigena. Yra numatytos nukleotidy sekos, koduojan€ios ir aminoriigd¢iy sekos,
apimantios, imunoglobulino molekulés sunkiaja ir lengvaja grandines, ypatingai sekas
atitinkandias gretimoms sunkiosios ir lengvosios grandiniy sekoms, apimancioms struktiirines
sritis ir/arba komplementaruma apibréZianias sritis (CDR), konkre¢iai nuo FR1 iki FR4 arba
CDR1 iki CDR3. Iiradime surasti antikdinai naudojami ligy, susijusiy su MCP-1
perprodukcija, diagnozei ir gydymui. Taip pat numatytos hibridomos arba kitos lasteliy

linijos, ekspresuojanéios tokias imunoglobuliny molekules ir monokloninius antikfinus.

Technikos lygio apraymas

Manoma, kad angiogeniniy faktoriy gamybos didéjimas ir veZio lasteliy
angiogenezés inhibitoriy, kraujagysliy endotelio lasteliy ir kity stromos lasteliy tipy
produkcijos maZéjimas indukuoja auglio angiogenez¢. Stroma, apimanti tarpinj jungiamaji
audinj, bazalines ploksteles, kraujo Iasteles, fibroblasty lasteles, apsupa beveik visas tirpias
auglio lasteles. Saveikos tarp stromos ir vézio lasteliy vaidina kritinj vaidmenj augliy
neovaskuliarizacijoje. Be to, makrofagai, kurie yra taip pat stromos komponentai, yra
svarbiis auglio angiogenezéje. (M. Ono ir kt., Cancer Chemother. Pharmacol. (1999)
43(Suppl.): S69-S71).

Makrofagai pagrindinai yra vienbranduolinés fagocity sistemos  galutinal
diferencijuoty lasteliy tipas, ir taip pat yra vienos is pagrindiniy angiogenezés lasteliy-
efektoriy, gaminan¢iy tam tikra skaic¢iy augimo stimuliatoriy ir inhibitoriy. Zinoma, kad tam
tikras skai¢ius angiogeniniy citokiny yra gaunami i$ makrofagy, iskaitant monocity
chemotaksio baltyma-1 (MCP-1).

MCP-1 yra zinomas kaip chemotaktinis T limfocitams. bazofilams ir NK lastelems.
MCP-1 yra vienas i$ daugelio pajégiy makrofagus sutelkian¢iy molekuliy. Sutelkti i auglio
arba uzdegimo vietas, makrofagai gali generuoti tam tikrg skai¢iy angiogeniniy citokiny. tuo

bidu stimulivodami patologing angiogenezg. Tam tikras skaiius tyrimy parode sary$i tarp
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angiogenezés, makrofagy telkimo ir prognoziy pacientams su jvairiomis augliy rﬁéirIrTl-sr(é41 6B
Fantanini ir kt., Int. J. Cancer (1996) 67:615; N. Weidner ir kt., J. Nathl. Cancer Inst. (1992)
84:1875). Leek ir kt. papildomai pademonstravo, kad i§ pagrindy didéjantis makrofagy
skaiCius yra glaudziai susijes su vaskuliarizacija ir kriities véZio pacienty prognoze (Cancer
Res. (1996) 56:4625). R. Huang ir kt., (Cancer Res. (2002) 62:2806-2812) parodé, kad
Connexin 43 supresuoja glioblastomos lasteliy augima mazéjant MCP-1 reguliacijai, kaip
atrasta naudojant baltymy matricy technologija.

Goede ir kt. (Int. J. Cancer (1999) 82: 765-770) pirma pademonstravo, kad MCP-1
turi angiogeninj gebéjima, kuris buvo ekvivalentiskas VEGF gebéjimui, kai buvo tiriamas
triusiy ragenos modelis. Siame modelyje, MCP-1 indukuotas angiogeninis aktyvumas buvo
susijgs su dideliu makrofagy susitelkimu triugio ragenoje. Salcedo ir kt. pranesé, kad MCP-1
indukavo Zmogaus endotelio lasteliy chemotaksj nanomoliarinése koncentracijose. Sis
chemotaktinis atsakas buvo inhibuotas polikloniniu antikiinu prie§ Zzmogaus MCP-1 (R.
Salcedo ir kt., Blood (2000) 96(1):34-40).

MCP-1 yra dominuojantis chemokinas, ekspresuotas kiaugidziy véZio (Negus, R. P.
M. ir kt., J. Clin. Invest. (1995) 95: 2391-96; Sica, A. Ir kt, J. Immunology (2000)
164(2):733-8). MCP-1 taip pat yra aukstesnis keletu Zmogaus véZio atvejy, jskaitant §lapimo
puslés, kriities, plau¢iy vézj ir glioblastoma.

Be to, MCP-1 svarba uzdegimo procese buvo parodyta eiléje tyrimy. Pavyzdziui, H.J.
Anders ir kt. pademonstravo chemoking ir chemokino receptoriaus ekspresija glomeruneftito
imuninio komplekso iniciacijoje ir isiskaidyme. Segerer ir kt. (J. Am. Soc. Nephrol. (2000)
11:2231-2242) taip pat tyré MCP-1 ekspresija ir jo receptoriaus chemokino receptoriaus-2
ekspresija Zmogaus pusménulinio glomerulonefrito atveju. J.A. Belperio ir kt. parodé
chemokino MCP-1/CCR2 lemiama vaidmenj bronchiolitis obliterans sindromo patogenezéje
(J. Clin. Investig. (2001) 108:547-556). N.G. Frangiogiannis ir kt. apras¢ MCP-1 vaidmenj
uzdegiminiam atsakui { miokardo infarkta (Cardiovacular Res. (2002) 53: 31-47). Gerard ir
Rollins (Nature Immunol. (2001) 2:108-115) ir Reape ir Groot (Atherosclerosis (1999) 147:
213-225) diskutavo apie MCP-1 vaidmenj aterosklerozei ir kitoms ligoms. Taip pat, Schmidt
ir Stern (Arterioscler. Tromb. Vasc. Biol. (2001) 21:297-299) aprai¢ MCP-1 saveikas
restenozeéje.

Zmogaus MCP-1, 76 aminorug$¢iy CC chemokinas su N-galine piroglutamo rigstimi
pradZioje buvo isskirtas i$ keletos 3altiniy, jskaitant fitohemaglutinino stimuliuotus zmogaus
limfocitus (Yoshimura, T. ir kt., J. Immunol. (1989) 142:1956-62), Zmogaus gliomos lasteliy
linjg (Yoshimura, T. ir kt, J. Exp. Med. (1989) 169: 1449-59), ir Zmogaus
mielomonocitiniy lasteliy linija THP-1 (Matsushima, K., ir kt., (1989) J. Exp. Med. (1989)
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169: 1485-90). MCP-1 visy pirma buvo aprasytas kaip limfocity kilmes chemotaktinis
faktorius (LDCF). Kiti baltymo pavadinimai yra auglio lasteliy kilmés chemotaktinis
faktorius (TDCF), gliomos kilmés monocity chemotaktinis faktorius (TDCEF), gliomos
kilmés monocity chemotaktinis faktorius (GDCF), lygiyu raumeny lasteliy kilmés
chemotaktinis faktorius (SMC-CF), monocity chemotaktinis aktyvuojantis faktorius (MCAF)
ir CCL2. MCP-1 koduojantios cDNR klonavimas atskleidé 99 aminoriigi¢iy atvira skaitymo
rémelj, jskaitant 23 aminorugs¢iy signalinj peptida. MCP-1 peliy homologinis genas buvo
pavadintas JE (B.J. Rollins irkt., 1989).

WO 200189565, paskelbtas 2001 lapkrigio 29, atskleide polikloninius antikfinus pries
¥mogaus MCP-1 ir apra3o auglio augimo inhibicija pliky peliy modelyje, naudojant tokius
polikloninius antik@inus.

Apradyto iéradirﬁo igyvendinimas susijgs su pilnai Zmogaus monokloniniu antik@inu
prie§ Zmogaus MCP-1, kuris blokuoja MCP-1 indukuota HTP-1 lasteliy chemotaksi, lasteliy
linijos, i§vestos i§ pacienty su imia monocitine leukemija. Sios lastelés yra naudojamos kaip
normaliy #mogaus vienbranduoliniy lasteliy pakaitalai judéjimo jvertinimui cirkuliacijoje.
Vienbranduolinés lastelés infiltravimas, stimuliuotas MCP-1, vaidina patologinj vaidmeni
eiléje uzdegiminiy bukliy, iskaitant reumatoidinj artrita, glomerulonefrita, aterosklerozg,
transplanto atmetima, psoriazg, restenozg ir autoimunines ligas, tokias kaip i3séting skleroze.

Antikiinas, kuris blokuoja MCP-1 aktyvumg ir trukdo monocity infiltracijai, gali bati

naudojamas $iy ir kity uZdegiminiy ligy gydymui.

Trumpas iradimo i3déstvmas

Cia apra$yti idradimo igyvendinimai susij¢ su monokloniniais antikiinais, kurie kaip
buvo surasta, susirisa su MCP-1 ir veikia MCP-1 funkcija. Kiti jgyvendinimai susijg¢ su

7mogaus anti-MCP-1 antikiinais ir anti-MCP-1 antikiny gamyba su norimomis savybémis 18

gydymo perspektyvos, iskaitant stipry prisirisimo  trauka pric MCP-1, sugebejima

neutralizuoti MCP-1 in vitro, ir sugebéjima inhibuoti viso auglio neovaskuliarizacija,

Vienas idradimo jgyvendinimas yra pilnai zmogaus monokloninis antikinas, kuris

riasi su MCP-1 ir turi sunkiosios grandinés aminorligiciu seka, parinkta i3 grupes,
susidedandios i3 SEQ ID Nr.:2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66,

70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138, 142 ir 146.

toliau apima lengvosios grandinés aminorfigséiy seka,
4.8, 12,16, 20. 24, 28, 52. 36, 40, 44, 438,
116, 120, 124, 128, 132,

Isradimo jgvvendinime antikiinas,
parinkta i§ grupés, susidedandios i3 SEQ ID Nr.:
52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 108, 112,
136, 140, 144 ir 148.
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Taigi, ¢ia aprasyto isradimo igyvendinimas pateikia izoliuotus antiktinus, arba $iy
antikiiny fragmentus, kurie risasi su MCP-1. Kaip yra Zinoma, antikiinai sékmingai gali biti
pavyzdziui, monokloniniai, chimeriniai ir/arba Zmogaus antikiinai. Cia apradyto iSradimo
igyvendinimas taip pat pateikia Igsteles $iy antikiiny gamybai.

Kitas $io iradimo jgyvendinimas yra pilnai Zmogaus antikiinas, kuris risasi su MCP-
1, kuris apima sunkiosios grandinés aminorligi¢iy seka, turindia CDR, apimancias sekas,
parodytas 7 irl0 figiirose. PaZymima, kad CDR apibrézimai gali biti bati atlikti nesunkiai
tos srities specialisty. Apskritai, CDR pateiktos Siame isradime, yra apragytos &ia, kaip
apibrézta Kabat ir kt., in Sequences of Proteins of Imunological Interest 1-3 tomuose (Fifth
Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD 1991).

Dar kitas $io idradimo jgyvendinimas yra pilnai Zmogaus antikiinas, kuris risasi su
MCP-1 ir apima lengvosios grandinés aminorligi¢iy seka, turindia CDR, apimancias sekas
parodytas 8 ir 9 figiirose.

Tolimesnis $io isradimo igyvendinimas yra pilnai Zmogaus antikilinas, kuris risasi su
MCP-1, kuris apima sunkiosios grandinés aminoriigities seka, turindia CDR, apimancias
sekas, parodytas 7 irl0 figlirose ir lengvosios grandinés aminorligties seka, turin¢ia CDR,
apimantia sekas, parodytas 8 ir 9 figlirose.

Kitas $io i§radimo jgyvendinimas yra pilnai Zmogaus antikiinas, kuris ridasi su kitais
MCP-1 $eimos nariais, iskaitant, bet ne limituotai, su MCP-2, MCP-3 ir MCP-4. Tolimesnis
Sio i8radimo jgyvendinimas yra antikiinas, kuris kryZmiskai konkuruoja dél susijungimo su
MCP-1 su $io idradimo pilnai Zmogaus antikiinais.

Reikia suprasti, kad i3radimo jgyvendinimai néra apriboti kuria nors daline antikiino
forma, arba kilmés, arba gamybos biidu. PavyzdZiui, anti-MCP-1 antikiinas gali bati pilno
ilgio antikdinas (t.y. turintis sveika Zmogaus Fc sritj) arba antikiino fragmentas (t.y. Fab, Fab
arba F(ab'),). Be to, antikiinas gali biiti pagamintas i§ hibridomos, kuri sekretuoja antikiina,
arba i3 rekombinantiskai gautos lasteles, kuri gali bati transformuota arba transfekuota genu
arba genais, koduojanéiais antikiina.

Kiti 3io isradimo igyvendinimai apima izoliuotas nukleino rigsties molekules,
koduojangias bet kuri ¢ia aprasytg antikiing, vektorius, turinéius izoliuotas nukleino ragsties
molekules, koduojancias bet kurp i$ tokiy anti-MCP-1 antikiinu. lastelg-seimininke.
transformuotg  kokia nors i3 Siy nukleino rdgdties molekuliy. Be to. 3io isradimo
igyvvendinimas yra anti-MCP-1 antikiino gavimo badas, auginant lasteles-3eimininkes
salygomis, kuriose nukleino ragsties molekulé yra isreiksta produkuoti antikina, i3plaukiant]

13 antikiino atstatymo.
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Tolimesnis $io isradimo jgyvendinimas apima auksto giminingumo arglgilfpﬁ8e§
MCP-1 gavimo metoda, imunizuojant Zinduolj su Zmogaus MCP-1 arba jo fragmentu ir
viena arba daugiau ortologiniy seky arba jy fragmenty.

Cia aprasyto isradimo jgyvendinimas paremtas izoliuoty antikliny, kurie specifiskai
risasi su MCP-1, generavimu ir identifikavimu. MCP-1 ekspresuojamas aukStesniame lygyje
esant neoplastinéms ligoms, tokioms kaip augliai, arba kitos uzdegiminés ligos. MCP-1
biologinio aktyvumo inhibavimas galigali sutrukdyti tolimesne vienbranduoliniy lasteliy
infiltracija { audinius.

Kitas &io idradimo jgyvendinimas apima ligy diagnozavimo metoda arba salygas,
kurioms esant antikiinai paruo3iami pagal iSradimo apraSyma panaudojimui MCP-1 lygio
nustatymui pacienty pavyzdziuose. Siame jgyvendinime pacienty pavyzdZiai yra kraujas arba
kraujo serumas. Tolimesniame igyvendinime, yra rizikos faktoriy identifikavimo metodai,
ligy diagnozé ir ligy stadijos nustatymas, kurie apima MCP-1 superekspresija, naudojant
anti-MCP-1 antikinus.

Kitame jgyvendinime iSradimas apima diagnozavimo metoda, salygy, susijusiy su
MCP-1 ekspresija lasteléje, apimanciy lastelés kontaktavima su anti-MCP-1 antikiinu, ir
MCP-1 buvimo nustatymu. Geresnés salygos apima , bet ne limituoja, neoplastines ligas,
apimandias be apribojimy auglius, véZj, tokj kaip kriities, kiausidziy, skrandZio,
endometriumo, seiliy liauky, plauéiy, inksty, gaubtinés Zarnos, tiesiosios Zarnos, skydliaukes,
kepeny, prostatos ir §lapimo plislés véZj, o taip pat ir kitas uzdegimines salygas, iskaitant, bet
nelimituojant, reumatoidinj artrita, glomerulonefrita, aterosklerozg, psoriazg, organy
transplantus, restenozg ir autoimunines ligas.

Kitame jgyvendinime, iSradimas apima reagenty rinkini nustatymui MCP-1 ir MCP-1
Seimos nariy zinduoliy audiniy kultlrose arba lastelése, atrinkimui neoplastiniy ligy arba
uzdegiminiy salygy, apimanéiy antiktna, kuris rigasi su MCP-1 ir biidus antikiino reakcijos
su antigenu parodymui, jeigu yra. Geriau antikinas yra monokloninis antik@inas. Viename
igyvendinime, antikinas, kuris riSasi su MCP-1, yra Zymétas. Kitame jgyvendinime
antikiinas yra nezymétas pirmasis antiklinas ir bidas reakcijos pazyméjimui apima zymeta
antraji antikina. kuris yra imunoglobulinas. Geriau antiklinas yra zymetas zymeniu, parinktu
i3 grupes, susidedancios i3 fluorochromo, fermento. radioizotopo ir nepralaidzios spindulinei
energijai medziagos.

Kitas isradimo jgyvendinimas apima farmacines kompozicijas., apimancias efektyvu
kiekj $io isradimo antikiino midinyje su farmaciskai priimtinu nesikliu arba tirpikliu. Dar
kituose jgvvendinimuose anti-MCP-1 antik@nas arba jo fragmentas yra konjuguotas su

terapiniu agentu. Terapinis agentas gali biti toksinas arba radioizotopas. Geriau, tokie
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antikiinai gali biiti naudojami gydymui ligy, tokiy kaip, pavyzdziui, augliy, apiman¢iy be
apribojimo, véZj, toki kaip kriities, kiau$idZiy, skrandzio, endometriumo, seiliy liauky,
plauciy, inksty, gaubtinés Zarnos, tiesiosios Zarnos, skydliaukés, kepeny, prostatos ir $lapimo
puslés véZj, o taip pat ir kitas uZdegiminius procesus, jskaitant taip pat be apribojimy,
reumatoidinj artrita, glomerulonefrita, aterosklerozg, psoriaze, organy transplantus, restenoze
ir autoimunines ligas.

Dar vienas idradimo jgyvendinimas pateikia ligy gydymo bida arba salygas,
susijusias su MCP-1 ekspresija pacientuose, apimantj anti-MPC-1 antikiino efektyvaus
kiekio paskyrima pacientams. Bldas gali bati atliktas in vivo. Pacientas yra Zinduolis
pacientas, geriau Zzmogus pacientas. Rekomenduojamame jgyvendinime bidas susijes su
gydymu augliy, jskaitant be apribojimy, vézj, toki kaip kriities, kiaudidziy, skrandZio,
endometriumo, seiliy liauky, plaudiy, inksty, gaubtinés Zarnos, tiesiosios Zarnos, skydliaukés,
kepeny, prostatos ir §lapimo pislés vezj. Kitame jgyvendinime, biidas susijes su gydymu
uzdegiminiy bikliy, jskaitant be apribojimy, reumatoidini artrita, glomerulonefrita,
aterosklerozg, psoriazg, organu transplantus, restenoze ir autoimunines ligas. Papildomi
igyvendinimai apima gydymo budus ligy ir bikliy, susijusiy su MCP-1 ekspresija, kurie gali
apimti identifikavimg Zinduolio poreikio MCP-1 superekspresijos gydymui ir paskyrima
Zinduoliui terapiskai aktyvios anti-MCP-1 antikiino dozés.

Kitame jgyvendinime, i§radimas numato gamybos biida, apimantj talpa, susidedantia
i§ kompozicijos, turin¢ios anti-MCP-1 antikiing ir jterptg arba Zyméta paketa, reiskianéius,
kad kompozicija gali biti naudojama neoplastiniy ir uzdegiminiy ligy, charakterizuojamy
MCP-1 superekspresija, gydymui. Geriau zinduolis, ir dar geriau Zmogus priims anti-MCP-1
antikling. Rekomenduojamame jgyvendinime, yra gydyti augliai, jskaitant be apribojimy
veZj, tokj kaip kriities, kiaudidziy, skrandZio, endometriumo, seiliy liauky, plauéiy, inksty,
gaubtinés Zarnos, tiesiosios zarnos, skydliaukés, kepeny, prostatos ir Slapimo puslés véZj, o
taip pat ir kitus uZdegiminius procesus, iskaitant taip pat be apribojimy, reumatoidinj artrita,
glomerulonefrita, ateroskleroze, psoriaz¢, organy transplantus, restenozg¢ ir autoimunines
ligas, tokias kaip i3sétiné sklerozé.

Kai kuriuose jgyvendinimuose, anti-MCP-1 antikinas yra jvedamas pasekoje
klirinimo agento pa3alinimo cirkuliuojanéio antikiino i$ kraujo.

Kai kuriuose jgyvendinimuose, anti-MCP-1 antikinai gali blti modifikuoti, kad baty
sustiprintas komplemento fiksavimo sugebéjimas ir dalyvavimas nuo komplemento
priklausan¢iame citotoksiskume (CDC). [gyvendinime anti-MCP-1 antikiinas gali biiti
modifikuotas taip, kad pakeiCiant aminoriigitis buty pakeistas antikiino Kklirensas.

Pavyzdziui, kai kurie aminorGgs¢iy pakeitimai gali paspartinti antikiino klirensg 1§ kino.
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Antraip, aminoriigi¢iy pakeitimai gali létinti antikino klirensg i3 kiino. Kituose
igyvendinimuose, anti-MCP-1 antikiinas gali biiti pakeistas taip, kad jis pasalinamas i3 kiino
maziau sparciai.

Dar kitas jgyvendinimas yra anti-MCP-1 antikino naudojimas gamybai
medikamento, skirto ligy, tokiy kaip neoplastinés ligos ir uzdegiminiai biiviai, gydymui.
Igyvendinime neoplastinés ligos apima auglius ir véZj, toki kaip krities, kiausidziy,
skrandZio, endometriumo, seiliy liauky, plaudiy, inksty, gaubtinés Zarnos, tiesiosios Zarnos,
skydliaukés, kepeny, prostatos ir $lapimo piislés véZi. Alternatyviame igyvendinime,
uzdegiminiai procesai apima, bet taip pat be apribojimy, reumatoidinj artrita, glomuronefita,

ateroskleroze, psoriazg, organy transplantuos, restenozg ir autoimunines ligas.

Trumpas figiiry apraSymas

1 figira rodo THP-1 monocity migracijos tyrimo | atsaka prie§ MCP-1, MCP-2,
MCP-3 ir MCP-4 rezultatus.

2 figiira rodo THP-1 lasteliy migracijos slopinimg 3.11.2 antikunu nuo dozés
priklausomu biidu, atsakant { MCP-2.

3 figira rodo THP-1 lasteliy migracijos slopinimg 3.11.2 antikiinu nuo dozés
priklausomu bidu, atsakant { MCP-3.

4 figiira rodo anti-MCP-1 1.7.3 antikiino poveiki i kasos auglio Panc-1 didéjima.

5 figira rodo kalcio srauto, chemotaksio ir giminingumo duomeny trimacio
i3sisklaidymo diagrama MCP-1 antikiinams.

6 figira rodo kalcio srauto, chemotaksio ir giminingumo duomeny trimacio
i§sisklaidymo diagramos MCP-1 antikiinams kita orientacija.

7A figiira rodo anti-MCP-1 seky palyginima Clustar W programa, naudojant VHI1-
24, pazymint CDR, CDR2 ir CDR3 sritis, ir susijusig dendrograma (7B figlra).

8A figiira rodo anti-MCP-1 seky palyginima Clustar W programa, naudojant VK-B3,
pazymint CDR, CDR2 ir CDR3 sritis, ir susijusig dendrograma (8B figtra).

9A figiira rodo anti-MCP-1 seky palyginimg Clustar W programa, naudojant VK-08,
pazymint CDR, CDR2 ir CDR3 sritis, ir susijusig dendrograma (9B figira).

10A figiira rodo anti-MCP-1 seky palyginima Clustar W programa, naudojant VH6-
1, pazymint CDR, CDR2 ir CDR3 sritis, ir susijusia dendrograma (10B figtra).
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Detalus pageidautino jgyvendinimo apradymas

Aprasyti iSradimo jgyvendinimai susij¢ su monokloniniais antikiinais, kurie rigasi su
MCP-1. Kai kuriuose jgyvendinimuose, antikiinai risasi su MCP-1 ir paveikia MCP-1
funkcija. Kiti jgyvendinimai pateikia pilnai Zmogaus anti-MCP-1 antikiinus ir anti-MCP-1
preparatus su norimomis savybémis, Zvelgiant | gydymo perspektyva, jskaitant stipry MCP-1
prisiriSimo gimininguma, sugebé¢jima neutralizuoti MCP-1 in vitro ir sugebéjima inhibuoti
vientiso auglio augimg ir neovaskuliarizacija in vivo.

Atitinkamai, iSradimo jgyvendinimai pateikia izoliuotus antikiinus, arba tokiy
antikiiny fragmentus, kurie riSasi su MCP-1. Kaip Zinoma, antik@inai gali biiti palankds, t.y.
monokloniniai, chimeriniai ir/arba Zmogaus antikinai. I§radimo igyvendinimai taip pat
pateikia lgsteles $iy antikiiny gavimui.

Kai kuriuose jgyvendinimuose, ¢ia apraSyti antikiinai turi gydomaji naudingima.
Anti-MCP-1  antikiinas gali potencialiai blokuoti arba riboti apimtj auglio
neovaskuliarizacijos ir auglio augimo. Daugelis vézio I&steliy, jskaitant lasteles i$
glioblastomy ir inksty véZio, ekspresuoja MCP-1 ir CCR2 receptorius. Bendra ligando ir
receptoriaus ekspresija toje pagioje auglio lasteléje rodo, kad MCP-1 gali reguliuoti
autokrining augimo kilpa véZio lastelése, kurios ekspresuoja abu komponentus. Huang ir kt.
(Cancer Res. (2002) 62:2806-2812) neseniai paskelbé, kad MCP-1 gali tiesiogiai jtakoti
auglio lasteliy, kurios ekspresuoja MCP-1 receptoriy CCR2, augima ir iSgyvenima. Taigi,
dar prie jo efekto | angiogeneze, MCP-1 gali taip pat tiesiogiai reguliuoti auglio lasteliy
augima, migracija ir invazija.

Be to, iradimo jgyvendinimai pateikia naudojimui $iuos antikiinus ligy
diagnozavimo ir gydymo naudojimui. Pavyzdziui, i§radimo jgyvendinimai pateikia bidus ir
antikiinus MCP-1 ekspresijos inhibavimui, susijusius su augliais ir uzdegiminémis biklémis.
Geriau, antikiinai yra naudojami gydymui véZio, tokio kaip kriities, kiaudidZiy, skrandzio,
endometriumo, seiliy liauky, plau¢iy, inksty, gaubtinés Zarnos, tiesiosios zarnos, skydliaukés,
kepeny, prostatos ir $lapimo pislés vézio, o taip pat ir kity uzdegiminiy procesy, jskaitant
taip pat be apribojimu, reumatoidinj artrita, glomerulonefrita, ateroskleroze, psoriaze, organy
transplantus, restenoze ir autoimunines ligas. Kartu su tokiu gydymu gamybos priemonés,
apimancios idradime apradytus antikiinus, pateikiamos. Be to, bandymo rinkinys, apimantis
antiklinus, aprasytus iSradime yra pateikiamas augliy arba uzdegiminiy bakliy tikrinimui.

Be to, ¢ia apraSytos nukleino riigtys, ir jy fragmentai, ir variantai, gali biti
naudojami, kaip neribojantys pavyzdziai, (a) valdymui biosintezés atitinkamy uzkoduoty
baltymu, polipeptidy. fragmenty ir varianty, kaip rekombinantiniy arba heterologiniy geny

produkty, (b) kaip pavyzdziai nustatymui ir kvantifikavimui ¢ia apradyty nukleino rugs¢iy,
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(c) kaip seky matricos antiprasmiy molekuliy gavimui, ir panaSiai. Toks panaudojimas
pilniau apra§ytas sekan¢iame atskleidime.

Dar, &ia apraSyti baltymai ir polipeptidai, jy fragmentai ir variantai gali biiti
naudojami biiduose, kurie apima (a) atstovavimg imunogeno, skatinan¢io anti-MCP-1
antikiino gamyba, (b) sugavima antigeno imunologiniame bandinyje taip, kaip antikinas, (c)
kaip taikinys atrinkimui medZiagos, kuri jungiasi su MCP-1 polipeptidu, apradytu ¢ia, (d)
kaip taikinys MCP-1 specifiniams antikiinams, taip kad elgesio su antikiinu poveikyje
molekulinés ir/arba lastelés funkcijos kinta pagal taikinj.

Stipraus efekto | lasteliy augimo moduliavima pozitriu, MCP-1 polipeptido
ekspresijos arba aktyvumo sumaZéjimas gali biiti naudojamas lasteliy iSgyvenimo
skatinimui. Prie$ingai, MCP-1 polipeptido ekspresijos sumaZ¢jimas gali biti naudojamas
lasteliy mirties paskatinimui.

Smulkiau jgyvendinimai, ypatybés ir kita, kas lie¢ia 3io iSradimo antikiinus yra
pateikiama papildomose detalése Zemiau.

Sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintamy sri¢iy nukleotidy ir aminorig&¢iy sekos
tipinio Zmogaus anti-MCP-1 antikiino pateiktos seky saraSe, kurio turinys susumuotas 1

lenteléje Zemiau.

1 lentelé
mAb ID Seka SEQID
Nr. Nr.
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 1
1.1.1 Aminoriigéiy seka, koduojanti sunkiosios grandinés Kintama srit| 2
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 3
Aminoriigiéiy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sriti 4
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 5
1.10.1 Aminoriigé¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 6
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 7
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 8
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 9
1.12.1 Aminorigaéiy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 10
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 11
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 12
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 13
1.13.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama srit} 14
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 15
Aminoriigéiu seka, koduojanti lengvosios grandines kintama sritj 16
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 17
1.18.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 18
Nukleotidy seka. koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 19
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 20
Nukleotidy seka. koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 21
1.2.1 Aminoriigiéiy seka, koduojanti sunkiosios grandines kintama srit} 22

Nukleotidy seka. koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 23
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Aminoriigd¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 24
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 25
1.3.1 Aminortgs¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 26
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 27
Aminorigd¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 28
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 29
1.5.1 Aminoriig§¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 30
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 31
Aminoriigd¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 32
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 33
1.6.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 34
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 35
Aminoriig5Ciy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama srit{ 36
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 37
1.7.1 Aminoriig§¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 38
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 39
Aminoriig§¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 40
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 41
1.8.1 Aminoriig§¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 42
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 43
Aminoriig8¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 44
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 45
1.9.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintamg sritj 46
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 47
AminoriigSCiy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama srit] 48
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 49
2.3.1 AminoriigS¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 50
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 51
Aminoriig§¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 52
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 53
2.4.1 Aminoriig§¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 54
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 55
Aminoriig§¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 56
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 57
3.10.1 Aminoriigd¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 58
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 59
Aminoriig§Ciy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 60
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 61
3.11.1 Aminoriigd¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 62
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 63
Aminoriig§Ciy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 64
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 65
3.15.1 Aminoriigd¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 66
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintamg sritj 67
Aminoriigd¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama srit] 68
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintamg sritj 69
3.16.1 Aminoriigd¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 70
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 71
Aminoriigd¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 72
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 73
32 Aminoriigd¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 74
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 75
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 76
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintamgq sritj 77
Aminoriigd¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés Kintamaq sritj 78
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3.4.1 Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 79
Aminortig§¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 80
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama srit| 81
3.5.1 Aminortig§ciy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 82
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 83
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama srit} 84
3.6.1 Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 85
Aminoriigdiy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 86
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 87
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 88
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 89
3.7.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 90
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 91
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 92
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 93
39 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 94
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 95
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 96
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 97
4.4 Aminoriigiéiy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 98
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 99
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 100
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 101
45.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 102
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 103
Aminoriig&iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 104
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintamg sritj 105
4.6.1 Aminoriigitiy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sriti 106
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintamg sritj 107
Aminoriigi&iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama srit] 108
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 109
47.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama srit{ 110
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 111
Aminortgiéiy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 112
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama srit} 113
5.3.1 Aminoragiéiy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 114
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 115
Aminoriigidiy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 116
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 117
3.1 Aminoriig§&iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 118
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 119
Aminoriigiéiy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 120
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 121
1.11.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama srit| 122
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandines Kintama sritj 123
Aminoriigi¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama srit] 124
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 125
1.14.1 Aminoriigi¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 126
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés Kintama srit} 127
Aminoriigiciy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 128
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 129
1.4.1 Aminoriigiciy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama srit] 130
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintamg srit} 131
Aminoriigédiy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama srit] 132
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintamg srit] 133
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Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 133
3.14.1 Aminoriig8¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama srit{ 134
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 135
AminoriigS¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sriti 136
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 137
3.8 Aminorig3¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 138
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 139
AminoriigS¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 140
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 141
4.8.1 | Aminor{ig8¢iy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 142
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 143
Aminoriigd¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 144
Nukleotidy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 145
5.1 Aminoriigdciy seka, koduojanti sunkiosios grandinés kintama sritj 146
Nukleotidy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 147
Aminortg¢iy seka, koduojanti lengvosios grandinés kintama sritj 148

ApibréZimai

Jeigu kitaip neapibiidinta, moksliniai ir techniniai terminai, naudojami sary3yje su &ia
apraSytu idradimu, turi tokias reikSmes, kokios jprastai suprantamos kaip tokios, kaip jprasta
toje srityje. Be to, jeigu kitaip nereikalaujama pagal konteksta, vienaskaitos terminai turéty
apimti daugiskaitas ir daugiskaitos terminai turéty apimti vienaskaita. I§ esmés, terminologija |
ir metodai naudojami lasteliy ir audiniy kultiiry, molekulinés biologijos ir baltymy ir oligo-
arba polinukleotidy chemijos ir hibridizacijos apraS§yti &ia yra gerai Zinomi ir daZnai
naudojami eksperimentuose. Standartinés technikos naudojamos rekombinantinei DNR,
oligonukleotidy sintezei ir audiniy kultiroms ir transformacijai (pvz.. elektroporacija,
lipofekcija). Fermentinés reakcijos ir gryninimo metodai yra atliekami pagal gamintojy
instrukcijas arba kaip bendrai eksperimentuose, arba kaip apra$yta &a. Auk$&iau pateiktos
metodikos ir procedliros daZniausiai atlieckamos iprastiniais metodais, gerai Zinomais toje
srityje ir kaip apraSyta daugelyje pagrindiniy ir labiau specifiniy prane$imy, kurie yra
cituojami ir aptariami %ioje paraiskoje. Zitr. pvz. Sambrook ir kt., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. 1989). Analizinés chemijos, organinés chemijos sintezés, medicininés ir farmacinés
chemijos naudojamos terminologijos bei laboratorinés procediiros ir metodikos apraSytos &ia
yra gerai zinomos irdaZznai naudojamos praktikoje. Cheminei sintezei, cheminei analizei,
farmaciniams preparatams, kompozicijoms ir tiekimui, ir pacienty gydymui naudojamos
standartinés metodikos.

Jeigu naudojama sutinkamai su jgyvendinimais, pateiktais ¢ia, sekantys terminai, jeigu
nenurodyta kitaip, turéty biti suprantami, kaip turintys sekancias reik§mes:

Terminas ,,1zoliuotas polinukleotidas® jeigu naudojamas ¢ia, turéty reiksti, turéty reiksti

polinukleotidg genominés, cDNR, arba sintetinés kilmés, arba tam tikra jy derinj, kuris déka
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jo kilmés ,,izoliuotas polinukleotidas® (1) néra susijgs su visais arba dalimi polinukleotidy,
kuriuose ,,izoliuotas polinukleotidas® yra rastas gamtoje, (2) yra funkciSkai susijgs su
polinukleotidu, kuris nesusijes su gamtoje, arba (3) arba neturi pasitaikyti gamtoje kaip dalis
didesnés sekos.

Termias ,,izoliuotas baltymas® minimas &ia reikia ¢cDNR, rekombinantinés RNR
baltyma, arba sintetinés kilmés, arba jy derinj, kuris déka jo kilmés, arba gavimo 3altinio,
izoliuotas baltymas® (1) yra nesusijes su baltymais, randamais gamtoje, (2) yra neturi Kity
to paties $altinio baltymy, t.y. neturi peliy baltymy, (3) yra ekspresuojamas skirtingy rsiy
lgstelése, arba (4) nepasitaiko gamtoje.

Terminas ,,polipeptidas® naudojamas &ia kaip bendras terminas, nurodyti gamtinj
baltyma, fragmenta, arba polipeptidinés sekos analoga. Vadinasi, gamtinis baltymas,
fragmentas ir analogas yra polipeptido genties rasys. Pageidautini polipeptidai, sutinkamai su
iSradimu, apima Zmogaus imunoglobulino molekulés sunkiaja granding ir Zmogaus
imunoglobulino molekulés kappa lengvaja granding, kaip ir susiformavg antikiino molekules,
apimanéios imunoglobulino molekulés sunkiaja granding su imunoglobulino molekulés
lengvaja grandine, tokia kaip imunoglobulino molekulés kappa lengvoji granding, ir
atvirk3¢iai, taip pat kaip ir jy fragmentus ir analogus.

Terminas ,,natiraliai pasitaikantis* taip naudojamas €ia, kaip pritaikytas objektui,
remiantis tuo faktu, kad objektas gali buiti randamas gamtoje. Pavyzdziui, polipeptidy arba
polinukleotidy sekos, esantios organizme (jskaitant virusus), kurie gali buti isskirti 18
gamtinio Zaltinio ir kurie gali biiti apgalvotai modifikuoti laboratoriniu biidu arba kitaip, yra
natiraliai pasitaikantys.

Terminas ,funkciskai susijes” taip naudojamas ¢ia nurodo komponenty padétis taip
apraytas, kad jy sarysis leidZia jiems funkcionuoti ju numatytu badu. Kontroliné seka
,funkciskai susijusi” su koduojandia seka liguojama tokiu blidu, kad koduojamos sekos
ekspresija pasiekiama suderintai su kontrolinémis sekomis.

Terminas ,kontroliné seka” taip naudojamas ¢ia nurodo polipeptidy sekas, kurios yra
reikalingos paveikti ekspresija ir brendima koduojaniy seky, su kuriomis jos yra suliguotos.
Tokiy kontroliniy seky esmé skiriasi priklausomai nuo $eimininko organizmo; prokariotuose
tokios kontrolinés sekos daZniausiai apima promotoriy ir transkripcijos terminacijos seka.
Terminas ,kontrolinés sekos* yra skirtas apimti, maziausiai, visus komponentus, kuriy
buvimas yra biitinas ekspresijai ir brendimui ir taip pat gali apimti papildomus komponentus,
kuriy buvimas naudingas, pavyzdZziui, vedan¢ioms sekoms ir susiliejan¢ioms partneriy

sekoms.
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Terminas ,,polinukleotidas“, kaip nurodoma &ia, reiskia maziausiai 10 baziy ilgio

14

nukleotido polimeriné forma, arba ribonukleotido, arba dezoksinukleotido, arba
modifikuotos formos bet kurio tipo nukletido. Terminas apima viengrande ir dvigrande DNR
formas.

Terminas ,,oligonukleotidas®, kaip nurodoma Cia, apima natfraliai pasitaikanéius ir
modifikuotus nukleotidus, prijungtus kartu prie natiiraliai pasitaikanéiy, ir ne natiiraliai
pasitaikan¢iy oligonukleotidy jungtis. Oligonukleotidai yra polinukleotidy poaibis
daZniausiai apimantis 200 baziy ilgj arba maZesnj. Geriau oligonukleotidai yra nuol0 iki 60
baziy ilgio ir geriausiai 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 arba 20-40 baziy ilgio. Oligonukleotidai
daZnai yra viengrandZiai, ty. zondams; nors oligonukleotidai gali biti dvigrandzZiai, t.y.
naudojami geny mutanty konstravimui. Iiradimo nukleotidai taip pat gali biti prasminiai ir
antiprasmiai.

Terminas ,,natiraliai pasitaikantys oligonukleotidai, kaip nurodoma &ia, apima
dezoksiribonukleotidus ir ribonukleotidus. Terminas »modifikuoti nukleotidai“, kaip
nurodoma ¢ia, apima nukleotidus su modifikuotomis arba pakeistomis cukraus grupémis ir
panasius. Terminas ,,0ligonukleotidy sujungimas®, nurodytas &ia, apima nukleotidy jungtis,
tokias kaip fosforo tioatas, fosforo ditioatas, fosforo selenoatas, fosforo diselenoatas, fosforo
anilotioatas, fosforo aniladatas, fosforo amidatas, ir panasias. Ziir. pvz LaPlance ir kt., Nucl.
Acids Res. 14:9081 (1986); Stec ir kt., J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984); Stein ir kt.,
Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988); Zon ir kt., Anti-Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon ir
kt., Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed.,
Oxford University Press, Oxford England (1991)); Stec ir kt., U.S. Patent No. 5,151,510;
Uhlmann and Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990). Oligonukleotidas gali turéti, jeigu
reikalinga, Zyme detekcijai.

Terminas ,,selektyviai hibridizuotis®, kaip nurodoma ¢&ia, reikia aptinkamai ir
specifiskai suristi. Polinukleotidai, oligonukleotidai ir jy fragmentai, sutinkamai su idradimu,
pasirinktinai hibridizuojasi su nukleino riigi¢iy grandinémis, esant hibridizacijos ir
gryninimo salygoms, kurios minimizuoja ap&iuopiamus kiekius nustatomy prisijungusiy
nespecifiniy nukleino riigi¢iy. Gali biiti naudojamos auksto grieZztumo salygos, siekiant
selektyvios hibridizacijos salygy, kurios Zinomos Siuolaikiniame eksperimentiniame lygyje,
aptariamame ¢&ia. Apskritai, nukleino rigiciy seky homologija tarp iSradimo polinukleotidy,
oligonukleotidy ir fragmenty ir dominanéiy nukleino riigiciy seky turéty biti maZiausiai 80
%, ir maZiau tipiskai su pageidaujamu homologijos didéjimu maziausiai iki 85 %, 90 %, 95
%, 99 % ir 100 %. Dvi aminoriigi¢iy sekos yra homologiskos, jeigu yra dalinis arba pilnas

identiSkumas tarp jy seku. Pavyzdziui. 85 % homologija reiskia, kad 85 % aminorugs¢iy yra
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identiskos, jeigu dvi sekos yra sulyginamos maksimaliai sutapatinant. Talr_p;!i- (?izell'(‘!/ignojBe 18
dviejy seky, kurios buvo sutapatinamos) leistini maksimaliai sutapatinant: tarpy ilgiai 5 arba
maziau yra pageidautini su 2 arba maZiau yra labiau pageidautini. Antraip ir geriau, dvi
baltymy sekos (arba polipeptidy sekos, gautos i$ jy, maziausiai 30 aminortigi¢iy ilgio) yra
homologinés, kaip Sis terminas vartojamas &ia, jeigu jos turi sulyginimo apimtj 5 arba
daugiau (standartiniais nuokrypio vienetais), naudojant programg ALIGN su mutacijos
duomeny matrica ir tarpo paklaida 6 arba didesne. Zitir. M.O. Dayhoff, Atlas of Protein
Sequence and Structure, Vol. 5, 101-110 ir 2 papildymas t. 5, 1-10 (NATIONAL Biomedical
Research Foundation 1972). Dvi sekos arba jy dalis yra daugiau tikétina homologiskos, jeigu
ju aminoriigdtys yra daugiau, negu arba lygiai 50 % identigkos, jeigu optimaliai sulyginta
naudojant ALIGN programg. Terminas ,atitinka”, kaip naudojamas ¢ia, reiSkia, kad
polipeptido seka yra homologiné (t.y. yra identiska, ne grieZtai evoliucidkai susijusi) su visa
arba dalimi minétos polinukleotidy sekos, arba kad polipeptidy seka yra identiska minétai
polipeptidy sekai. PrieSingai, terminas ,.komplementari”, kaip naudojamas ¢ia, reiskia, kad
komplementari seka yra homologiné visai arba daliai minétos polinukleotidy sekos.
PavyzdZiui, nukleotidy seka ,,TATAC” atitinka minétai sekai ,,TATAC” ir komplementari
sekai ,,GTATA”.

Sekantys terminai, kurie yra naudojami aprasyti seky sary$i (gimininguma) tarp dyiejq
arba daugiau polinukleotidy arba aminoriigsties seky: ,kontroliné seka”, ,,sulygiﬁimo
langas”, ,,sekos identiskumas”, ,,procentinis sekos identiskumas” ir ,.,esminis identiskumas”.
Terminu , kontroliné seka” apibréZiama seka, naudojama kaip pagrindas seky palyginimui;
nurodytoji seka gali bti didesnés sekos subpopuliacija, pavyzdziui, kaip segmentas pilno
ilgio cDNR arba geno sekos, duotos seky sarase, arba gali apimti visa cDNR arba geno seka.
Paprastai, kontroliné seka yra maZiausiai 18 nukleotidy arba 6 aminorfig§¢iy ilgio, daznai 24
nukleotidy arba 8 aminoriigi¢iy ilgio. Kadangi dvi polinukleotidy arba aminoriigs¢iy sekos
gali kiekviena (1) apimti sekg (t.y. dalj pilnos polinukleotidy arba aminortigs¢iy sekos), kuri
yra panasi tarp dviejy molekuliy, ir (2) gali toliau apimti seka, kuri yra skirtinga tarp dviejy
polinukleotidy ir aminoriigd¢iy seky, seky palyginimas tarp dviejy (arba daugiau) molekuliy
yra tipiskai atlieckamas palyginant dviejy molekuliy sekas per ,,sulyginimo langg*, kad bity
nustatomos ir palyginamos seky pana$umo lokalinés sritys. Terminas ,,sulyginimo langas®,
kaip naudojama ¢&ia, nurodo i konceptualy segmenta maziausiai 18 gretimy nukleotidy
padéciy arba 6 aminorfigi¢iy, kuriose polinukleotidy seka arba aminorigs¢iy seka gali buti
palyginta su maziausiai 18 gretimy nukleotidy arba 6 aminoriigi¢iy kontroline seka ir kurioje
dalis polinukleotidy sekos sulyginimo lange gali apimti papildymus, delecijas, pakeitimus ir

panadiai (t.y. trikius) 20 % arba maZiau, palyginus su kontroline seka (kuri negali turéti
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papildymy ir delecijy), norint optimaliai palyginti dvi sekas. Optimalus seky sugretinimas,
sugretinant sulyginimo langa gali biti atlickamas naudojant lokalines homologijos algoritma
Smith ir Wterman, Adv. APPL. Math. 2:482 (1981), naudojant homologijos sugretinimo
algoritma Needleman ir Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), pagal atrankos pagal
panaSuma metodg Pearson ir Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85:2444 (1988), pagal
kompiuterinj iy algoritmy jgyvendinima (GAP, BESTFIT, FASTA ir TFASTA Wisconsino
genetikos programinés jrangos paketo versija 7.0, (Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, Wis.) Geneworks, arba MacVector programinés jrangos paketai), arba
tikrinant ir parenkant sukurtus jvairiais metodais geriausius sugretinimus (t.y. gaunant
auks¢iausig homologijos procenta i§ sulyginimo lango).

Terminas ,,sekos identiskumas*“ reidkia, kad dvi polinukleotidy arba aminorugsciy
sekos yra identiskos (t.y. nukleotidas prie nukleotido arba grupé prie grupés pagrindu) pagal
sulyginimo langa. Terminas ,,sekos identiskumo procentas* yra isskai¢iuotas palyginant dvi
optimaliai sugretintas sekas pagal sulyginimo langa, nustatant padétiy skaiciy, kuriose
pasitaiko identiskos nukleino riigitiy bazés (ty. A, T, C, G, U arba I) arba grupeés abiejose
sekose, duodancio skai¢iy suporinty padédiy, dalinant suporinty padéciy skaiciy i§ bendro
padeciy skai¢iaus sulyginimo lange (t.y. lango dydzio)., ir dalinant rezultata i§ 100, kad
gautume sekos identiSkumo procenta. Terminas ,.esminis identiskumas* kaip naudojamas ¢ia
reiskia polinukleotidy arba aminorligi¢iy sekos charakteristika, kur polinukleotidy arba
aminorligd¢iy seka apima seka, kuri turi maZiausiai 85 procentus sekos identiskuma, geriau
maziausiai 90-95 procentus sekos identiskuma, daZniau maZiausiai 99 procentus sekos
identi8kuma, palyginus su kontroline seka vir§ sulyginimo lango maZiausiai 18 nukleotidy (6
aminoriigstys) padégiy, daZnai vir§ lango maZiausiai 24-48 nukleotidai (8-16 aminoriigitiy)
padeciy, kuriose seky procentingumo identiskumas apskai¢iuojamas palyginantkontroling
seka su seka, kuri gali turéti delecijas arba pridéjimus, kurie gali biiti sumoje 20 % arba
maZiau vir§ kontrolinés sekos sulyginimo lango. Kontroliné seka gali biti didelés sekos
subpopuliacija.

Kaip naudojama ¢ia, dvidesimt tradiciniy aminorig&¢iy ir jy sutrumpinimy yra jprastai
vartojami. Zidr. Immunology-A Synthesis (2nd ed., Goub E.S. and Gren D.R. eds., Sinauer
Associates, Sundrland, Mass. 1991). Dvidesimties tradiciniy aminoriigi¢iy stereoizomerai
(t.y. D-aminorfigstys), dirbtinés aminoriigtys tokios kaip «-, a-dipakeistos aminoraigstys, N-
alkilaminortgstys, pieno riigstis ir kitos netradicinés aminoriigitys taip pat gali biti isradime
aprasyty polipeptidy tinkami komponentai. Netradiciniy aminorligi¢iy pavyzdziai apima : 4-
hidroksiproling, y-karboksiglutamata, €-N,N,N-trimetilsilana. g-N-acetilsilang, O-fosfoserina,

N-acetilserina, N-formilmetioning, 3-metilhistidina, o-N-metilargining ir kitas panasias
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aminoriigdtis ir imino riigétis (t.y. hidroksiproling). Polipeptidy Zyméjime, naudojamame ¢ia,
kairiné kryptis yra amino-galiné kryptis ir deSininé¢ kryptis yra karboksi-galiné kryptis,
sutinkamai su standartiniu naudojimu ir jsigaléjusia tvarka.

Panagiai, i§skyrus apibréZtus kitaip, kairinis viengrandés polinukleotido sekos galas yra
5¢ galas ; kairiné dvigrandés polinukleotido sekos kryptis yra vadinama 5° kryptimi.
Kryptimi nuo 5° i 3¢ atsirandan¢io RNR transkripto papildymas yra vadinamas transkripcijos
kryptimi; sekos sritys DNR grandinéje, turingios ta paia seka kaip RNR ir kurios yra 5° 1 5°
RNR transkripto gala yra vadinamos ,upstream sekomis®; DNR grandinés seky sritys,
turinios ta pacia seka, kaip RNR, ir kurios yra 3° { 3*RNR transkripto galg yra vadinamos
,,downstream sekomis®.

Kaip taikoma polipeptidams, terminas ,,esminis identi¥kumas‘ reiskia, kad dvi peptidy
sekos, jeigu optimaliai i§lygintos, kaip antai programomis GAP arba BESTFIT, naudojant
numatytas trikiy mases, patiria maziausiai 80 procenty sekos identiskuma, geriau bent jau 90
procenty sekos identiskuma, dar geriau bent jau 95 procentus sekos identiskuma, ir geriausiai
bent 99 procentus sekos identifkuma. Geriau, grupiy padétys, kurios yra ne identiskos,
skiriasi konservatyviy aminoriigd¢iy pakeitimais. Konservatyviy aminorigs¢iy pakeitimai
rodo i sukeistinima grupiy, turindiy tokias pat 3onines grandines. PavyzdZiui, grupé
aminorigé¢iy, turinti alifatines-hidroksilines Sonines grandines yra glicinas, alaninas,
valinas, leucinas ir izoleucinas; grupé aminoriigi¢iy, turinti amidg turinCias $onines
grandines yra asparaginas ir glutaminas; grupé aminorligiciy, turinti aromatines Sonines
grandines yra fenilalaninas, tirozinas ir triptofanas; grupé aminorugs¢iy, turinti sierg turinCias
Sonines grandines yra cisteinas ir metioninas. Tinkamesnés konservatyvios aminorigsciy
pakaity grupés yra: valinas-leucinas-izoleucinas, fenilalaninas-tirozinas, lizinas-argininas,
alaninas-valinas, glutamino riigstis-asparagino riigstis ir asparaginas-glutaminas.

Kaip aptariama &ia, maZos variacijos antikiiny arba imunoglobuliny aminoriigs¢iy
sekose yra manoma yra apimtos &ia apradyto iSradimo, numatant, kad variacijos
aminoriigi¢iy sekoje apima maziausiai 75 %, dar geriau maziausiai 80 %, 90 %, 95 % ir
geriausiai 99 %. Ypatingai, turima galvoje konservatyviy aminorigitiy pakeitimai.
Konservatyviis pakeitimai yra tokie, kurie vyksta aminorigsciy, susijusiy Soninémis
grandinémis, $eimoje. Genetidkai uzkoduotos aminoriigstys yra paprastai dalinamos | Seimas:
(1) rugstinés=aspartatai, glutamatai; (2) baziné¢s=lizinas, argininas, histidinas; (3) nepolinés-
alaninas, valinas, leucinas, izoleucinas, prolinas, fenilalaninas, metioninas, triptofanas; ir (4)
nepakei¢iamos polinés=glicinas, asparaginas, glutaminas, cisteinas, serinas, treoninas,
tirozinas. Labiau rekomenduojamos 3eimos yra: serinas ir treoninas yra alifatiné-hidroksi

Seima; asparaginas ir glutaminas yra amida turinti Seima; alaninas, valinas, leucinas ir
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izoleucinas yra alifatiné Seima; fenilalaninas, tirozinas ir triptofanas yra aromatiné 3eima.
Pavyzdziui, yra pagrista tikétis, kad izoliuotas pakeitimas leucino izoleucinu arba valinu,
asparagino riigsties glutamino riigstimi arba treonino serinu, arba panasaus pakeitimo amino
rugSties panalia pagal struktlira aminorigitimi neturéty turéti didesnio efekto gaunamos
molekulés susiri$imui arba savybéms, ypatingai, jeigu pakeitimas nelie¢ia aminoriigities
struktiringje srityje. Ar aminoriigities pakeitimas turi jtakos funkciniam peptidui, galima
lengvai nustatyti, istiriant polipeptido darinio specifinj aktyvuma. Bandymai smulkiai
apraSyti ¢ia. Antikiino fragmentai arba analogai arba imunoglobulino molekulés gali biti
lengvai paruosti pagal Siuolaikinj technikos lygj. Pageidautini fragmenty arba analogy amino
ir karboksi galai yra arti funkciniy domeny ribos. Struktiriniai ir funkciniai domenai gali biiti
identifikuoti palyginant nukleotidy ir/arba aminorligi¢iy seky duomenis su vie$omis arba
patentuotomis seky duomeny bazémis. Geriausiai, naudojami kompiuterizuoti palyginimo
metodai identifikavimui seky motyvy arba numatyty baltymy konformaciniy domeny, kurie
pasitaiko kituose baltymuose su Zinoma struktiira ir/arba funkcija. Yra Zinomi identifikavimo
bidai baltymy seky, kurios susidésto | Zinoma trimate struktira. Bowie ir kt., Science
253:164 (1991). Taigi, anksCiau minéti pavyzdziai demonstruoja, kad specialistas gali
atpaZinti seky motyvus ir struktiirines konformacijas, kurios gali biiti naudojamos apibreézti
struktliriniams ir funkciniams domenams pagal §j isradima.

Pageidautini aminortigd¢iy pakeitimai yra tokie, kurie: (1) sumaZina jautruma
proteolizei, (2) sumazina polinkj oksidacijai, (3) kei¢ia prisiri§imo gimininguma formuojant
baltymy kompleksus, (4) keigia prisiri§imo giminingumg ir (4) suteikia arba modifikuoja
tokiy analogy kitas fizikochemines arba funkcines savybes. Analogai gali apimti jvairius
seky, i8skyrus gamtoje pasitaikandiy peptidy seky, mutantus. Pavyzdziui, vienetiniai arba
daugeriopi aminoriigi¢iy pakeitimai (geriau konservatyviy amino rigi¢iy pakeitimai) gali
biti atlikti natiiraliai pasitaikaniose sekose (geriau iSorinéje domeno(y) polipeptido dalyje,
formuojancioje tarpmolekulinius rysius). Konservatyviy aminoriigi¢iy pakeitimas gali
neesminiai pakeisti motininés sekos charakteristikas (pvz., aminoriigi¢iy pakeitimas neturi
polinkio pertraukti spiralés, kuri pasitaiko motininéje sekoje, arba suardyti kitus antrinés
struktiiros tipus, kurie charakterizuoja motining seka). Polipeptidy antrinés ir tretinés
struktlros atpaZinimo bido pavyzdziai yra aprasyti: Proteins, Structures and Molecular
Principles (Creighton ed., W.H.Freeman and Company, New York 1984); Introduction to
Protein Structure (Branden C. and Tooze J. eds., Garland Publishing, New York, N.Y. 1991);
ir Thomton ir kt., Nature 354:105 (1991).

Terminas “polipeptido fragmentas™, kaip naudojamas ¢ia, nurodo polipeptida, kuris turi

amino-galing ir/arba karboksi-galine delecijas, bet likusi aminoriigi¢iy seka, manomai, yra
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identigka atitinkamoms padétims natiiraliai pasitaikantioje sekoje, pavyzdZiui, i3 pilno ilgio
cDNR sekos. Fragmentai tipiskai yra maziausiai 5, 6, 8 arba 10 aminorig3ciy ilgib, geriau
maZiausiai 14 aminoriigi¢iy ilgio, Zymiai geriau 20 aminoriigiéiy ilgio, paprastai maZiausiai
50 aminoriigi¢iy ilgio, ir netgi geriausiai bent jau 70 aminoragi¢iy ilgio. Terminas
»analogas“, kaip naudojamas €ia, nurodo polipeptidus, kurie yra apimti maziausiai 25
aminoriigd&iy, turindiy esminj identiskuma daliai nustatytos aminorligd¢iy sekos, fragmento
ir kuris turi maZiausiai viena i§ sekanciy savybiy: (1) specifiskai ridasi su MCP-1, esant
atitinkamoms prisiri§imo salygoms, (2) sugebéjima blokuoti tam tikra MCP-1 prisiriSima,
arba (3) sugebéjima inhibuoti MCP-1 ekspresuojanciy lasteliu augima in vitro arba in vivo.
Tipiskai polipeptidy analogai apima konservatyviy aminorigi¢iy pakeitima (arba pridéjima,
arba delecija) dél natiiraliai pasitaikantiy seky. Analogai tipidkai yra maziausiai
aminorligd&iy ilgio, geriau maZiausiai 50 aminoriigi¢iy ilgio arba ilgesni, ir daznai gali bati
tokio ilgio, kaip pilno ilgio natiiraliai pasitaikantys polipeptidai.

Peptidy analogai daZnai naudojami farmacinéje pramonéje, kaip nepeptidiniai vaistai su
savybémis analogiskomis $abloniniam peptidui. Sie tipai nepeptidiniy junginiy yra vadinami
~peptidu mimetikai* arba ,peptidomimetikai“. Fauchere J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986);
Veber ir Freidinger, TINS p. 392 (1985); ir Evans ir kt., J. Med. Chem. 30:1229 (1987).
Tokie junginiai daZnai gaunami kompiuterinio molekuliy modeliavimo pagalba. Peptidy
mimetikai, kurie yra struktiridkai pana$is { terapijoje naudojamus peptidus, gali biti
naudojami ekvivalentisko terapinio arba profilaktinio efekto gavimui. Apskritai,:
peptidomimetikai struktiiriskai yra panasis { pavyzdZio polipeptidus (t.y. polipeptidai, kurie
turi biochemines savybes arba farmakologinj aktyvuma), tokie, kaip Zmogaus antikiinai, bet
turi vieng arba daugiau peptidiniy jung¢iy, pasirinktinai pakeisty jungtimis, parinktomis 13
grupés, susidedané¢iomis i§: -CH,NH-, -CH,S-, -CH,CH,-, -CH=CH-(cis ir trans), -COCH;-,
-CH(OH)CH,- ir -CH,SO-, taikant jprastinius metodus. Vienos arba daugiau riigsciy
sisteminiai pakeitimai pastovioje sekoje to paties tipo D-aminorigstimi (t.y. D-lizinas vietoje
L-lizino) gali biiti naudojami siekiant sukurti stabilesnius peptidus. Be to, sukonstruoti
peptidai, apimantys pastovias sritis, arba i3 esmés identiSkas pastoviyjy sri¢iy variacijas, gali
biiti gauti gerai Zinomais metodais (Rizo ir Gierasch ann. Rev. Biochem. 61:387(1992));
pavyzdziui, pridedant vidines cisteino liekanas, galintias formuoti vidinius molekulés
disulfidinius tiltelius, kurie ciklizuoja peptida.

_Antikiinas* arba ,antikiino peptidas(ai)* nurodo { sveikg antikiing arba jo suriSantj
fragmenta. kuris konkuruoja su sveiku antiklinu del specifinio suri§imo. SuriSantys
fragmentai gaunami rekombinantine DNR technika bei fermentiniu arba cheminiu sveiko

antikiino skaldymu. Suriantys fragmentai apima Fab, Fab'. F(ab’),, Fv ir viengrandzius
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antikinus. Antikiinas, i$skyrus ,,bispecifinj* arba »bifunkein|* antikiing suprantamas turintis
kiekviena jj suriSanciy viety identiska. Antikiinas i§ esmés inhibuoja receptoriaus adhezija su
prieSingu receptoriumi, jeigu antikiino perteklius sumazina kieki receptoriaus priridto prie
prieSingo receptoriaus maziausiai 20 %, 40 %, 60 % arba 80 % ir daugiau daZnai daugiau
kaip 85 % (jeigu matuojama ir vitro konkurencinio prisiri§imo badu).

Terminas ,.epitopas“ apima bet kurj baltymo determinant, sugebantj specifiskai
prisiristi prie imunoglobulino arba T lastelés receptoriaus. Epitopinis determinantas jprastai
susideda i chemi3kai aktyviy pavirsiaus molekuliy grupuoiy, tokiy kaip aminoriigsciy arba
cukraus Soninés grandinés ir paprastai turi specifines trimates struktlirines charakteristikas,
taip pat specifines kriivio charakteristikas. Antikiinas, kaip minéta yra specifiskai suristas su
antigenu, jeigu disociacijos konstanta yra <1 uM, geriau <100nM ir geriausiai < 10nM.

Terminas ,,agentas” naudojamas &ia reiskia cheminj Junginj, cheminiy junginiy misini,
arba biologing molekulg, arba ekstrakta, pagamintg i§ biologinés medziagos.

s»Aktyvus“ arba ,,aktyvumas* $io darbo tikslams nurodo MCP-1 polipeptido forma(as),
kuri iSlaiko biologinj ir/arba imunologinj aktyvumg gamtinio arba natiiraliai pasitaikanio
MCP-1 polipeptido, kurio ,biologinis* aktyvumas nurodo biologing funkcija (arba
inhibitoring arba stimuliatoring), sukelt gamtinio arba natiraliai pasitaikan¢io MCP-1
polipeptido, i¥skyrus sugebéjima indukuoti gamybag antiklino prie§ antigeninj epitopa, turintj
gamtinj ar natiraliai pasitaikanti MCP-1 polipeptida, ir »imunologinis“ aktyvumas nurodo
sugebéjimg indukuoti gamyba antikino pried antigeninj epitopa, turinti gamtinj ar natiraliai
pasitaikant{ MCP-1 polipeptida.

»Q0ydymas® nurodo ir terapinj gydyma ir profilaktines arba prevencines priemones,
kuriy tikslas yra sukliudyti arba sulétinti (sumazinti) suplanuotas patologines salygas arba
sutrikimus. Tokiu biidu reikalingumas gydyti apima kartu jau sutrikimg ir taip pat polinkj
turéti sutrikimga arba tai, kad sutrikimui bus sutrukdyta.

»Zinduolis* nurodo 1 bet kokj gyviina klasifikuojama kaip Zinduolis, jskaitant Zmoguy,
kitus primatus, tokius kaip bezdzionés, Simpanzés ir gorilos, naminius ir kiniais tikslais
auginamus gyvinus, ir zoologijos soduose auginamus, sportinius, laboratorinius arba
kambarinius gyviinus, tokius kaip $unys, katés, galvijai, arkliai, avys, kiaulés, oZkos, triusiai,
grauzikai ir kt. Gydymo tikslais Zinduoliai yra geriau Zmonés.

»INeSiklis*, kaip naudojamas ¢ia, apima farmaciskai priimting ne$iklj, uzpilda arba
stabilizatoriy, kuris yra netoksigkas lastelei arba Zinduoliui, veikiant tam tikromis naudojimo
dozémis ir koncentracijomis. Daznai fiziologiskai priimtinas nediklis yra vandeninis pH
buferizuotas tirpalas. Fiziologiskai priimtino nesiklio pavyzdziai apima tokius buferius, kaip

fosfatus, citratus ir kt. organiniy riigs¢iy; antioksidantus, jskaitant askorbino riigdtj; zemos
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molekulinés masés (maziau kaip 10 lieckany) polipeptidus; baltymus, tokius kaip serumo
albuminas, Zelatina arba imunoglobulinai; hidrofilinius polimerus, tokius kaip
polivinilpirolidonas; aminoriigstis, tokias kaip glicinas, glutaminas, asparaginas, argininas
arba lizinas; monosacharidus, disacharidus ir kitus karbohidratus, jskaitant gliukoz¢, manozg
arba dekstrinus; chelatinius agentus, tokius kaip EDTA; sugar alcohols, tokius kaip manitolis
arba sorbitolis; druskas formuojandius prie§jonus (counterions), tokius kaip natris; ir/arba
nejonines pavir§inio aktyvumo medZiagas, tokias kaip TWEEN™, polietilenglikolis (PEG) ir
PLURONICS™.

Antikliny papaino skaidymas gamina du identiskus antigeno suri$imo fragmentus,
vadinamus ,,Fab“ fragmentais, kiekvienas su viena antigeng risancia vieta ir likusiu ,,Fc*
fragmentu, skirtu atspindéti sugebéjima lengvai kristalizuotis. Pepsino veikimas iSskiria
»F(ab"),* fragmenta, kuris turi du antigena jungiandias vietas ir net sugeban¢ias kryZmiskai
suristi antigena.

,Fv* yra maZiausias antikiino fragmentas, kuris turi antigeno atpaZinimo ir antikiino
prisiridimo vieta. Si sritis susideda i§ vieno sunkiosios ir vieno lengvosios grandinés
kintamojo domeno dimero, susiety glaudZiai, nekovalentiskai. Tai yra $ioje konfigiracijoje,
kad kad kiekvieno kintamojo domero trys CDR sgveikauja, apibréziant ant VH-VL dimero
pavir§iaus antigeno prisiri§imo vietg. Bendrai $e§ios CDR suteikia antigeno riimosi su
antik{inu specifiskuma.. Taciau, pavyzdZiui, tik vienas kintamas domenas (t.y. Fv dimero VH
arba VL dalis arba pusé Fv apimanti tik tris CDR specifines prie antigena) gali turéti
sugebéjima atpaZinti ir prisiri§ti antigena, netgi galimai su maZesniu giminingumu, negu visa
prisiriSimo vieta.

Fab fragmentas taip pat turi pastovy lengvosios grandinés domeng ir pirma pastovy
sunkiosios grandinés (CH1) domena. Fab fragmentas skiriasi nuo Fab' fragmento keleto
liekany sunkiosios grandinés CH1 domeno karboksi gale pridéjimu, jskaitant viena arba
daugiau cisteiny i3 antikiino asinés (hinge) srities. ,,F(ab'), antikiino fragmentas i3 pradZiy
buvo pateiktas kaip Fab' fragmenty pora, kuri tarp saves turi aSinius cisteinus. Taip pat
Zinomi ir kiti cheminiai antikiiny fragmenty susijungimai.

,Kieta fazé* reiskia ne vandenine matrica, prie kurios gali tvirtai laikytis Cia apradyti
antikiinai. Kietos fazés pavyzdziai apimti &ia jskaito dalinai arba pilnai jgavusi forma stikla
(t.y. kontroliuojamas porétas stiklas), polisacharidus (ty. agarozg)., poliakrilamidus.
polistirena, polivinilo alkoholj ir silikona. Kai kuriuose jgyvendinimuose, priklausomai nuo
konteksto, kieta fazé gali apimti bandymo plokstelés ulinélj, kituose tai yra valymo kolonéle
(.y. afininés (giminingumo) chromatografijos kolonél¢). Sis terminas taip pat apima atskiry

daleliy netolydzia kieta faze, kaip tai aprasyta JAV patente Nr. 4,275,149.
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Terminas ,liposoma“ naudojamas ¢ia paZyméti mazai vezikulei, susidedandiai i§
ivairiy tipy lipidy, fosfolipidy ir/arba pavirsiniy aktyviy medziagy, kurios naudojamos gauti
vaistams (tokiems, kaip MCP-1 polipeptidas ar antikiinas prie to) Zinduoliams. Liposomy
komponentai daZnai issidéstg dvisluoksne struktiira, panasiai i lipidy i$sidestyma biologinése
membranose.

Terminas ,,maZa molekulé” ¢ia naudojamas apradyti molekulei su molekuline mase
mazesne mazdaug 500 daltony.

Kaip naudojami ¢ia, terminai ,,Zyméti“ arba ,,Zymétas* nurodo prijungima susekamo
Zymens, t.y. prijungimg radioaktyvios aminoriigities arba prijungima biotinilintos grupés
prie polipeptido, kuris gali biti nustatytas avidino Zyme (pvz. streptaviding turinti
fluorescuojanti Zymé arba fermentinis aktyvumas, kuris gali biti nustatytas optiniu arba
kalorimetriniu metodais). Tam tikrose situacijose Zymé gali biiti gydomoji. Yra Zinomi ir gali
buti naudojami jvairiis polipeptidy ir glikoproteiny Zyméjimo metodai. Polipeptidy Zyméjimo
pavyzdZiai apima, bet neapsiriboja, sekangius: radioizotopai arba radionuklidai (pvz. *H, "*C, g
15N, 35S, 9OY, 99Tc, '”In, 125 I i3 1I), fluorescentinés Zymeés (pvz. FITC, rodaminas, fosforo
lantanoidas), fermentinés Zymés (pvz. krieny peroksidazé, p-galaktozidaze, liuciferaze,
Sarminé fosfatazé), chemoliuminescuojandios, biotinilintos grupés, i¥ anksto numatyti
polipeptidy epitopai atpaZistami pagal antrinius reporterius (pvz. leucino uZtrauktuky pory
sekos, antriniy antikiiny prisiri§imo vietos, metaly prisiri§imo domenai, epitopy kilpeles).

. . . « . “ s . . . oy e . i
Kai kuriuose jgyvendinimuose, Zymés jra prijungtos per jvairaus ilgio tarpines grupes, kad
!

biity sumazinti galimi erdviniai trukdymai.

Terminas ,,farmacinis agentas arba vaistas®, kaip naudojamas ¢ia, nurodo | cheminj
junginj arba kompozicija, sugenandia sukelti norima gydomaji efekta, jeigu teisingai
paskirtas pacientui. Kiti cheminiai terminai ¢ia naudojami pagal konvencini naudojima
moksle, kaip patvirtinta pagal The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker S.,
Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

Kaip naudojama ¢ia, ,,i§ esmés grynas™ reiskia, kad daikto rGsis yra dominuojanti riisis

(t.y. moliniu pagrindu yra gausiausia, negu bet kurios kitos individualios rGdys, esancios
kompozicijoje), ir geriau i§ esmeés i3gryninta frakcija yra kompozicija, kurioje objekto risis
apima maziausiai 50 procenty (moliniu pagrindu) visy esan¢iy makromolekuliy rasiy.
Apskritai, i§ esmés gryna kompozicija turi apimti daugiau kaip 80 procenty visy
kompozicijoje esan¢iy makromolekuliy riisiy, geriau daugiau kaip 85 %, 90 %, 95 % ir 99
%. Geriausiai, objekto rasis yra i3valyta iki esminio homogeniSkumo (terSalo riisis
kompozicijoje neturi biiti nustatoma jprastiniais nustatymo metodais), kur kompozicija

susideda i$ esmés i3 vienos rusies makromolekuliy.
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Terminas ,,pacientas’ apima Zmogy ir veterinarinius subjektus.

Antikiino struktira

Pagrindinis antikiino stuktirinis vienetas Zinoma apima tetramera. Kiekvienas
tetrameras susideda i§ dviejy identiSky polipeptidiniy grandiniy pory, kiekviena pora turi
viena ,lengvaja‘“ (apie 25 kDa) ir vieng ,,sunkiaja* granding (apie 50-70 kDa). Kiekvienos
grandinés amino galiné dalis turi kintamaja sritj apie 100-110 arba daugiau aminorlgsCiy,
pirmiausiai atsakingy uZ antigeno atpazinima. Karboksi-galiné kiekvienos grandinés dalis
charakterizuoja pastoviaja sritj, pirmiausiai atsakingg uz efektoring funkcija. Zmogaus
lengvosios grandinés yra klasifikuojamos kaip kappa ir lambda lengvosios grandines.
Sunkiosios grandinés yra klasifikuojamos kaip mu, delta, gamma, alfa arba elipson ir
apibréZia antikiino tipa kaip IgM, IgD, IgG, IgA ir IgE, atitinkamai. Lengvosios ir sunkiosios
grandiniy viduje, kintamoji ir pastovioji sritys yra sujungtos mazdaug 12 aminoriigd¢iy ,,J*
sritimi su sunkiaja grandine taip pat turindia mazdaug vir§ 10 aminorfig§¢iy ,,D* srit]. VAR
Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)).
Kiekvienos lengvosios/sunkiosios grandinés poros kintamosios sritys sudaro antiklino
prisiri§imo vieta. Taigi, sveikas antikiinas turi dvi prisiri§imo vietas. I§skyrus dvifunkcinius
arba dvispecifinius antik@inus, prisiri$§imo vietos yra tos paios.

Visos grandinés turi ta palia santykinai konservatyvios struktiirinés srities (FR)
pagrinding struktfira, sujungta su trimis hiper kintamomis sritimis, taip pat vadinamomis
komplementaruma apsprendZianiomis sritimis arba CDR. Kiekvienos poros dvieju
grandiniy CDR yra i3déstytos pagal struktirines sritis, suteikianCias galimybg susiriSti su
specifiniu epitopu. Nuo N-galo | C-gala, abi sunkioji ir lengvoji grandinés apima domenus
FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3 ir FR4. Aminorigstis priskiriama kiekvienam
domenui pagal Kabat apibréZzima: Sequences of Proteins of Immunological Interest (National
Institutes of Helth, Bethesda, Md. 1991) (1987), arba Chothia ir Lesk, J.Mol.Biol. 196:901-
17 (1987); Chothia ir kt., Nature 342:878-83 (1989).

Dvispecifinis arba dvifunkcinis antikiinas yra antikiino dirbtinis hibridas, turintis dvi
skirtingas sunkiosios/lengvosios grandiniy poras ir dvi skirtingas prisiriS§imo vietas.
Bispecifiniai antikiinai gali biiti gaunami jvairiais metodais, {skaitant hibridomy suliejima
arba Fab' fragmenty sukabinima. Zr. Songsivilai ir Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79: 315-
21 (1990); Kostelny ir kt., J. Inmunol. 148:1547-53 (1992). Dvispecifiniy antikiiny gamyba
galéty biti santykinai intensyvus laboratorinis biidas, palyginus su iprastiniy antikiiny
gamyba, ir iseiga, ir §varumo laipsnis yra dazniausiai Zemesnis dvispecifiniams antikiinams.
Dvispecifiniai antiknai negali egzistuoti fragmenty, turin¢iy viena prisirisimo vieta formoje

(t.y. Fab, Fab'ir Fv).
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Zmogaus antikiinai ir antikiiny humanizavimas

Zmogaus antikiinai iSvengia tam tikry problemy, susijusiy antik{inais, kurias turi peliy
arba Ziurkiy kintamos ir/arba pastovios sritys. Buvimas tokiy i§ peliy arba zZiurkiy kilusiy
baltymy gali nuvesti prie greito antikiiny klirenso arba gali nuvesti prie paciento imuninio
atsako prie$ antiking sukirima. Siekiant iSvengti i§ peliy ir Ziurkiy iSvesty antikiiny
utilizavimo, pilnai Zmogaus antikiinai gali biti generuojami jvedant Zmogaus antikiiny
funkcija { grauziky, taip kad grauZikai produkuoty pilnai Zmogaus antikiinus.

Zmogaus antikiinai

VisiSkai Zmogaus antikiiny gaminimo bidas yra naudojant peliy XenoMouse®
kamiena, kuris buvo sukonstruotas taip, kad turi savo genome Zmogaus sunkiosios ir
lengvosios grandiniy genus. PavyzdZiui, XenoMouse® pelés turintios 245 kb ir 190 kb
Zmogaus sunkiosios grandinés lokuso ir kappa lengvosios grandinés lokuso gemalo
konfigtiracijos fragmentus, apraSytos Green ir kt., Nature Genetics 7:13-21 (1994). Green ir
kt. darbas buvo pratestas jvedant didesnj negu vidutiniskai 80 % Zmogaus antikiino rinkini,
utilizuojant megabazés dydzio Zmogaus sunkiosios grandinés lokuso ir kappa lengvosios
grandinés lokuso gemalo konfigiiracijos YAC fragmentus atitinkamai. Zr. Mendez ir kt.,
Nature genetics 15:146-56 (1997) ir JAV patento paraiska serijos Nr. 08/759,620, paduota
1996 gruodzio 3d. Be to, buvo sukurtos XenoMouse® pelés, kurios turi itisa lambda
lengvosios grandinés lokusa (JAV patento parailka, serijos Nr. 60/334,508 paduota 2001
lapkricio 30d.). Ir, buvo sukurtos XenoMouse® pelés, gaminanéios daugybinius izotipus (Zr.
WO 00/76310). XenoMouse® pelés yra prieinamos i§ Abgenix, Inc. (Fremont, JAV).

XenoMouse® peliy gamyba toliau aptariama ir apibréZiama JAV patenty paraiskose,
kuriy Nr. 07/466,008 paduota 1990 sausio 12d., 07/610,515, paduota 1990 lapkri¢io 8,
07/919,297 paduota 1992 liepos 24, 07/922,649 paduota 1992 birzelio 30, 08/031,801
paduota 1993 kovo 15, 08/112,848 paduota 1993 rugpjicio 27, 08/234,145 paduota 1994
balandzio 28d., 08/376,279 paduota 1995 sausio 20, 08/430,938 paduota 1995 balandzio
27d., 08/464,584 paduota 1995 birzelio 5d., 08/464,582 paduota 1995 birzelio 5d.,
08/463,191 paduota 1995 birzelio 5d., 08/486,853 paduota 1995 birZelio 5d., 08/486,857
paduota 1995 birzelio 5d., 08/486,859 paduota 1995 birzelio 5d., 08/462.513 paduota 1995
birzelio 5d., 08/724,752 paduota 1996 spalio 2d., ir 08/759,620 paduota 1996 gruodzio 3d. ir
JAV patentuose Nr. 6,162,963, 6,150,584, 6,114,598,6,075,181 ir 5,939,598 Japonijos
patentuose Nr. 3 068 180 B2, 3 068 506 B2 ir 3 068 507 B2. Taip pat zilr. Mendez ir kt.
Nature Genetics 15:146-156 (1997) ir Green ir Jakobovits J. Exp. Med., 188:483-495 (1998).
Zitr. taip pat Europos patenta Nr. EP 463151 B1, paskelbta 1996 birzelio 12d., Tarptauting
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patento paraiska Nr. WO 94/02602, paskelbtg 1996 spalio 31d., WO 98/24893, paskelbta
1998 birzelio 11d., WO 00/76310, paskelbta 2000 gruodzio 21d.

Alternatyviu poZiliriu, kiti, jskaitant GenPharm International, Inc., panaudojo
_minilokuso® traktavima. Minilokuso poZiliriu, egzogeninis Ig lokusas yra imituojamas
itraukiant gabalus (individualius genus) i3 Ig lokuso. Taigi, vienas arba daugiau Vy geny,
vienas arba daugiau Dy geny, vienas arba daugiau Jy geny, mu pastovioji sritis ir antra
pastovi sritis (geriau gamma pastovi sritis) yra formuojami i konstrukta, skirta jterpti i
gyviina. Sis poZitiris yra apraSytas JAV patente Nr. 5,545,807 Surani ir kt. ir JAV patentuose
Nr. 5,545,806, 5,625,825, 5,625,126, 5,633,425, 5,661,016, 5,770,429, 5,789,650, 5,814,318,
5,877,397, 5,874,299 ir 6,255,458 kiekviename Lonberg ir Kay, JAV patente Nr. 5,591,669
ir 6,023,010 Krimpenfort ir Berns, JAV patentuose Nr. 5,612,205, 5,721,367 ir 5,789,215
Berns ir kt., ir JAV patente Nr. 5,643,763 Choi ir Dunn, ir GenPharm International JAV
patento paraika, serijos Nr. 07/574,748 paduota 1990 rugpjicio 29d., 07/575,962 paduota
1990 rugpjigio 31d., 07/810,279 paduota 1991 gruodzio 17d., 07/853,408 paduota 1992
kovo 18d., 07/904,068 paduota 1992 birzelio 23, 07/990,860 paduota 1992 gruodzio 16d.,
08/053,131 paduota 1993 balandZio 26, 08/096,762 paduota 1993 liepos 22d., 08/155,301
paduota 1993 lapkri¢io 18d., 08/161,739 paduota 1993 gruodzio 3d,, 08/165,699 paduota
1993 gruodzio 10d., 08/209,741 paduota 1994 kovo 9d. Ziiir. Taip pat Europos patenta Nr.
546,073 B1, Tarptautine patento paraiska Nr. WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647,
WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852
ir WO 98/24884 ir JAV patentg Nr. 5,981,175. Ziiir. Toliau Taylor ir kt., (1992), Chen ir kt.,
(1993), Tuaillon ir kt. (1993), Choi ir kt., (1993), Lonberg ir kt., (1994), Taylor ir kt., (1994)
ir Tuaillon ir kt., (1995), Fishwild ir kt., (1996).

Kirin pademonstravo zmogaus antikiino sukiirima i3 pelés, kuriame per mikrolgsteliy
suliejima buvo jvestos didelés chromosomos dalys arba visos chromosomos. Ziiir. Europos
patento paraidkas Nr. 773288 ir 843961.

Lidak Pharmaceuticals (dabar Xenorex) pademonstravo zmogaus antikiino sukirimg
SCID peléje, modifikuojant nepiktybiniais subrendusiais leukocitais i$ Zmogaus donoro.
Modifikuotos pelés demonstruoja imuninj atsaka, charakteringa Zmogaus donorui, po
stimuliacijos imunogenu, kuris glidi Zmogaus antikiiny gamyboje. Zitir. JAV patentus Nr.
5,476,996 ir 5,698,767.

Zmogaus anti-pelés antikiino (HAMA) atsakas paskatino pramong gaminti chimerinius
arba kitaip humanizuotus antikiinus. Kadangi chimerinial antikiinai turi Zmogaus pastoviaja
sritj ir peliy kintamaja sritj. tikimasi, kad tam tikry Zmogaus anti-chimeriniy antikiny

(HACA) atsakas turéty biiti stebimas antikiino jprastiniame arba multiporcijiniame
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panaudojime. Taigi, turéty biti pageidaujama i$ anksto numatyti pilnai Zmogaus antikiinus
prie$§ MCP-1 tam, kad biity sugadintas HAMA arba HACA atsako interesas ir/arba efektas.

Humanizavimo ir demonstravimo technologijos

Kaip aptarta aukS¢iau sarySyje su Zmogaus antikiiny generavimu, yra antikiiny su
sumazintu imunogenikumu produkavimo pranaSumai. Tam tikru laipsniu tai gali bati atlikta
sarySyje su humanizavimo biidais ir biidy demonstravimas naudojant tam tikras bibliotekas.
Turéty buti jvertinta, kad peliy antikiinai arba antikiinai i§ kity rasiy gali buti humanizuoti
arba primatizuoti naudojant gerai Zinomas $iuolaikines technikas. Zifir. Winter ir Harris,
Immunol Today 14:43-46 (1993). Dominantis antikiinas gali biti sukonstruotas naudojant
rekombinantinés DNR technika, pakei¢iant CH1, CH2, CH3, aginius (hinge) domenus ir/arba
struktiirinés srities domenus atitinkamomis Zmogaus sekomis (ziGr. WO 92/02190 ir JAV
patentus Nr. 5,530,101, 5,585,089, 5,693,761, 5,693,792, 5,714,350 ir 5,777,085). Be to, Ig
¢DNR panaudojimas chimerinio imunoglobulino geny konstravimui gerai Zinomas (Liu ir
kt., PN. A. S. 84:3439 (1987) ir J. Immunol. 139:3521 (1987)). iRNR yra i¥skirta i3
hibridomos arba kitos lastelés, produkuojandios antikiing ir naudojama c¢DNR gaminti.
Dominanti ¢DNR gali bati amplifikuota polimerazés grandinine reakcija, naudojant
specifinius pradmenis (JAV patentai Nr. 4.683.195 ir 4.683.202). Kitaip, yra sudaryta
biblioteka ir tikrinama, norint i¥skirti dominangia seka. DNR sekos, koduojancios antikiino
kintama sritj, suliejamos su Zmogaus pastovios srities sekomis. Zmogaus pastovios srities
geny sekos gali biti randamos Kabat ir kt., ,,Sequences of Proteins of Imunological Interest®,
N.LH. Nr. 91-3242 (1991). Zmogaus C srities genai yra lengvai gaunami ig Zinomy klony.
Izotipo pasirinkimas galéty buti valdomas pagal norimas efektorines funkcijas, tokias kaip
komplemento fiksacija, arba nuo antikiino priklausancio lastelinio citotoksiskumo
aktyvumas. Rekomenduojami izotipai yra IgG1, IgG3 ir IgG4. Gali biti naudojamos abi
Zmogaus lengvosios grandinés pastovios sritys: kappa ir lambda. Chimerinis, humanizuotas
antiklinas tuomet ekspresuojamas jprastiniais metodais.

Antiklino fragmentai, tokie kaip Fv, F(ab").sub2 ir Fab gali biti gauti skaldant sveika
baltyma, t.y. su proteaze arba cheminiu skaldymu. Kitaip, konstruojamas sutrumpintas genas.
Pavyzdziui, chimerinis genas, koduojantis dalj F(ab')2 fragmento turéty apimti DNR sekas,
koduojan¢ias CH1 domeng ir H grandinés aSine (hinge) sritj. paskui transliacijos stop
kodonas duoda sutrumpintg molekule.

H ir L J pastovios sekos gali buti naudojamos projektavimui oligonukleotidy,
naudojamy pradmenimis, kad bity galima {vesti naudingas restrikcijos vietas i J sritj

paskesniam sujungimui V srities segmento su Zmogaus C srities segmentu. C srities cDNR
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gali bati modifikuota kryptingos mutagenezés bidu, patalpinant restrikcijos vietg
analogiskoje padétyje Zmogaus sekoje.

Ekspresijos vektoriai apima plazmides, retrovirusus, YAC, EBV kilmés episomas ir
panaSiai. Patogus vektorius yra toks, kuris koduoja funkciSkai pilng Zmogaus
imunoglobulino CH ir CL seka, su tam tikromis restrikcijos vietomis, geny inZinerijos budu
sukonstruotomis taip, kad bet kokia VH ir VL seka gali buti lengvai jterpta ir ekspresuota.
Tokiuose vektoriuose sukirpimas paprastai jvyksta tarp sukirpimo donoro vietos jterptoje J
srityje ir sukirpimo akceptoriaus vietos ir ankstesniosios C srities, ir taip pat prie sukirpimo
sri¢iy, kurios pasitaiko Zmogaus CH egzony viduje. Poliadenilinimas ir transkripcijos
terminacija natyvios chromosomos vietose jvyksta pasroviui pagal koduojanlia sriti.
Gaunamas chimerinis antikiinas gali biiti sujungtas su bet kokiu stipriu promotoriumi,
iskaitant retrovirusines LTR, pvz. SV-40 ankstyvas promotorius, (Okayama ir kt., Mol. Cell.
Bio. 3:280 (1983)), Rauso sarkomos viruso LTR (Gorman ir kt., P. N. A. S. 79:6777 (1982)),
Moloni peliy leukemijos viruso LTR (Grossched! ir kt., Cell 41:885 (1985)). Taigi, turéty
biiti pripaZinta, kad gali biiti naudojami gamtiniai Ig promotoriai ir panaSis.

Be to, Zmogaus antikiinai arba antikiinai i3 kity rasiy gali biti generuoti atvaizdavimo
(displéjinémis) technologijomis, jskaitant be iSim&iy, fagy atvaizdavima, retrovirusy
atvaizdavima, ribosomy atvaizdavima, naudojant praktikoje gerai Zinomas metodikas ir
gaunamos molekulés gali biiti papildomai brandinamos, kaip antai giminingumo
brandinimas, i§ esmés gerai Zinomos technikos. Wright ir Harris supra., Hanes ir Plutchau,
PNAS USA 94:4937-4942 (1997) (ribosomy atvaizdavimas), Parmley ir Smith, Gene
73:305-318 (1988) (fagy atvaizdavimas), Scott, TIBS 17:241-245 (1992), Cwirla ir kt,
PNAS USA 87:6378-6382 (1990), Russel ir kt., Nucl. Acids Res. 21:1081-1085 (1993),
Hoganboom ir kt., Immunol. Reviews 130:43-68 (1992), Chriswell ir McCafferty, TIBTECH
10:80-84 (1992) ir JAV patentas Nr. 5,733,743. Jeigu atvaizdavimo technologijos
naudojamos ne Zmogaus antikiiny gavimui, tokie antikiinai gali biti humanizuoti, kaip
apraSyta auksciau.

Naudojant $ias metodikas, gali biiti generuoti antikiinai pries MCP-1 ekspresuojancias
lasteles, pati MCP-1, MCP-1 formas, jo epitopus arba peptidus ir taip pat ekspresijos
bibliotekas (zidir. pvz., JAV patenta Nr. 5.703.057), kurios po to gali biti patikrintos kaip
apra$yta auk3ciau, dél auksciau aprasyty aktyvumy.

Antikiinu paruosimas

Sutinkamai su iSradimu, antikiinai gali bati paruodti jgyvendinant XenoMouse®
metodika. kaip apradyta auks¢iau. Tokios pelés tuomet sugeba produkuoti Zmogaus

imunoglobulino molekules ir antikiinus ir neprodukuoja peliy imunoglobulino molekuliy ir
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antikiing. Tam pasiekti naudojamos metodikos yra atskleistos patentuose, paraidkose ir
nurodymuose, atskleistuose Siame pagrindime. Taciau, dalinai, pasitlytas peliy ir jy antikiiny
transgeninés gamybos jgyvendinimas atskleistas JAV patento paraiSkoje Nr. 08/759,620
paduotoje 1996 gruodzio 3d. ir Tarptautingje patentinéje paraiskoje Nr. WO 98/24893,
publikuotoje 1998 birzelio 11d., ir WO 00/76310, publikuotoje 2000 gruodzio 21d. Ziiir. taip
pat Mendez ir kt., Nature Genetics 15:146-156(1997).

Antikinai, kaip €¢ia apraSyti, yra neutralizuoti auksto giminingumo antiklnai prie$
Zmogaus MCP-1. Be to, kai kuriuose jgyvendinimuose, antikiinai duoda kryZmine reakcija
su ziurkiy MCP-1. Istoriskai buvo naudojami kai kurie skirtingi metodai gaminimuo
monokloniniy arba polikloniniy antikiiny pries Zmogaus MCP-1 N-gala. Sie sitilymai apima
imunizavima su pilno ilgio Zmogaus MCP-1 (hMCP-1) arba jau¢io MCP-1 (bMCP-1),
Zmogaus MCP-1 sintetiniais peptidais (1-34 arba 1-37) (Visser ir kt., Acta Endocrinol.
90:90-102 (1979)); Logue ir kt., J. Immunol. Methods 137:159-66 (1991)) ir daugybiniais
antigeniniais peptidais (MAP) hMCP-1(1-10), hMCP-1(9-18) ir htMCP-1(24-37) (Magerlein
ir kt., Drug Res. 48:783-87 (1998)). Siais metodais negalima produkuoti antikiiny, tinkangiy
Zmoniy gydymui. (Del gydymo kriterijy Zitir. ¢ia skyriy, pavadinta “Terapinis paskyrimas ir
kompozicija”.) Didelio giminingumo hMCP-1 antikiinus yra sunku padaryti, kadangi B
lastelés yra tolerantiskos peptidui. Taciau, Bradwell ir kt., (1999) pademonstravo, kad
imunizavimas miginiu Zmogaus MCP-1(1-34) ir jaudio MCP-1(51-84) MAP seké sumaisius
Zmogaus ir jautio MAP kryptingai hMCP-1(51-84) ir bMCP-1(51-86) buvo efektyvi
paZeidziant B lasteliy tolerancija MCP-1 Zmoneése su neoperuojamu prieskydinés liaukos
augliu.

Cia apradytas metodas buvo skirtas susilpninti B lasteliy tolerancija pries hMCP-1 taip
pat, kaip ir produkuoti pilnai Zmogaus monokloninj antikiina, tinkantj terapiniam ir
diagnostiniam naudojimui. XenoMouse® gyvinai buvo imunizuoti MCP-1 sintetiniais
peptidais (hMCP-1(1-34) ir rMCP-1(1-34)), kadangi sintetiniai peptidai buvo sékmingai
naudojami generuoti antikiinus, specifinius endogeniniam Zmogaus MCP-1 (Visser ir kt.,
(1979)). Be to, kadangi peliy MCP-1 N-galas yra labai tapatus su Zmogaus MCP-1 (85 %
identiskumas) ir Ziurkiy MCP-1 (91 % identiskumas), peptidy derinys buvo naudojamas kaip
imunogenas susilpninti B lasteliy tolerancija pries peliy MCP-1 per molekuling mimikrija,
tuo bidu sudarant salygas didelio giminingumo anti-mogaus MCP-1 antikiiny generavimui.
Sie abu peptidai kibo prie sraigiy limfos hemocianino ir emulgavosi pilname Freundo
adjuvante arba nepilname Freundo adjuvante, siekiant sustiprinti Sy baltymy

imunogeni$kuma.
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Po imunizacijos limfinés Iastelés (tokios kaip B lastelés) buvo atkurtos i8 peliy, kurios
ekspresuoja antikiinus, ir tokios atkurtos lasteliy linijos buvo sujungtos su mieloidiniy
Iasteliy linija, sukuriant imortalizuotas hibridomos lasteliy linijas. Tokios hibridomos lasteliy
linijos buvo patikrintos ir atrinktos identifikuoti hibridomy lasteliy linijoms, kurios
produkuoja antikiinus specifinius dominan¢iam antigenui. Cia apra$yta gaminimas
daugiariopy hibridomos lgsteliy linijy, kurios produkuoja MCP-1 specifinius antiktinus. Be
to, duotas tokiy lasteliy linijy produkuojamy antikiiny charakterizavimas, jskaitant tokiy
antikliny sunkiosios ir lengvosios grandiniy nukleotidy ir aminoriig§¢iy analize.

Iradimo jgyvendinimai pateikia produkavimui daugiariopas hibridomos lasteliy linijas,
kurios produkuoja specifinius antikiinus prie§ MCP-1. Toliau jgyvendinimai susij¢ su
antikiinais, kurie ri$asi su ir neutralizuoja kity MCP-1 $eimos nariy aktyvuma, iskaitant
MCP-2, MCP-3 ir MCP-4. Taip pat patikrinamas supernatanty reaktyvumas prie3 MCP-1
fragmentus tolesniam epitopy Zemélapiui skirtingy antikliny prie§ susijusius Zmogaus
chemokinus ir prie§ Ziurkiy MCP-1 ir peliy ortologa MCP-1, JE, siekiant nustatyti rusiy
kryZmine reakcija. Tolimesni igyvendinimai pateikia tokiy lasteliy liniju produkuoty
antikiiny charakterizavima, iskaitant tokiy antikliny sunkiosios ir lengvosios grandiniy
nukleotidy ir aminoriig§¢iy seky analizg.

Antraip, vietoje to, kad biity sulietos su mielanomos lastelémis, sudarant hibridomas, B
lastelés gali bati istirtos tiesiogiai. Pavyzdziui, CD19+ B lastelés gali buti idskirtos i§
hiperimuniniy XenoMouse® peliy ir joms leidZziama daugintis ir diferencijuotis { antikunus
sekretuojanéias plazmos lasteles. Antikiinai i3 lasteliy supernatanto po to tikrinami ELISA
dél reaktyvumo prie§ MCP-1 imunogeng. Supernatantas taip pat tikrinamas prieS MCP-1
fragmentus tolesniam epitopy Zemélapiui skirtingy antikliny prie$ susijusius Zmogaus
chemokinus ir prie§ Ziurkiy MCP-1 ir peliy ortologa MCP-1, JE, siekiant nustatyti rasiy
kryZmine reakcija. Atskiros plazmos lastelés, sekretuojandios antikiinus su norimomis
savybémis paskui i$skiriamos, naudojant MCP-1 specifing hemolizing démeliy protrikio
analize (Babcook ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:7843-7848 (1996)). Lasteles
nukreiptos lizei yra geriau aviy raudonosios kraujo lastelés (SRBC) padengtos MCP-1
antigenu. Esant B lasteliy kultdrai, turindiai plazmos lasteles, sekretuojancias dominantj
imunoglobuling ir komplementa, formavimasis démeliy rodo specifing MCP-1 indukuota lizg
aviy raudonujy kraujo lasteliy, apsupty dominandias plazmos lasteles. Atskiros antigenui
specifinés plazmos lastelés demelés centre gali biti isskirtos ir genetiné informacija. kuri
koduoja antikiino specifiskuma yra i3skirta i3 atskiros plazmos lasteles. Naudojant PGR
atvirktine transkriptaze, gali biti klonuota antikiino sunkiosios ir lengvosios grandiniy

kintamas sritis koduojanti DNR. Tokia klonuota DNR toliau gali biti jterpta | atitinkamg
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ekspresijos vektoriy, geriau vektoriaus kasetg, tokig kaip pcDNR, dar geriau tokj pcDNR
vektoriy, turintj imunoglobulino sunkiosios ir lengvosios grandinés pastovy domena.
Sukurtas vektorius paskui gali bti transfekuotas i lasteles-eimininkes, geriau CHO lasteles,
ir auginamos jprastinéj¢ maitinimo terpéje, kuri tinkama promotoriaus indukcijai,
transformanty atrinkimui, arba norimas sekas koduojandiy geny amplifikavimui. Zemiau
apraSytas iSskyrimas daugeriopy atskiry plazmos lasteliy, kurios produkuoja MCP-1
specifinius antikiinus. Be to, genetiné medZiaga, kuri koduoja anti-MCP-1 antikiino
specifiSkumg gali biti i$skirta, jvesta | atitinkama ekspresijos vektoriy, kuris gali biti
transfekuotas i lasteles-§eimininkes.

Apskritai, antikiinai produkuoti suliety hibridomy, buvo Zmogaus IgG2 sunkiosios
grandines su pilnai Zmogaus kappa arba lambda lengvosiomis grandinémis. Kai kuriuose
igyvendinimuose antikiinai, turintys Zmogaus IgG4 sunkiasias grandines kaip ir IgG2
sunkigsias grandines. Antikiinai taip pat gali bati ir Kity izotipy, jskaitant IgG1. Antikiinai,
turintys didel gimininguma, tipiskai turi Kp nuo mazdaug 10 iki mazdaug 10™'? M arba
Zemiau, jeigu matuojama bet kurioje kietoje fazéje ir tirpalo fazéje. Antikiinai, turintys Kp
maziausiai 10! M yra pageidautini inhibuoti MCP-1 aktyvuma.

RySium su giminigumo svarbumu anti MCP-1 antikliny terapiniam naudingumui,
turety biti suprantama, kad tai gali generuoti anti-MCP-1 antikiinai, pavyzdziui,
kombinatoriskai, ir {vertinami tokie antikiinai dél prisiri§imo giminingumo. Vienas biidas,
kuris gali buti atliktas, yra paimti antikiino sunkiosios grandinés cDNR, paruoita kaip
apraSyta auksCiau, ir surasti gera giminingumg MCP-1, ir sujungti ja su antrojo antikiino
lengvosios grandinés ¢cDNR, paruosta kaip apraSyta aukiCiau, ir taip pat surasti gerg
gimininguma su MCP-1, pagaminant treéig antikiina. Gauto tre¢iojo antikfino giminingumai
gali bati i$matuoti, kaip apraSyta ¢ia, ir su pageidaujamomis disociacijos konstantomis
i3skirti ir charakterizuoti. Antraip, bet kurio auk$&iau aprayto antikiino lengvoji grandiné
gali biiti naudojama kaip jrankis padeéti sunkiosios grandinés kiirimui, kuri, jeigu poruojama
su lengvaja grandine turéty rodyti didelj gimininguma MCP-1, ir atvirk§¢iai. Tokios
sunkiosios grandinés kintamos sritys $ioje bibliotekoje gali biiti isskirtos i§ paprasty gyviiny,
i$skirtos i§ hiperimunizuoty gyviiny, sukurtos dirbtiniu biidu i§ bibliotekos, turinios
sunkiosios grandinés kintamos srities sekas, skirtingas CDR srityse, arba sukurtas bet kokiu
kitu biidu (tokiu kaip atsitiktiné arba kryptinga mutagenezé). kuris duoda jvairove bet kurios
grandinés kintamos srities geno CDR srityse. Tokios CDR sritys, ir dalinai CDR3, gali biti
reikSmingai skirtingo ilgio arba seky identiskumo nuo sunkiosios grandinés, pradzioje
suporuotos su originaliu anrikiinu. Gauta biblioteka gali bati atrinkta pagal didel; prisirisimo

prie MCP-1 gimininguma, sukuriant terapi$kai tinkamq antikiino molekulg¢ su panaSiomis
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savybémis, kaip originalus antikiinas (didelis giminingumas ir neutralizavimas). PanaSus
biidas, naudojant sunkiaja granding arba sunkiosios grandinés kintama sritj gali bati
naudojamas sukurti terapiskai tinkama antikino molekule su unikalia lengvosios grandinés
kintama sritimi. Be to, nauja sunkiosios grandinés kintama sritis, arba lengvosios grandinés
kintama sritis, gali biiti naudijamos, kaip apraSyta auk3¢iau, gali biiti naudojamos gepanasiu
biidu, kaip apradyta aukiéiau, identifikuoti naujg lengvosios grandinés kintamg sritj, arba
sunkiosios grandinés kintama sritj, kas jgalina sukurti nauja antikiino molekulg.

Kitas kombinatorinis biidas, kuris gali biiti atliktas, yra atlikti mutagenez¢ sunkiosios
ir/arba lengvosios grandiniy pradinéje linijoje, kaip parodyta kad atlikta antiklinuose
sutinkamai su ¢&ia apradytu isradimu, dalinai komplementaruma apsprendzianCiose srityse
(CDR). Gauto antikiino aktyvumai gali biti iSmatuoti, kaip aprasyta Cia, ir tokie antiklinai su
pageidaujamomis konstantomis i3skirti ir charakterizuoti. Po pageidaujamo riSiklio
atrinkimo, seka arba sekos, koduojandios tai, gali biti naudojamos generuoti
rekombinantinius antikiinus, kaip apraSyta auk3¢iau. Tam tikri mutagenezés atlikimo
metodai su oligonukleotidais Zinomi tos srities specialistams ir apima cheming mutagenezg,
pavyzdZiui, su natrio bisulfitu, fermentiniu klaidingu {jungimu ir ekspozicine radiacija.
Suprantama, kad &ia apradytas iSradimas apima antikiinus su esminiu identiskumu, kaip
apibrézta &ia, iki antikiiny tikslaus rinkinio, kuris gaunamas mutagenezés arba bet kokiu kitu
bidu. Be to, antikiinai su konservatyviais arba nekonservatyviais aminorfigi¢iy pakeitimais,
kaip apibréta &ia, padarytais antikiiny tiksliame rinkinyje, yra {jungti i ¢ia apraSyto iSradimo
igyvendinima.

Kitas kombinatorinis biidas, kuris gali buti naudojamas iSreiksti auk$¢iau apraSyty
antikiiny CDR sritims, ir ypatingai CDR3, aukiCiau apraSyty antikiiny, struktfriniy sri¢iy,
gauty i§ kity kintamy sri¢iy geny, kontekste. Pavyzdziui, vieno anti-MCP-1 antikiino
sunkiosios grandinés CDR1, CDR2 ir CDR3 gali biti ekspresuotos kitos sunkiosios
grandinés kintamy geny struktiirinés srities kontekste. PanaSiai, anti-MCP-1 antikiino
lengvosios grandinés CDR1, CDR2 ir CDR3 gali biiti ekspresuotos kontekste struktlrines
srities kity kintamos srities geny. Be to, $iy CDR sri¢iy pradinés sekos gali bti ekspresuotos
kity sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintamy sri¢iy geny kontekste. Gauti antikiinai gali
bati tiriami del specifikumo ir giminingumo ir gali sudaryti salygas naujy antikiiny
molekuliy generavimui.

Reikety jvertinti, kad remiantis ¢ia apradytu iSradimu paruodti antiklinai gali bati
ekspresuoti {vairiose lasteliy linijose. Sekos, koduojan¢ios individualius antikiinus, gali bati
naudojamos atitinkamy Zinduoliy lasteliy transformacijai. Transformacija, ivedant

polinukleotidus | lastele-eimininke, gali biti atlikta bet kokiu zinomu metodu, iskaitant,
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pavyzdZiui, polinukleotido supakavima { virusa (arba | virusinj vektoriy) ir lasteliy-
Seimininkiy transdukcijg virusu (arba vektoriumi), arba transfekcijos procediromis,
Zinomomis laboratorinéje praktikoje, kaip iliustruojama pavyzdziais JAV patentuose Nr.
4,399,216, 4,912,040, 4,740,461 ir 4,959,455. Panaudota transformacijos procediira
priklauso nuo Seimininko, kuris yra transformuojamas. Heterologiniy polinukleotidy jvedimo
1 Zinduoliy lasteles metodas gerai Zinomas praktikoje ir apima transfekcija tarpininkaujant
dekstranui, nusodinima kalcio fosfatu, transfekcija tarpininkaujant polibrenui, protoplasty
suliejima, elektroporacija, polinukleotido(y) supakavima i liposomas ir tiesiogine DNR
injekcija | branduolj.

Zinduoliy lasteliy linijos, tinkamos kaip ekspresijos Seimininkés yra gerai Zinomos
praktikoje ir apima daug imortalizuoty lasteliy linijy, prieinamy Amerikos kultiiry pavyzdziy
kolekcijoje (ATCC), iskaitant, bet neapsiribojant, Kinijos Ziurkéno kiausidziy (CHO)
lasteles, HeLa lasteles, jauno Ziurkéno inksty (BHK) Iasteles, beZdZioniy inksty lasteles
(COS), Zmogaus hepatoceliuliarinés karcinomos lasteles (pvz., Hep G2) ir eile kity lasteliy
linijy. Lasteliy linijos su tam tikru pirmumu yra atrenkamos nustatant, kuri lasteliy linija turi
aukstesnj ekspresijos lygi ir produkuoja antik@inus su esminémis MCP-1 suri$imo savybémis.

Papildomi antikiiny terapijos kriterijai

Kaip aptarta ¢ia, MCP-1 antikiino funkcija pasirodé svarbi maziausiai daliai jo
funkcionavimo bidy. Dabartinio iSradimo anti-MCP-1 antikiinai gali atlikti efektorine
funkcija, jskaitant nuo komplemento priklausantj citotoksiskuma (CDC) ir nuo antikiino
priklausant] lastelinj citotoksiskuma (ADCC). Yra tam tikras skai¢ius antikiiny izotipy, kurie
geba ta patj, jskaitant, be apribojimy, sekandius: peliy IgM, peliy IgG2a, peliy IgG2h, peliy
IgG3, Zmogaus IgM, Zmogaus IgG1 ir Zmogaus IgG3. Reikéty jvertinti, kad antikiinai yra
sukurti ne pradiniam reikalingumui kaip izotipas, bet daZniau, antikiinas kaip sukurtas gali
apimti bet kurj izotipg ir antiklinas gali biiti izotipg pakeites nuo to laiko, naudojant toje
srityje gerai Zinomus jprastinius metodus. Tokie metodai apima tiesioginiy rekombinantiniy
metody panaudojima (Zidr. pvz. JAV patentg Nr. 4,816,397 ir JAV patentg Nr. 6,331,415),
Iasteliy suliejimo metodus (Zidr. pvz. JAV patentus Nr. 5,916,771 ir 6,207,418) ir kitus.

Lasteliy suliejimo metoduose, paruo3iama mielomos arba kita lasteliy linija, kuri apima
sunkigja granding su bet kuriuo norimu izotipu ir paruoiiama mielomos arba kita lasteliy
linija, kuri apima lengvaja grandine. Tokios lastelés po to gali biti suliejamos ir i§skiriama
lasteliy linija, ekspresuojanti sveika antikiina.

Kaip pavyzdys, ¢ia aptarti MCP-1 antik@inai yra Zmogaus antiMCP-1 IgG2 ir IgG4
antikiinai. Jeigu tokie antikiinai turi norima ry$j su MCP-1 molekule, jie galéty bati lengvai

izotipidkai perjungti generuoti Zmogaus IgM, Zmogaus IgG1, arba Zmogaus IgG3, IgAl arba
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IgGA2 izotipus, nors tik turindius ta ta patiag kintama sriti (kuri apibrézia antikiino
specifiskumg ir dalinai jo gimininguma). Tokia molekulé turety sugebéti. fiksuoti
komplementa ir dalyvauti CDC.

Taigi, yra generuoti kaip antikiiny kandidatai, kurie atitinka norimus ,,struktirinius®
pozymius, kaip aptarta auki¢iau, jie gali pagrinde biiti numatyti tik su maziausiai tam tikrais

,funkciniais“ poZymiais izotipo perjungime.

Epitopy kartografija

Imunoblotingas

ApraSytas antikiiny prisiri§imas prie MCP-1 gali biti nustatytas keletu metody.
Pavyzdziui, MCP-1 gali biiti uZneSami ant SDS-PAGE ir analizuojami imunoblotingu. SDS-
PAGE gali biti atliekama arba nedalyvaujant arba dalyvaujant redukcijos agentui. Tokios
cheminés modifikacijos gali duoti cisteino liekany metilinima. Taigi, yra galima nustatyti,

kurie anti-MCP-1 antikiinai ri3asi prie MCP-1 linijinio epitopo.

Pavirdiné sustiprinta lazerio desorbija/jonizacija (SELDI)

Cia apradyty MCP-1 antikiiny epitopy kartografavimas gali taip pat biiti atliekamas,
naudojant SELDI. SELDIProteinChip® matrica yra naudojama nustatyti baltymas-baltynas
saveikos vietas. Antigenai specifikai sugaunami antikiinais, kovalentiskai imobilizuojami
ant baltymy &ipy matricos pavirsiaus pradiniu inkubavimu ir plovimu. Suristi antigenai gali
biiti aptikti lazeriu indukuotu desorbcijos procesu ir analizuojami tiesiogiai nustatant jy
mase. Tokie suridti antigeno fragmentai pavadinti kaip baltymo ,.epitopas®.

SELDI budas jgalina kompleksinés molekulinés kompozicijos viduje individualius
komponentus nustatyti tiesiogiai ir kartografuoti kiekybiskai atzvilgiu kity komponenty
greitu, labai jautriu ir kei¢iamo mastelio bidu. SELDI naudoja jvairias pavir$iaus chemijos
matricas, kad galéty sugauti ir turéti dideli skaiciy individualiy baltymu molekuliy
nustatymui lazerio indukuotu desorbcijos bidu. SELDI metodo sékmé charakterizuojama
dalinai daugybiniy funkcijy ant paviriaus (,Cipo*) miniatilirizavimu ir integravimul,
kiekviena priklausanciy skirtingoms technologijoms. SELDI BioChips ir kiti SELDI zondai
yra taip pavirdiumi ,sustiprinti®, kad jie tampa aktyviais dalyviais sugavime, gryninime
(atskyrime), pateikime nustatyme ir charakterizavime individualiy taikinio molekuliy (pvz.,
baltymy) arba jvertinamy molekuliy populiacijy.

Vienas SELDI baltymo BioChip, pakrautas tik su vienu originaliu pavyzdziu, gali biti
skaitomas tikstanéius karty. SELDI baltymo BioChip i$ LumiCyte kompanijos turi daugiau

negu 10000 uzraomy baltymy susijungusiy padéciy viename kvadratiniame centimetre.
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Kiekviena padétis gali atskleisti daugybés individualiy baltymy buvima. Jeigu baltymo
kompozicijos informacija i§ kiekvienos padeties skiriasi ir unikalus informacijos rinkinys
sujungtas, gaunamas kompozicijos Zemélapis, atspindintis  ypatybiy rinkinj, kuris
naudojamas bendrai nustatyti bendrus 3ablonus arba molekulinius »pirSty  atspaudus®,
Skirtingi pir3ty atspaudai gali biti susije su jvairiomis sveikatos stadijomis, i3 vienos pusés
ligos, ligos pradzios, arba su ligos regresija, susijusia su tam tikry vaisty skyrimu.

SELDI metodas gali biti aprasytas detaliau keturiose dalyse. PradZioje, vienas arba
daugiau dominangiy baltymy yra sugaunami arba »Sujungiami“ ant ProteinChip gardeles,
tiesiogiai i originalaus Saltinio medZiagos, be pavyzdzio paruos$imo ir be pavyzdzio
Zymejimo. Antrame etape »Signalo su triuk$mu* santykis yra sustiprinamas, silpninant
cheminj ir biocheminj »iriuk8ma®. Toks ,triuk§mas® yra slopinamas selektyviai sulaikant
taikinj ant ¢ipo, i$plaunant nepageidaujamas medziagas. Toliau, vienas arba daugiau taikinio
baltymy, kurie yra sugauti, yra interpretuojami greitu, jautriu, lazeriu indukuotu metodu
(SELDI), kuris pateikia tiesioging informacija apie taikinj (molekuling mase). Galiausiai,
taikinio baltymas bet kurioje vienoje arba daugiau padéciy gardelés viduje gali biti
charakterizuotas in situ atliekant vieng arba daugiau pririgimo ant ¢ipo arba modifikacijos
reakeijy, kad bty charakterizuota baltymo strukyiira ir funkcija.

Fagy displéjus (fenotipas?)

ApraSyty anti-MCP-1 antikliny epitopai gali biiti nustatyti eksponuojant ProteinChip
matrica su kombinatorine biblioteka 12-nariy atsitiktiniy peptidy, eksponuojamy ant
filamentiniy fagy (New England Biolabs).

Fagy displéjus apibidina selekcijos technika, kurioje peptidai ekspresuojami sulieti su
bakteriofago apvalkalo baltymu, pasireiskiantys suliety baltymy ant viriono pavirsiaus
fenotipu. ISplovimas atliekamas fagy eksponuojamy peptidy bibliotekg inkubuojant su
plokstele arba mégintuvéliy, padengtu taikiniu, iSplaunant nesuristus fagus ir specifiskai
iSplaunant surigtus fagus. ISplauti fagai po to amplifikuojami ir papildony suriSimy ir
amplifikacijos cikly pagalba praturtinami sankaupa naudingy seky. Po trijy ar keturiy cikly
individualiy klony suridimas toliau testuojamas fagy ELISA badu, atliekamu ant antikiinais
padengtais Sulinéliais ir charakterizuojamu specifiniu teigiamy klony DNR sekvenavimu.

Po daugybiniy tokiy i$plovimo cikly prie§ apra$ytus anti-MCP-1 antiklinus, suristi
fagai gali bati eliuuojami ir pateikiami tolimesniam tyrimui suristy peptidy identifikavimui ir
charakterizavimui,

Buvo parodyta, kad idradimo monokloniniai antiktinai surisa svarbias liekanas su MCP-
I Serdies domenu. Tirty monokloniniy antikiiny neutralizavimas isskiria dvi funkciskaj

svarbias vietas ?mogaus MCP-1, susijusias su dviem liekanomis, kurios anksGiau buvo
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parodytos reikalingos suridimui su receptoriumi. Viena vieta buvo atpazjstama visais tirtais
antikdinais, kurie konkuruoja su receptoriaus baltymu dél MCP-1 susirisimo ir itraukia
Arg24. Antroji vieta buvo nustatyta SeSiy antikiiny grupe, kurie jungiasi konformaciniais
epitopais ir jy prisijungimo vieta kaip pasirodé apima Arg24 ir Lys35, kurios yra labai arti N-
galo déka disulfidinés jungties tarp C11 ir C36.

Apradyti MCP-1 variantai anks¢iau buvo analizuojami del biologinio aktyvumo, fizinio
receptoriy suridimo ir struktiirinio vientisumo (Jarnagin ir kt., (1999) Biochemistry 38:
16167-16177; Hemmerich ir kt., (1999) Biochemistry 38: 13013-13025) ir numatytos
vertingos priemonés nustatant antikliny suriSan¢ius epitopus, kaip apraSyta Zemiau.

Anti-MCP-1 3.11.2 antikiinas atpaZista konformacinius epitopus ir skiria i3 kity
antiking pagal sunkiosios ir lengvosios grandiniy unikalias sekas ir jy sugebéjima
kryzmigkai reaguoti su ir taip pat kryZmiskai neutralizuoti kitus MCP 3eimos narius, tokius
kaip MCP-2, MCP-3 ir MCP-4. Kaip parodyta su mutagenezes eksperimentais, mAb 3.11.1
prisiridimo vieta buvo paveikta keiCiant R24A, bet ne K35A. Sie duomenys yra patvirtinti
Lys-C skaldymo ant €ipo rezultatais su SELDI, kuris atriboja epitopo prisirisima, esant tarp
MCP-1 20-35 liekany.

Nustatymas, kad 3.11.1 epitopas yra tarp 20-35 liekany, buvotaip pat paremta seky
paluyginimu, parodant kad R24, bet ne K35 buvo iSsaugota per kitus MCP 3eimos narius,
konkregiai MCP-2, MCP-3 ir MCP-4. Suridimo analizé¢ su SPOT peptidy, susintetinty ant
membranos, pagalba (Sigma-Genosys, The Woodlands, Texas) atskleide, kad prisirisimo
vieta maZiausiai astuoniy mAb su linijiniais epitopais apima 20-35 liekanas ir jtraukia R24.
Atsizvelgiant i iy suri$imo tyrimy rezultaty panaSumus ir svarbuma homologijos tarp visy
mAb kintamy geny struktiiry, prisiri3usiy prie linijiniy epitopy ant MCP-1, pasirode, kad visi
antikiinai ri3asi su $ituo neutralizuojanciu epitopu.

Epitopy sankaupa apie R24 ir K35 paaiSkina visu 36 antikiiny neutralizuojantj
aktyvuma, Atpazintas MCP-1 epitopas nepasirodo pratgstas iki N-galinés Pro9 liekanos. Si
liekana pasirodé veikianti | receptoriaus signalizavima, bet ne prisiri$imo gimininguma.

Panaudojimas diagnostikoje

Antikiinai, paruo3ti pagal &ia aprasyto isradimo igyvendinima, naudojami tyrimams,
ypatingai diagnostikos in vivo tyrimuose. pavyzdziui, nustatant MCP-1 ir visy MCP-I
Seimos nariy lygi paciento pavyzdziuose. Paciento pavyzdziai gali bati. pavyzdziui, kiino
skys&iai, geriau kraujas, dar geriau kraujo serumas, sinovialinis skystis, audiniy lizatai ir
ekstraktai, pagaminti i§ nesveiky audiniy. Pavyzdziy diagnostikos biidai apima MCP seimos
chemokinu lygio matavima, pavyzdZiui, Zmogaus serume, sinovialiniame skystyje ir audiniy

lizatuose. Specifiniy MCP 3eimos nariy lygio steb¢jimas gali bliti naudojamas kaip pakaitinis
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matas pacienty reakcijos | gydyma ir kaip ligos sunkumo stebéjimo metodas. Aukstesnis
MCP-1 lygis, palyginus su kity tirpiy Zymeny, turéty reik$ti uzdegimo buvima. MCP-1
antigeno koncentracija esanti paciento pavyzdZiuose yra nustatoma naudojant metoda, kuris
specifiSkai nustato esantio antigeno kieki. Toks metodas yra ELISA metodas, kuriame,
pavyzdziui, iSradimo antikiinai gali biti patogiai imobilizuoti ant netirpios matricos, tokios
kaip polimeriné matrica. Naudojant pavyzdziy populiacija, kurie pateikia statistiskai svarbius
rezultatus kiekvienai progresijos arba gydymo stadijai, gali biiti nustatytos antigeno
koncentracijos ribos, kurios gali biiti vertinga kiekvienos ligos stadijos charakteristika.

Norint nustatyti uzdegimo lygj subjekte pagal tyrima, arba charakterizuoti subjekto
atsakg | gydymo kursa, i3 subjekto imamas kraujo pavyzdys ir nustatoma pavyzdyje esanéio
MCP-1 antigeno koncentracija. Taip gauta koncentracija naudojama nustatyti, j kurig
koncentracijos riba reikimé patenka. Taip nustatyta riba koreliuoja su ligos progresijos
stadija arba gydymo stadija nustatyta jvairiose diagnozuoty subjekty populiacijose, tuo biidu
nurodant subjekto stadijg po tyrimo.

Geny amplifikavimas ir/arba ekspresija gali biiti matuojama pavyzdyje tiesiogiai,
pavyzdZiui, jprastiniais Southern blotingo metodu, Northern blotingo metodu nustatant
mRNR transkripcijos kieki (Thomas, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)), dot
blotingu (DNR analize) arba hibridizacija in situ, naudojant atitinkamai Zyméta bandini,
pagrista €ia numatyta seka. Antraip, gali biti pritaikyti antikiinai, kurie gali atpaZinti
specifinius dupleksus, jskaitant DNR dupleksus, RNR dupleksus ir DNR-RNR hibridy
dupleksus arba DNR-baltymy dupleksus. Antikiinai paeiliui gali biti Zyméti ir gali biti

atliktas bandymas, kuriame dupleksas yra suriitas su pavirdiumi taip, kad po duplekso
susiformavimo ant pavirsiaus, gali biiti nustatytas antikiinas, prisirises prie duplekso.
Pavyzdziui, antikiinai, iskaitant antikiiny fragmentus, gali biiti naudojami kokybiniam
ir kiekybiniam MCP-1 baltymy ekspresijos nustatymui. Kaip pazyméta auk3éiau, antiklinas |
geriau yra paZymeétas su nustatoma, pvz. fluorescentine Zyme, ir suridimas gali biti
tikrinamas §viesos mikroskopija, tékmés citometrija, fluorimetrija arba kitais gerai Zinomais
metodais. Sie metodai pagrinde tinkami, jeigu amplifikuotas genas koduoja lastelés
pavir$iaus baltyma, pvz. augimo faktoriy. Tokie suridimo tyrimai yra atliekami kaip jprasta.
Antikliny, susiriSusiy su MCP-1 baltymu, nustatymas in situ gali buti atliekamas,
pavyzdziui, imunofluorescencija arba imunoelektronine mikroskopija. Siam tikslui
paimamas zmogaus audinio méginys ir jam taikomas Zzymétas antikiinas, geriau uzguldant
antikiing ant biologinio pavyzdzio. Si procedira taip pat jgalina nustatyti zyméto geno
produkta tiriamame audinyje. Sios srities specialistui turéty biti akivaizdu, kad histologiniy

metody didelé jvairové yra lengvai pritaikoma nustatymui in situ.
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Vienas i$ labiausiai jautriy ir labiausiai lanks¢iy kiekybiniy metody diferenciniam geny
ekspresijos kiekybiniam nustatymui yra RT-PGR, kuris gali biiti naudojamas palyginti iRNR
lygiui skirtingose pavyzdziy populiacijose, esant normaliems ir augliy audiniams, esant arba
nesant vaisty poveikiui, charakterizuoti geny ekspresijos biidus, atskirti artimai susijusias
iRNR ir tirti RNR struktiira.

Pirmasis Zingsnis $iame procese yra iRNR i3skyrimas i§ objekto pavyzdZio. Pradine
medZiaga tipidkai yra suminé RNR nustatyta tvarka i3skirta i§ nesveiko audinio ir atitinkamy
sveiky audiniy. Taigi, iRNR gali biti ekstrahuota , pavyzdZiui, i§ uzsaldyty arba archyvuoty
parafinu uzliety ir fiksuoty (pvz. formalinu fiksuoty) nesveiky audiniy pavyzdZiy
palyginimui su to paties tipo normaliu audiniu. iRNR ekstrakcijos metodai yra gerai Zinomi
Sioje srityje ir iSdestyti standartiniuose molekulinés biologijos vadovéliuose , iskaitant
Ausubel ir kt., Current Protocols of Molecular Biology, John Wiley and Sons (1997). RNR
ekstrakcijos metodai i§ parafinu uZliety audiniy yra i3déstyti, pavyzdziui, Rupp ir Locker,
Lab Invest., 56:A67 (1987) ir De Andres ir kt., BioTechniques, 18:42044 (1995). Ypa¢, RNR
i§skyrimas gali bti atliekamas naudojant iSvalymo rinkinj, buferiy rinkinj ir proteazes i3
komerciniy gamintojy, tokiy kaip Qiagen, pagal gamintojy instrukcijas. PavyzdZiui, suminé
RNR i3 audiniy pavyzdZiy gali biiti i§skirta naudojant RNA Stat-60 (Tel-Test).

Jeigu RNR negali tarnauti kaip PGR matrica, pirmas Zingsnis diferencingje geny
ekspresijos analizéje pagal RT-PGR yra atvirk3tiné RNR matricos transkripcija { cDNR,
sekanti i§ jos eksponentinés amplifikacijos PGR reakcijoje. Dvi daZniausiai naudojamos
atvirk$tinés transkriptazés yra pauki¢iy mieloblastozés viruso atvirkstiné transkriptazé
(AMV-RT) ir Moloney peliy leukemijos viruso atvirkstiné transkriptazé (MMLV-RT).
Atvirk$tiné transkripcija yra atlickama naudojant specifinius pradmenis, atsitiktinius
heksamerus arba oligo-dT pradmenis, priklausomai nuo aplinkybiy ir ekspresijos atlikimo
tikslo. PavyzdZiui, ekstrahuota RNR gali biiti atvirksciai transkribuota, naudojant GeneAmp
RNR PGR rinkinj (Perkin Elmer, CA, USA) pagal gamintojo instruccijas. Gautoji cDNR gali
biti po to naudojama kaip matrica paskesnése PGR reakcijose.

Taip pat PGR stadijoje gali buti naudojama daugybé termostabiliy DNR priklausomy
DNR polimeraziy, tai tipiskai atlicka Taq DNR polimeraze, kuri turi 5'-3' nukleazinj
aktyvuma, bet neturi 3'-5' endonukleazinio aktyvumo. Taigi, TagMan PGR tipiskai
naudojamas Taq arba Tth polimerazés 5'- nukleazinis aktyvumas hidrolizavimui
hibridizacijos zondo, pririito prie jo taikinio amplikono, bet negali biti naudojamas Kkitas
fermentas su ekvivalentisku 5' nukleaziniu aktyvumu. Du oligonukleotidy pradmenys
naudojami sukurti PGR reakcijos tipiniam amplikonui. Tre€iasis oligonukleotidas. arba

zondas, skirtas nustatyti tarp dviejy PGR pradmeny esancig nukleotidy seka. Zondas yra
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nepailginamas Taq DNR polimerazés fermentu ir Zymétas reporterio fluorescuojanciais
daZais ir gesinanciaisiais fluorescuojanéiais dazais. Bet kokia laserio indukuota emisija i§
reporterio fluorescuojanéiy daZy yra gesinama gesinangiaisiais dazais, jeigu du dazai yra arti
vienas kito, kaip jie yra ant zondo. Amplifikacijos reakcijos metu Taq DNR polimerazés
fermentas skaldo zonda nuo matricos priklausomu biidu. Gaunami zondo fragmentai
disocijuoja tirpale ir signalas i§ islaisvinto reporterinio daZo yra laisvas nuo antrojo
fluoroforo gesinantiojo efekto. Viena reporterio dazy molekulé yra islaisvinta uz kiekvieng
naujai susintetinta molekulg, ir neuZgesinty reporterio dazy nustatymas nurodo pagrinda
kiekybinei duomeny interpretacijai.

TagMan RT-PGR gali biti atliekama, naudojant komerciskai prieinamas priemones,
tokias, kaip pavyzdziui, ABI PRIZM 7700TM Sequence Detection SystemTM (Perkin-
Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), arba Lightcycler (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Germany). Pateiktame igyvendinime 5' nukleazés atlikimo
metodika tgsiasi realiame laike, naudojant kiekybing PGR priemong, tokia kaip ABI PRIZM
7700TM Sequence Detection SystemTM. Sistema susideda i§ termociklerio, lazerio, kriivio
keitimo prietaisas (CCD), kameros ir kompiuterio. Sistema amplifikuoja pavyzdZius
termocikleryje 96 Sulinéliy formate. Amplifikacijos metu lazerio indukuotas fluorescentinis
signalas surenkamas realiame laike per pluodtinj optinj kabelj visiems 96 $ulinéliams ir
detektuojamas CCD. Sistema apima programing jranga instrumento veiklai ir duomeny
analizavimui.

5'-nukleazés analizés rezultaty duomenys pradzioje ekspresuojami kaip Ct, arba
slenkstinis ciklas. Kaip aptarta auksgiau, fluorescencijos reikimés yra fiksuojamos
kiekviename cikle ir atspindi amplifikacijos reakcijoje tuo metu suamplifikuoto produkto
kieki. TaSkas, kai fluorescentinis signalas yra pirma fiksuojamas kaip statistiskai svarbus, yra
slenkstinis ciklas (Ct). ACt reik$més yra naudojamos kaip kiekybinis {vertinimas santykinio
skaiCiaus starto kopijy konkretaus taikinio sekos nukleino rugsties pavyzdyje, jeigu palyginti
RNR ekspresijg lasteléje i3 nesveiko audinio su tuo normalioje lasteléje.

Norint sumazinti klaidas ir i§ pavyzdZio { pavyzdj peréjimo efekto pakitimus, RT-PGR
atlieckama naudojant vidinj standarta. Idealus vidinis standartas ekspresuojamas pastoviu
lygiu skirtinguose audiniuose ir yra nepaveiktas eksperimentinio apdorojimo. RNR
daZniausiai naudojamos geny ekspresijos biidams normalizuoti yra iRNR gyvybiskai svarbiy
funkcijy geny - gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazés (GAPDH) ir B-aktino.

Diferencine geny ekspresija gali biiti taip pat identifikuota arba patvirtinta , naudojant

mikrogardeliy technika. Siame metode dominanéios nukleotidy sekos yra paklojamos arba
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13déstomos ant mikro€ipy substrato. I3déstytos sekos po to hxbrldlzuOJamos su specgmals
DNR zondais i§ dominanciy lasteliy arba audiniy.

Specifiniame mikrogardeliy technikos jgyvendinime, PGR amplifikacijos jterpti cDNR
klonai yra taikomi prie substrato dideliu rinkiniu. Geriausiai maZiausiai 10000 nukleotidy
seky yra taikomos prie substrato. Genai, i§déstyti ant mikrogardeliy, imobilizuoti ant
mikro¢ipy 10000 elementy kiekvienas, yra tinkami hibridizacijai, esant grieztoms salygoms.
Fluorescentiskai Zyméti cDNR zondai gali biti generuojami inkorporuojant fluorescentinius
nukleotidus i§ dominan¢iy audiniy ekstrahuotos RNR atvirkstine transkripcija. Zyméti cDNR
zondai pritaikyti prie ¢ipo selektyviai hibridizuojasi su kiekvienu DNR gardelés tasku. Po
privalomo plovimo, kad biity paSalinti nespecifiskai prisijunge zondai, ¢ipas skanuojamas
konfokaline lazerio mikroskopija. Kiekvieno i3déstyto elemento hibridizacijos kiekybinis
lvertinimas galimas jvertinant atitinkamos iRNR pertekliy. Su dvejopa spalvos
fluorescencija, atskirai Zyméti cDNR zondai generuoti i§ dviejy RNR 3altiniy hibridizuoti
poromis prie gardelés. Santykinis perteklius transkripty i§ dviejy 3altiniy atitinkandiy
kiekvienam tiksliai apibiidintam genui tokiu biidu nustatomas vienu metu. SumaZinta
hibridizacijos skalé pateikia patogy ir greita didelio skai¢iaus geny ekspresijos jvertinimo
buda. Tokie metodai parodé, kad reikia turéti jautruma, reikalinga nustatyti retai
pasitaikan€iy geny transkriptus, kurie ekspresuojami nuo keleto kopiju i§ lastelés ir
atkuriamai nustatyti maZiausiai vidutini$kai dukartinj ekspresijos lygiy skirtumg (Schena ir
kt., Proc. Nathl. Acad. Sci. USA, 93(20)L106-49). Nukleino riigd¢iy hibridizacijos
metodologija ir mikrogardeliy technologija yra gerai Zinoma §ioje srityje.

MCP-1 agonistai ir antagonistai

Cia apradyto i$radimo jgyvendinimai taip pat susije su MCP-1 baltymo variantais, kurie
funkcionuoja kaip bet kuris MCP-1 agonistas (mimetikas) arba kaip MCP-1 antagonistas.
MCP-1 baltymo variantai gali biiti generuoti mutagenezés bidu, pvz. paviene taskine
mutacija arba MCP-1 baltymo trumpinimu. MCP-1 baltymo agonistas gali i$laikyti i§ esmes
ta patj arba dalinj biologini aktyvuma natiraliai pasitaikan¢ios MCP-1 baltymo formos.
MCP-1 baltymo antagonistas gali inhibuoti vieng arba daugiau aktyvumy natiraliai
pasitaikan¢io MCP-1 baltymo, pavyzdziui, pagal konkurencinj susiri$ima su nariais,
esanéiais prie$ ir uZ lastelinés signalinés kaskados, kuri apima MCP-1 baltyma. Taigi,
specifiniai biologiniai efektai gali biiti i§gauti veikiant su jvairiomis ribotomis funkcijomis.
Siame jgyvendinime subjekto veikimas variantu, turinéiu natdraliai pasitaikancio baltymo
formos biologiniy aktyvumy dalj, turi mazesnj pasalinj efekta subjekte atitinkamai veikimui

su natiiraliai pasitaikan¢ia MCP-1 baltymo forma.
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MCP-1 baltymo variantai, kurie funkcionuoja arba kaip MCP-1 agonistas (mimetikas)
arba kaip MCP-1 antagonistas, gali bati identifikuoti tikrinant MCP-1 baltymo mutanty
kombinatorines bibliotekas, pvz. sutrumpinimo mutanty, pagal baltymo agonistinj arba
antagonistinj aktyvuma. Siame igyvendinime MCP-1 varianty nevienalyté biblioteka yra
generuojama kombinatorine mutageneze nukleino rugs¢iy lygyje ir yra uzkoduota
nevienalyte geny biblioteka. MCP-1 varianty nevi'enalyté biblioteka gali biti produkuota,
pavyzdziui, fermentiskai liguojant sintetiniy oligonukleotidy misinj i geny sekas, tokias kaip
i8sigimes rinkinys potencialiy MCP-1 seky yra ekspresuojamas kaip individualus peptidas,
arba atvirks¢iai, kaip rinkinj didesniy suliety baltymy (pvz. fagy atvaizdavimui) turinéiy
MCP-1 seky rinkini jame. Egzistuoja metody jvairové, kurie gali biiti naudojami
produkavimui potencialiy MCP-1 varianty biblioteky i3 i3sigimusiy nukleotidy seky.
Isigimusiy geny seky cheminé sintezé gali biti atlikta automatiniu DNR sintezatoriumi ir
sintetiniai genai gali biiti po to suliguoti 1 atitinkamga ekspresijos vektoriy. I$sigimusio geny
rinkinio naudojimas jgalina viename midinyje apriipinti visomis sekomis, koduojangiomis
norima rinkinj potencialiy MCP-1 varianty seky. ISsigimusiy nukleotidy sintezés metodai yra
gerai Zinomi Sioje srityje (Zidr. pvz. Narang, Tetrahedron 39:3 (1983); Itakura ir kt., Annu.
Rev. Biochem. 53:323 (1984); Itakura ir kt., Science 198:1056 (1984); Ike ir kt., Nucl Acid
Res. 11:477 (1983).

Kity gydymo metody numatymas ir sukiirimas

Pagal $io i8radimo &ia apradytus jgyvendinimus ir remiantis aktyvumais antikiiny, kurie
yra produkuoti ir charakterizuoti ¢ia MCP-1 atzvilgiu, numatymas kity gydomyjy modalumy,
i8skyrus antikiiny dalis, yra pagalbinis. Tokie modalumai apima, be i$iméiy, pazangia
antikiiny terapija, tokius kaip dvispecifinius antikinus, imunotoksinus ir radioizotopy
terapija, peptidy terapijos generavima, geny terapija, ypa¢ intraantikiinus, antiprasme terapija
ir mazas molekules.

SarySyje su paZangios antikiiny terapijos kurimu, kur komplemento fiksavimas yra
norimas pozymis, galima i3vengti priklausomybés nuo komplemento lasteliy Zities
naudojant, pavyzdziui, dvispecifinius, imunotoksinus arba radioizotopus.

Pavyzdziui, sarySyje su dvispecifiniais antikiinais, dvispecifiniai antikiinai gali biiti
generuoti, kurie apima (i) du antikiinus — vieng su specifiskumu MCP-1 ir kita su antra
molekule, kurios yra konjuguotos kartu, (1) vieng antikiina, kuris turi viena granding
specifing MCP-1 ir antrg grandine, specifine antrajai molekulei, arba (iii) viena antikiino
granding, kuri turi specifiskuma MCP-1 ir kita molekule. Tokie dvispecifiniai antikiinai gali
biti generuoti naudojant gerai Zinomas metodikas, pavyzdziui. sarySyje su (i) ir (ii) zidr.

pvz., Fanger ir kt. Immunol Methods 4:72-81 (1994) ir Wright ir Harris, auk3¢iau ir saryyje
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antrasis specifiSkumas gali biti gautas sunkiosios grandinés aktyvavimo receptoriais,
iskaitant, be apribojimy, CD16 arba CD64 (Zitr. pvz. Deo ir kt. 18:127 (1997)) arba CD89
(zitr. pvz. Valerius ir kt. Blood 90:4485-4492 (1997)).

SarySyje su imunotoksinais, antikiinai gali bati modifikuoti taip, kad veikty kaip
imunotoksinai, naudojant gerai Zinomas $ioje srityje metodikas. Ziir. pvz. Vitetta Immunol.
Today 14:252 (1993). Zifir taip pat JAV patenta Nr. 5,194,594. SarySyje su ruosimu
radioizotopais Zyméty antikiiny, tokie modifikuoti antikiinai lengvai gali biiti paruosti,
naudojant gerai Zinomas $ioje srityje metodikas. Zitr. pvz. Junghans ir kt. in Cancer
Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (2nd edition, Chafner and Longo, eds., Lippincott
Raven (1996)). Ziiir. taip pat JAV patentus Nr. 4,681,581, 4,735,210, 5,101,827, 5,102,990,
(RE 35,500), 5,648,471 ir 5,697,902.

Terapinis skyrimas ir kompozicijos

Biologiskai aktyviis anti-MCP-1 antik@inai paruosti pagal ¢ia apradytq iSradimga gali biti
naudojami steriliuose farmaciniuose preparatuose arba kompozicijose neutralizuoti MCP-1
produkuoto aktyvumo nesveikuose ir uZdegimo paveiktuose audiniuose, tuo uzkertant
tolimesn] vienbranduoliniy lasteliy skverbimasi | audinius. Tokie nesveiki ir uzdegimo
paveikti audiniai pasitaiko daugelyje tipy Zmogaus vézio, iskaitant krities, kiauSidZiy ir
plaudiy véZj ir esant sglygoms, tokioms kaip glomuronefritas, arteriosklerozé ir isétiné
sklerozé. BiologiSkai aktyvus $io i§radimo anti-MCP-1 antiklinas gali biiti naudojamas
vienas arba derinyje su Kkitais terapiniais agentais. Prie§ véZj anti-MCP-1 antikiinai gali biti
derinami su tradiciniais chemoterapijos bldais, tokiais kaip taksolas, doksorubicinas, cis-
platina, 5-fluoruracilas ir kitais naujais angiogenezés proceso inhibitoriais. Uzdegiminiy ligy
gydymui MCP-1 antikiinai gali buti derinami su steroidais arba antikiinais prie$ kitus
citokinus ir chemokinus, kurie padeda ligos biiklei.

Jeigu naudojama jvedimui in vivo, antikiino kompozicija galéty biti sterili. Tai gali
biti lengvai pasiekiama filtruojant per sterilias filtravimo membranas, prie§ arba po to
sekancios liofilizacijos ir atstatymo. Antiklinai jprastai turéty biti laikomi liofilizuotoje
formoje arba tirpale. Terapinés antikiiny kompozicijos dazniausiai patalpinamos | konteiner,
turintj sterilia priéjimo anga, pavyzdziui, intraveniniy tirpaly maiselis arba buteliukas,
turintis kam§tj praduriama su poodiniy injekcijy adata.

Antikiino jvedimo kelias gali buti jprastiniais budais, pvz. injekcija arba intravening
infuzija, | pilvapléve, | smegenis, { raumenis, | akis, | arterija, | stuburo kanalo ertmg,

inhaliacija arba i paZeistus audinius arba nepertraukiamo atpalaidavimo sistemomis, kaip
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nurodyta Zemiau. Antikiinas geriau jvedamas be perstojo infuzijos biidu arba dide%q piliuliy
injekcijomis.

Efektyvus antikiino kiekis, kuris taikomas terapiSkai, turéty priklausyti, pavyzdziui,
nuo terapiniy tiksly, jvedimo bido, ir paciento biklés. Atitinkamai, terapeutui turéty bti
svarbu nustatyti doze ir jvedimo buda, kaip reikalinga nustatyti optimaly terapinj efekta.
Tipiskai, gydytojas praktikas turety skirti antikiing iki pasiekiama dozé, kuri duoda norima
efekta. Sios terapijos progresas yra lengvai matuojamas jprastiniais biidais arba ¢ia aprasSytais
bidais.

I3radimo antikiinai gali biti paruosti miSinyje su farmaciskai priimtinu nedikliu. Si
terapiné kompozicija gali biti jvesta intraveniniu bidu arba per nosj arba plau¢ius, geriau
kaip skystis arba milteliai aerozoliniame pavidale (liofilizuoti). Kompozicija gali biti jvesta
parenteraliai arba po oda, jeigu norima. Jeigu paskiriama sistemiskai, terapiné kompozicija
turéty bati sterili, apirogeniné ir parenteraliai priimtinas tirpalas turéty turéti atitinkama pH,
izotoniskumg ir stabiluma. Sios salygos gerai Zinomos $ios srities specialistui. Trumpai
tariant, ¢ia apradyto isradimo igyvendinimy dozavimo kompozicijos yra paruostos
saugojimui arba jvedimui sumai3ant Jjunginj, turint{ norima §varumo laipsnj su fiziologiskai
priimtinu  nesikliais, uZpildais arba stabilizatoriais. Tokia medziaga yra netoksika
recipientams taikomomis dozémis ir koncentracijomis ir apima buferius, tokius kaip Tris
HCL, fosfatinj, citratinj, acetatinj ir kity organiniy drusky; antioksidantus, tokius kaip
askorbininé rigstis; Zemos molekulinés masés (maZiau negu desimt liekany) peptidus, tokius
kaip poliargininas, baltymus, tokius kaip serumo albuminas, Zelatina arba imunoglobulinai;
hidrofilinius polimerus, tokius kaip polivinilpirolidonas,; aminoriigitis tokias kaip glicinas,
glutamino riigstis, asparagino riigitis arba argininas; monosacharidus, disacharidus ir kitus
karbohidratus, iskaitant celiuliozg arba jos darinius, gliukoze, manozg arba dekstrinus;
chelatinius agentus, tokius kaip EDTA; cukraus alkoholius, tokius kaip manitolis arba
sorbitolis; prie§joninius agentus tokius kaip natris ir/arba nejoninés pavirsinio aktyvumo
medZiagos tokios kaip TWEEN, PLURONICS arba polietilenglikolis.

Sterilios kompozicijos injekcijoms gali buti ruosiamos pagal jprastine farmacijos
praktika, kaip apraSyta Remington‘s Pharmaceutical Sciences (18th ed, Mack Publishing
Company, Easton, PA ( 1990)). Pavyzdziui, aktyvus junginys iStirpinamas  arba
suspenduojamas neiklyje tokiame kaip vanduo arba natiiraliai pasitaikantis augalinis aliejus,
toks kaip sezamo, Zemes rieSuty, medvilnés sékly arba sintetiniame nesiklyje kaip etilo
oleatas arba panasiame, kuris gali bti reikalingas. Buferiai, konservantai, antioksidantai gali

bati jjungiami pagal priimta farmacine praktika.
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polimery, turin¢iy polipeptidus, pusiau pralaidZias matricas, kur matricos yra turintys tam
tikra pavidala daiktai, plévelés arba mikrokapsulés. Ilgalaikio atpalaidavimo matricy
pavyzdziai apima poliesterius, hidrogelius (pvz., poli(2-hidroksietil-metakrilatas) kaip
apradyta Langer ir kt., J. Biomed Mater. Res., 15:167-277 (1981) ir Langer, Chem. Tech.,
12:98-105 (1982) arba poli(vinilalkoholis)), polilaktidus (JAV patentas Nr. 3,773,919, EP
58481), L-glutamino rugsties kopolimerus ir gama etil-L-glutamata (Sidman ir kt,
Biopolymers, 22:547-556 (1983)), nedegraduojantj etileno vinilacetatg (Langer ir kt.,
auki¢iau), degraduojandius pieno riigities — glikolio riigities kopolimerus, tokius kaip
LUPRON DepotTM (iSvirks¢iami mikrorutuliukai sudaryti i pieno riigsties — glikolio rigsties
kopolimero ir leuprolido acetato) ir poli-D-(-)-3-hidroksisviesto riigties (EP 133988).

Kadangi polimery, tokiy kaip etileno vinilacetatas ir pieno rigstis — glikolio rtgstis
negali atpalaiduoti molekuliy daugiau kaip per 100 dieny, kai kurie hidrogeliai atpalaiduoja
baltymus per trumpesnj laiko perioda. Jeigu jdéti | kapsulg baltymai pasilieka kiine ilgg laiko
tarpa, jie gali denatfiruotis arba agreguotis nuo buvimo drégméje prie 37 °C, rezultate
prarasdami biologinj aktyvuma ir galimai pasikei¢iant imunogeniskumui. Baltymy
stabilizavimui gali biiti surasta racionali strategija, priklausomai nuo dalyvaujancio
mechanizmo. PavyzdZiui, jeigu surasta, kad agregacijos mechanizmas yra tarpmolekuliniy S-
S jungéiy formavimasis apsikeiiant disulfidais, stabilizacija gali biiti pasiekta modifikuojant
sulfhidrilines grupes, liofilizuojant i¥ rtgstinio tirpalo, kontroliuojant drégmeés Kkieki,
naudojant tam tikrus priedus ir tobulinant specifines polimerinés matricos kompozicijas.

Ilgalaikio atpalaidavimo kompozicijos taip pat apima idradimo antikiinus, apgaubtus
liposomy. Liposomos, turindios tokius antikiinus, yra gaunamos pagal Zinomus metodus:
JAV patentas Nr. DE 3,218,121; Epstein ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030-4034
(1980); EP 52322; EP 36676; EP 88046; EP 143949; 142641; Japonijos patento paraiska 83-
118008; JAV patentai Nr. 4,485,045 ir 4,544,545; ir EP 102324, Antikiino dozé turéty biti
nustatyta gydandio gydytojo atsizvelgiant | jvairius faktorius, Zinomai modifikuojancius
vaisto veikima, iskaitant ligos sunkumag ir tipa, kiino svorj, lytj, dieta, jvedimo laika ir buda,
kitus medikamentus ir kitus svarbius klinikinius faktorius. Terapi¥kai efektyvi dozé gali bati
nustatyta bet kuriais in vivo ir in vitro metodais.

Antikiino kompozicijos dozé konkre¢iam pacientui turéty biiti nustatyta gydancio
gydytojo, atsizvelgiant i {vairius faktorius, Zinomai modifikuojancius vaisto veikima,
iskaitant ligos sunkuma ir tipa, kino svorj, lytj, dieta, jvedimo laikg ir bida, kitus
medikamentus ir kitus svarbius klinikinius faktorius. Terapiskai efektyvi dozé gali bati

nustatyta bet kuriais in vivo ir in vitro metodais.
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Sioidradimo antikiino taikomas efektyvus kiekis turety priklausyti, pavyzdziui nuo
terapiniy tiksly, jvedimo bido ir paciento biklés. Taigi, gydan¢iam gydytojui turéty biti
svarbu nustatyti doz¢ ir modifikuoti jvedimo biidg kaip reikalinga gauti optimaly terapinj
efekta. Tipiné dienos dozé galéty svyruoti nuo mazdaug 0,001mg/kg iki 100 mg/kg arba
daugiau, priklausomai nuo auki¢iau paminéty faktoriy. Tinkamos dozés koncentracijos
apima 0,001 mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 5
mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg,
50 mg/kg, 55 mg/kg, 60 mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85 mg/kg, 90
mg/kg, 95 mg/kg ir 100 mg/kg arba daugiau. TipiSkai, gydantis gydytojas turi skirti terapinj
antikling kol pasiekiama dozé, duodanti norimg efekta. Sios terapijos progresas yra lengvai

matuojamas jprastiniais biidais arba &ia aprasytais biidais.

PAVYZDZIAI
Sekantys pavyzdziai, apimantys pravestus eksperimentus ir pasiektus rezultatusyra
pateikti tik iliustraciniais tikslais ir neturéty biti vertinami kaip apribojantys ¢ia apradyto
iSradimo tolimesnius jgyvendinimus.
1 PAVYZDYS

MCP-1 antigeno paruogimas

Zmogaus MCP-1 peptidas, naudojamas kaip antigenas $iame tyrime turi sekantiag
aminortig§¢iy seka;

QPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEICADP

KQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT (SEQ ID NO: 149)

Sis peptidas buvo rekombinantidkai ekspresuotas E. coli ir isigytas i§ Prepro Tech
(Rocky Hill, NJ).

2 PAVYZDYS
Anti-MCP-1 antiklnai

Antik{iny generavimas

Gyviany imunizavimas ir atranka surinkimui ELISA. Monokloniniai antikinai pries§
MCP-1 buvo sukurti nuosekliai imunizuojant XenoMouse® peles (XenoMouse® kamienai
XMG2, XMG4 (3C-1 kamienas) ir hibridinis kamienas, sukurtas sukryZminus XMG?2 su
XMG4 (3C-1 kamienas) peles, Abgenix, Inc. Fremont, CA) pagal plana, parodyta 2 lenteléje.
Pavyzdziui, pradiné imunizacija buvo su 10 pg antigeno sumaidyto 1:1 t/t su TiterMax Gold.
Nuosekliai keliant buvo atlikta su 5 arba 10 pg antigeno, sumaisyto su 100 pg alliny geliu
apirogeniniame D-PBS. Kai kurie padidéjimai buvo pasiekti su 50 % TiterMax Gold,
sekantys po trijy injekcijy su 10 pg antigeno, sumaisyto 1:1 /t su 10 ug MCP-1 antigeno
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alliny gelyje, ir po to galutinis padidéjimas 10 pg antigeno PBS. Ypatingai, kiekviena pelé

buvo imunizuojama injekuojant po oda i papade¢. Gyvinai buvo imunizuojami dienomis: 0,

4,7, 10, 14, 18, 27, 31, 35 ir 42. Gyvinams 13 ir 26 dieng buvo nuleistas kraujas serumo

iSskyrimui ir selekcijos atlikimui, kaip aprasyta Zemiau.

2 lentelé
Gru | Kamie | Pel 1-ma 2-as | 3-as 4-as | Krayjo 5-as 6-as
pé | nas és | injekcija | padidini | padidini | padidini | nuleidi | padidini | padidini
Nr. mas mas mas mas mas mas
1 xmg2 | 7 10 5 5 5 5 5
ug/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei pg/pelel | pg/pelei
2 3C-1 | 7 10 5 5 5 5 5
pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei ug/pelei | pg/pelei
3 |13C1x| 7 10 5 5 5 5 5
xmg?2 ug/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei ug/pelei | pg/pelei
TiterMa | Alliny Alliny Altny Altiny | TiterMa
X gelis gelis gelis gelis | x
Die 0 4 7 10 13 14 18
nos
2 lentelés tesinys
Gru | Kamie | Kraujo 7-as 8-as 9-as 10-as | Sulieji
pé | nas nuleidi | padidini | padidini | padidini | padidini | mas
mas mas mas mas mas
1 xmg?2 10 10 10 10
pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei
2 3C-1 10 10 10 10
ug/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei
3 |3C-1x 10 10 10 10
xmg?2 ug/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei
Aliny | Aliiny Aliny | D-PBS
gelis | gelis gelis
Die 26 27 31 35 42 46
nos

Panasiai kitos XenoMouse® pelés (XenoMouse® kamienai XMG2 ir XMG2L3) buvo

nuosekliai imunizuotos pagal plana, parodyta 3 lentel¢je.
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3 lentele
Gru | Kamie | Pel | 1-ma 2-as | 3-as 4-as | Kraujo 5-as 6-as
pé | nas es | injekcija | padidini | padidini | padidini | nuleidi | padidini | padidini
Nr. mas mas mas mas mas mas
4 | xmg2 | 4 10 10 10 - 10 10 10
pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei ug/pelei | pg/pelei
5 | Xmg2 | 4 10 10 10 10 10 10
L3 pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei | pg/pelei ng/pelet | pg/pelei
TiterMa | Alany Allny Aliiny Aliny | Altiny
X gelis gelis gelis gelis | gelis
Die 0 3 6 10 13 14 17
nos

3 lentelés tesinys

Gru | Kamienas Pelés | Suliejimas
é Nr.
4 xmg2 4
5 xmg2L3 4
Die 21
nos

Anti-MCP-1 antikiino titras buvo nustatytas netiesiogine ELISA. Titro reikmé yra atvirkstiné
didziausiam serumo praskiedimui su dvigubu OD rodmenimi, kaip pagrindas. Trumpai, MCP-1
(84 nariy; 1 pg/ml) buvo padengtas ant Costar Labcoat Universal Binding Polystyrene 96 Sulinéliy
plokstelés per naktj prie keturiy laipsniy. Tirpalas turintis nesuriita MCP-1 buvo patalintas ir
plokstelés buvo veikiamos UV §viesa (365 nm) 4 minutes (40000 mikrodZauliai). Plokstelés buvo
5 kartus plaunamos dH,0. XenoMouse® serumas i§ MCP-1 imunizuoty gyviiny, arba sveiky
XenoMouse® gyviiny buvo titruotas 2 % pienas/PBS, esant praskiedimui 1:2 atitinkandiam i3
1:100 pradinio praskiedimo. Paskutinis $ulinélis buvo paliktas tuscias. Plokstelés buvo plautos
penkis kartus dH,O. Ozkos anti-Zmogaus [gG Fc-specifinis HRP-konjuguotas antikiinas buvo
pridétas galinéje koncentracijoje 1 pg/ml 1 val. esant kambario temperatiirai. Plokstelés buvo
plautos penkis kartus dH,O. Plokstelés buvo isryskintos pridedant TMB 30 min. Ir ELISA
sustabdyta, pridedant 1 M fosforo rigsties. Individualiy XenoMouse® gyviiny specifinis titras
buvo nustatytas i3 optinio tankio prie 450 nm ir parodytas 1, 5, 6, 7 ir 8 lentelése. Titras atitinka
atvirk$tiniam serumo praskiedimui ir todel auks¢iausias skaic¢ius didziausiam humoraliniam
imuniniam atsakui { MCP-1. Visy imunizuoty XenoMouse® gyviiny limfiniai mazgai buvo

surinkti suliejimui.
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Kraujo nuleidimas 13-3 dieng | Kraujo nuleidimas 26-3 | Suliejimas 46-3 dieng

po 4 injekcijy dieng po 6 injekcijy po 10 injekcijy
Pelé ID Reaktyvumas prie§ MCP-1

Titrai per hlgG
N160-1 1000 73000 300000
N160-2 6500 600000 600000
N160-3 2300 250000 125000
N160-4 1400 125000 75000
N160-5 4000 200000 225000
N160-6 250 2400 18000
N160-7 60 1600 35000
NC 175 <100 200

S lentelé

1 grupé, papadé, 3c-1, 7 pelés

Kraujo nuleidimas 13-3 dieng | Suligjimas 46-3 dieng po

po 6 injekcijy 10 injekceijy
Pelés ID Reaktyvumas prie§ MCP-1

Titrai per hIgG
M724-1 35000 24000
M724-3 8000 7500
M724-5 8000 20000
N600-4 9000 7500
N600-5 1800 75000
N600-6 2200 20000
N600-7 8000 25000
NC <100 <100

6 lentele

3 grupé. papade, 3c-1/xmg2(F1). 7 pelés

Kraujo nuleidimas 13-a | Kraujo nuleidimas 26-3

Suliejimas 46-3

diena po 4 injekcijy dieng po 6 injekciju dieng po 10
injekcijy
Pelés ID | Reaktyvumas prie§ MCP-1
Titrai per hIgG
M219-1 |50 2200 8000
M219-2 | <100 9000 18000
M246-3 | 800 7000 18000
M246-5 | 850 18000 65000
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M246-9 | <100 18000 55000
M344-6 | <100 800 12000
M344-10 | <100 6000 25000
NC 200 225 175

7 lentelé

4 grupé, XMG2, papadé, 4 peles

Kraujo nuleidimas 13-g dieng po 4 injekcijy

Kraujo nuleidimas 21-3 dieng po 6

injekciju

Zmogaus MCP-1

Zmogaus MCP-1

Zmogaus MCP-1

Zmogaus MCP-1

Pelé¢ ID Reaktyvumas  prie$ | Reaktyvumas prie§ | Reaktyvumas prie$ | Reaktyvumas
MCP-1 MCP-1 MCP-1 prie§ MCP-1
Titrai per hlgG Titrai per hL Titrai per hlgG Titrai per hL
N493-1 <100 <100 2500 <100
N493-2 | <100 <100 1000 <100
N493-3 | 300 <100 4500 <100
N493-4 | 800 <100 10000 <100
NC | 900 100 600 <100
*PC | 8000 3000
8 lentelé

S5 grupé, XMG2L3, papade, 4 pelés

Kraujo nuleidimas po 4 injekcijy Kraujo nuleidimas po 6 injekcijy
Zmogaus MCP-1 Zmogaus MCP-1 | Zmogaus MCP-1 | Zmogaus MCP-1
PeleID | Reaktyvumas  prie§ | Reaktyvumas pries | Reaktyvumas prie$ | Reaktyvumas
MCP-1 MCP-1 MCP-1 prie§ MCP-1
Titrai per higG Titrai per hL Titrai per hIgG Titrai per hL
N259-12 | 300 300 2000 700
N259-14 | 100 400 2500 650
N269-2 | 700 200 2800 500
N263-3 | 900 900 24000 8000
NC | 900 100 600 <100
*PC | 8000 3000

*4-8 lentelése, NC (neigiama kontrolé) = XMG2 KLH 1 grupe, papadé L6276
PC (teigiama kontrol¢) = XMG2 MCP-1 1 grupé, papadée N160-1

Limfocity atstatymas,

B lgsteliy isskyrimas,

suliejimas ir

hibridomy  generavimas.

Imunizuotos pelés buvo skerdziamos pagal kaklo dislokacija ir limfiniai mazgai surenkami i3

kiekvienos grupés. Limfoidinés lastelés atskiriamos sutrinant DMEM, kad lastelés biity ilaisvintos

1§ audiniy lastelés bty suspenduotos DMEM. Lastelés buvo suskaiGiuotos, ir  lasteliy nuosédas

pride¢ta 0,9 ml DMEM 100-ui milijony limfocity, lastelés buvo atsargiai, bet pilnai suspenduotos.

Naudojant 100 pl CD90" magnetiniy rutuliuky 100-ui milijony lasteliy, lastelés buvo pazymétos
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inkubuojant su magnetiniais rutuliuvkais 15 min. prie 4 °C. Magnetilé_lz!-ai ?ggmsétaqusteliq
suspensija , turinti iki 108 teigiamy lasteliy (arba iki 2x10® lasteliy i§ viso) buvo uZnedta ant LS+
kolonélés ir kolonélé plauta su DMEM. IStekantis skystis buvo surinktas kaip CD90 neigiama
frakcija (dauguma $iy Iasteliy yra B lastelés).

P3 mielomos lgstelés ir B lastelémis praturtintos limfiniy mazgy lastelés buvo sumai$ytos
santykiu 1:1 (mieloma : limfiniai mazgai) 50 ml kiigio pavidalo mégintuvélyje DMEM.
Sumaidytos lastelés buvo centrifuguojamos prie 800xg (2000 aps.) 5-7 minutes ir supernatantas
tuojau pasalinamas nuo susidariusiy nuosédy. Buvo pridedama du arba keturi ml pronazés tirpalo
(CalBiochem, Kat. Nr.53702; 0,5 mg/ml PBS) ir lasteliy nuosédos atsargiai resuspenduojamos.
Fermentui buvo leidziama veikti ne ilgiau, kaip dvi minutes ir reakcija stabdoma pridedant 3-5 ml
FBS. Pakankamai ECF tirpalo buvo pridéta iki bendro tiirio 40 ml ir miinys centrifuguojamas prie
800xg (2000 aps.) 5-7 minutes. Supernatantas paSalintas ir lasteliy nuosédos atsargiai
resuspenduotos mazame ECF tiryje, pakankamame, kad bendras tiiris blity 40 ml. Lastelés buvo
gerai sumaiSomos ir suskai¢iuojamos, po to centrifuguojamos prie 800xg (2000 aps.) 5-7 minutes.
Supernatantas paSalintas ir lastelés resuspenduojamos mazame ECF tirpalo tliryje. Buvo
pridedamas tam tikras tiiris ECF tirpalo, kad bty suderinta koncentracija iki 2x108 lasteliy/ml.

Po to lastelés buvo patalpintos j Electro-Cell-Fusion (ECF) generatoriy (Modelis ECM2001,
Genetronic, Inc., San Diego, CA) ir sulietos pagal gamintojy instrukcijas. Po ECF, lasteliy
suspensija atsargiai pasalinta i§ suliejimo kameros, esant sterilioms salygoms, ir perkeltos i sterily
meégintuvelj, turintj ta patj tirj Hybridoma Medium DMEM. Lastelés buvo inkubuotos 15-30
minuciy prie 37 °C, po to centrifuguotos prie 400xg (1000 aps) penkias minutes. Lastelés buvo
atsargiai resuspenduotos mazame tiiryje %2 HA terpés (1 flakonas S0X HA Sigma, Kat. Nr. A9666
ir 1 litras Hybridoma Medium) ir tlris atitinkamai pakoreguotas su daugiau 2 HA terpes
(remiantis tuo, kad 5x106 B lasteliy 96 3ulinéliy plokstelei ir 200 pl/Sulinéliui). Lastelés buvo gerai
sumai$omos, pipete uzneSamos | 96 Sulinéliy ploksteles ir auginamos. 7-ta arba 10-t3 dieng pusé
terpes buvo pasalinta ir lastelés i§ naujo pamaitintos /2 HA terpe.

Tiriamy antikiny atrinkimas ELISA-ai. Po 14 dieny auginimo, hibridomos supernatantas
buvo tikrinamas dél MCP-1 specifiniy monokloniniy antikiiny. ELISA plokstelés (Fisher, Kat. Nr.
12-565—136) buvo padengtos 50 pl/3ulinéliui MCP-1 (2 pg/ml) padengimo buferyje (0,1 M
karbonatinis buferis, pH 9,6, NaHCO; 8,4 g/l), po to inkubuojamos per naktj priec 4 °C. Po
inkubavimo lastelés buvo tris kartus plaunamos plovimo buferiu (0,05 % Tween 20 PBS). Buvo
pridéta 200 pl/3ulinéliui blokavimo buferio (0,5 % BSA, 0,1 % Tween 20, 0,01 % Thimerosal 1-
kartiniame PBS) ir lastelés inkubuotos kambario temperatiiroje 1 valanda. Po inkubavimo

ploksteles tris kartus plaunamos plovimo buferiu. 50 pl/3ulinéliui hibridomos supernatantas ir
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teigiama bei neigiama kontrolé buvo pridedama ir plokstelés inkubuojamos kambario
temperatiiroje 2 valandas.

Teigiama kontrolé visg laika buvo XMG2 MCP-1 1 grupé, imunizuota | papades N160-7 ir
neigiama kontrolé buvo XMG2 KLH 1 grupé, imunizuota | papades L627-6. Po inkubacijos
plokstelés buvo tris kartus plaunamos plovimo buferiu. 100 pl/Sulinéliui nustatomo antiklino ozkos
anti zmogaus IgGfc-HRP (Caltag, Kat. Nr. H10507), (ir ozkos anti-hIgkappa-HRP (Southern
Biotechnology, Kat. Nr. 2060-05) ir ozkos anti-hIglambda (Southern Biotechnology, Kat. Nr.
2070-05) antriniame patikrinime) buvo pridéta ir plokstelés inkubuotos kambario temperatiiroje 1
valanda. Antriniame patikrinime buvo patikrinti trys pavyzdziy rinkiniai (teigiami pirmame
patikrinime), vienas rinkinys dél hIgG nustatymo, vienas rinkinys dél hKappa nustatymo ir vienas
rinkinys dél hlambda nustatymo. Po inkubavimo plokstelés tris kartus buvo plaunamos plovimo
buferiu. Buvo pridéta 100 ul/3ulinéliui TMB (BioFX Lab. Kat. Nr. TMSK-0100-01) ir plokSteléms
leista vystytis mazdaug 10 minuciy (iki neigiamos kontrolés Sulinéliai vos tik pradés rodyti
spalvg), po to pridéta 50 ul/Sulinéliui stop tirpalo (TMB Stop Solution (BioFX Lab. Kat. Nr.
STPR-0100-01) ir plokstelés skaitomos ELISA ploksteliy skaitytuvu esant bangos ilgiui 450 nm.

Teigiamy $ulinéliy OD reik$més pateiktos 9 lenteléje.

9 lentele
mAb klonas | ELISA OD- | IC50 Ca™" | IC50 Giminingumas | KryZminis
MCP-1 srautas (ug/ml) | chemotaksis | (pMol) reaktyvumas
(pg/ml)

1.1.1 3,638 0,24+0,034 0,27+0,034 | 2,7

1.2.1 3,466 0,18+0,008 0,24+0,034 |77

1.3.1 4 0,12+0,012 0,24+0,059 | 55

1.4.1 4 0,11+0,005 0,51+0,035 |96

1.5.1 0,51 0,21+0,027 0,34+0,054 4,2

1.5.1 3,918 1+0,24 12+5,8 228

1.7.1 3,521 0,11+0,013 0,35+0,064 |49

1.8.1 3,472 0,26+0,076 0,88+0,21 4

1.9.1 3,6561 1,2+0,38 35+54 96

1.10.1 3,845 0,18+0,11 1,2+0,55 9,6

1.11.1 3,905 0,098+0,008 0,81+0,24 42

1.12.1 4 0,13+0,02 0,35+0,039 13

1.13.1 4 0,11+0,015 0,5+0,091 71

1.14.1 2,064 0,41+0,1 0,58+0,18 6

1.18.1 0,9984 0,18+0,055 0,29+0,07 3,8

2.3.1 3,876 0,14+0,021 0,58+0,085 |96

24.1 3,892 0,26+0,18 >5 14 pelés JE

3.2 3,96 ND MCP-2,
MCP-3,
eotaksinas
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34.1 3,86 0,24+0,019 0,51+0,1 45

3.5.1 3,765 0,58+0,29 3,1+1,1 100

3.6.1 3,593 0,17+0,04 0,52+0,18 15

3.7.1 4 0,094+0,023 0,98+0,019 4.8

3.8.1 3,603 0,27+0,0280 0,7+0,19 34

3.10.1 3,634 0,3+0,4 0,25+0,1 90 MCP-2,
MCP-3
eotaksinas

3.11.1 4 0,092+0,023 0,33+0,47 33 MCP-2,
MCP-3,
MCP-4,
eotaksinas

3.14.1 4 1,3+0,3 1,4+0,47 ND

3.15.1 4 0,12+0,034 0,89+0,1 3,4

3.16.1 3,921 0,16+0,08 0,4+0,081 25

45.1 3,38 0,27+0,74 0,75+0,18 61

4.6.1 3,51 0,31+0,06 0,4+0,056 330

47.1 3,843 0,390,063 0,45+0,11 280

4.8.1 4 0,22+0,77 0,29+0,032 102

4.9.1 3,415 0,083+,0094 0,214+0,035 ND

5.1 4 3,5+2,1 1,3+1,2 1610

5.2.1 3,714 2,5+0,66 2,1+1,7 319 rantes

5.3.1 4 1,8+0,56 2,6+0,31 450

ND = neatlikta

Anti-MCP-1 antikiiny biologinio aktyvumo charakterizavimas.

MCP-1 bioaktyvumo neutralizavimas anti- MCP-1 antikiny-FLIPR biadu. DMSO ir
pliuroniné riigétis (20 % DMSO tirpalas) buvo pridéta i flakong Fluo-4 (molekuliniai pavyzdziai),
kad bity gauta galutineé 5 mM Fluo-4 koncentracija. THP-1 lastelés buvo resuspenduotos
pasildytame (37 °C) paleidimo buferyje prie 3x10 e6/ml ir pridéta 1 pl Fluo-4 dazy vienam ml
lasteliy iki galinés dazo koncentracijos 5 pM. Lastelés buvo inkubuotos tamsoje prie 37 °C 45-50
minudiy. Po inkubavimo lastelés buvo centrifuguotos prie 1000 aps. 5-10 min. Lastelés buvo
resuspenduotos prie 1,667 e6/ml. Esant 200000 lasteliw/Sulinélyje koncentracijai, Igstelés buvo
dedamos ant 96 Sulinéliy plokstelées ir atsargiai centrifuguojamos. Uzradius pagrindiniu
parodymus, antrieji rodmenys buvo uZradyti po nuoseklaus pridéjimo 3,5 nM MCP-1 esant arba
nesant anti-MCP-1 antikiiny jvairioms koncentracijoms. Pridéjus MCP-1 { THP-1 lasteles, pakyla
vidulastelinis kalcis, vedantis { Fluo-4 dazo fluorescavimo intensyvumo sustipréjima. Pridéjus
didéjanéia koncentracija neutralizuojanéio antikino, fluorescuojancio dazo intensyvumas lasteleje
maZéjo, tuomet reiské, kad tiriamas antikiinas buvo neutralizuojamas. ISskiriamo antikiino
koncentracija 50 % sumazino MCP-1 indukuotos fluorescencijos intensyvuma, kaip pavaizduota 9
lentelgje.

MCP-1

automatizuotas bandymas buvo i$vystytas naudojant THP-1 lasteles ir Beckman Biomek F/X

indukuotos lasteliy migracijos nuslopinimas. 96 3ulinéliy ~chemotaksio
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automating sistema. Naudojant specialiai pritaikyta 96 Sulinéliy plokstele, jrémintas filtras su su
filtro membrana, suritas su tvirtu rému, buvo nukreiptas j NeuroProbe 96 Sulinéliy vienkarting
mikroplokstele su Sulinéliy tiiriu arba 30 pl arba 300 pl ir pory diametru svyruojanéiu tarp 2-14
pm. Neuroprobe 96 Sulinéliy plokstelé suteikia giluminius $ulinélius MCP-1 chemotaksio ir kity
reagenty i3déstymui, tokiy kaip anti-MCP-1 antikiinai, lasteliy migracijos bandyme. Virdutiniai
Sulineliai nebuvo reikalingi, kadangi iréminti filtrai buvo padengti hidrofobine kauke, kuri
izoliuoja kiekviena lasteliy suspensijos pavyzdi nuo viriutinés filtro puseés.

Optimalios salygos Siam bandymui buvo: 100000 lasteliy/Sulinélyje su 90 min inkubacija
prie 37 °C. THP-1 lasteliy suspensijos, kurios buvo i§ anksto pakrautos dazais i§ Molecular Probes,
buvo pipete uznestos tiesiog ant apatinés filtro pusés ir inkubuotos prie 37 °C 1-2 valandas. Po
inkubacijos lastelés, kurios migravo i filtro apadia ir | mikroplokstele buvo suskaidiuotos ir
patalpinant mikroplokstele { FMAT, isigyta i3 Applied Biosystems.

MCP-1 indukuota lasteliy migracija prie§ THP-1 lasteles ir maksimali lasteliy migracija buvo
pasiekta prie 1nM esant 10-15-Kartiniui signalo santykiui su triuk$mu. Naudojant bet kokj
hibridomos supernatantg arba 3vieZig hibridomos terpg¢ buvo nustatyta MCP-1 priklausoma
migracija. Bandymo varianti¥kumas buvo minimalus (C.V~15). Migruojandiy i filtro apacia
lasteliy skaiGius mazéjo nuo dozés priklausomu biidu, jeigu antikiinai prie§ MCP-1 buvo jtraukti su
chemotaksiu.

Anti-MCP-1 antikiino giminingumo nustatymas, naudojant Biacore analize. Antikiinas/MCP-
I saveikos analiz¢ buvo atlikta prie 25 °C, naudojant du CMS &ipus, sujungtus i Biacore 3000
optinj biosensoriy. Individualios tekangios lastelés ant kiekvieno &ipo buvo aktyvuotos 7-minute
NHS/EDC injekcija, karbohidratas buvo sujungtas per NHS esterj, naudojant 7-minutg injekcijg ir
galutinai aktyvuotos grupés buvo blokuotos 7-minute etanolamino injekcija. Kiekvieno antikiino
monosacharido liekanos buvo oksiduotos, naudojant 1 mM natrio perjodata 100 mM-iame natrio
acetate, pH 5,5 prie 4 °C 30 min. Oksiduotas antik@inas buvo demineralizuotas { 10 mM natrio
acetata, pH 5,0, kad biity sujungtas antikiinas su karbohidrazidu modifikuotu paviriiumi. mAb
pavirSius buvo stabilizuotas susilpninant hidrazono jungtj su 0,1 M natrio cianoborohidratu.
Antigeno/antikiino saveika buvo tiriama injekuojant 0, 0,049, 0,15, 0.4, 1,3, 4 ir 12 nM MCP-1
(Peprotech, N. J.) elektroforezés buferyje (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005 % pavirsinio
aktyvumo medziagos, 200 pg/ml BSA, pH 7,4). Pavirsius buvo regeneruotas 12-sekundiniu
impulsu 15 mM H;PO,. Antigeno/antikiino saveika buvo tiriama injekuojant dvigubus antigeno
pavyzdzius, praskiestus elektroforezés buferiu (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005 % pavirsinio
aktyvumo medziagos, 200 pg/ml BSA, pH 7,4), 300-kartiniame koncentracijos diapazone.

PavirSius buvo regeneruotas 12-sekundiniu impulsu 15 mM H;PO,. Norint nustatyti kiekvienos
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saveikos kinetika, duomeny rinkiniai buvo visuotinai pritaikyti prie saveikos modelio 1:1, kuris
apima masés perne$imo parametrus. ISskaiCiuoti saveikos giminingumai pateikti 9 lenteléje.
Anti-MCP-1 antikiiny kryZminio reaktyvumo nustatymas su kitais chemokinais. ELISA
plokstelés (Fusher Kat. Nr. 12-565-136) buvo padengtos su 50 pl/Sulineliui MCP-1, MCP-2, MCP-
3, MCP-4, RANTES, GRO-alfa, MIP-1 alfa eotaxin, Ziurkiy MCP-1 ir peliy JE (2 pg/ml)
padengimo buferyje (0,1 M karbonatinis buferis, pH 9,6, NaHCO; 8,4 g/l), po to inkubuotos per
naktj prie 4 °C. Po inkubacijos plokstelés buvo praplautos plovimo buferiu (0,05 % Tween 20
PBS) tris kartus. Buvo pridéta 200 pl/3ulinéliui blokuojan¢io buferio (0,5 % BSA, 0,1 % Tween
20, 0,01 % Thimerosal 1-kartiniame PBS) ir plokstelés inkubuotos kambario temperatiiroje 1
valanda. Po inkubacijos plokstelés buvo praplautos plovimo buferiu tris kartus. 50 pl/Sulinéliui
hibridomos supernatantas ir buvo pridéta teigiama bei neigiama kontrolés (teigiama kontrolé buvo
anti-MCP-1 antikiinas, pirktas i§ R&D Sciences, ir neigiama kontrolé buvo antikiinas prie$ sraigés
limfos hemocianina, produkuotas Abgenix) ir plokstelés inkubuotos kambario temperatiroje 2
valandas. Po inkubacijos plokstelés buvo praplautos plovimo buferiu tris kartus. Buvo pridéta 100
ul/3ulinéliui nustaomo oZkos antik@ino anti-hulgGfc-HRp (Caltag, Kat. Nr. H10507), (oZkos anti-
hlgkappa-HRP (Southern Biotechnology, Kat. Nr. 2060-05) ir ozkos anti-hIglambda (Southern
Biotechnology, Kat. Nr. 2070-05) antriniame tikrinime) ir plokstelés buvo inkubuotos kambario
temperatiiroje 1 valanda. Po inkubacijos plok3telés buvo praplautos plovimo buferiu tris kartus ir
pridéta 100 pl/Sulinéliui TMB (BioFX Lab. Kat. Nr. TMSK-0100-01) ir ploksteléms leista vystytis
apie 10 minu&iy. Tuo metu buvo pridéta 50 pl/Sulinéliui stop tirpalo (TMB Stop Solution (BioFX
Lab. Kat. Nr. STPR-0100-01) ir plok3telés skaitomos ELISA ploksteliy skaitytuvu esant bangos
ilgiui 450 nm. Rezultatai pavaizduoti 10 lenteléje rodo, kad kai kurie anti-MCP-1 antikinai

kryzmiskai reaguoja su giminigais chemokinais.

10 lentelé

mAb | rmJE/MCP-1 | Ziurkiy MCP-1 rhMCP-2 rhMCP-3 rhMCP-4

2 ug/ml 1 pg/ml 2 ug/ml 2 ug/ml 2 pg/ml
1.1.1 0,045 0,051 0,051 0,064 0,052
1.2.1 0,041 0,044 0,056 0,048 0,055
1.3.1 0,046 0,048 0,065 0,052 0,048
1.4.1 0,042 0,05 0,046 0,049 0,045
1.5.1 0,043 0,045 0,047 0,069 0,05
1.6.1 0,042 0,062 0,042 0,046 0,044
1.7.1 0,041 0,042 0,044 0,053 0,041
1.8.1 0,045 0,049 0,048 0,054 0,046
1.9.1 0,053 0,065 0,04 0,044 0,042
1.10.1 0,041 0,059 0,04 0,047 0,052
1.11.1 0,041 0,052 0,041 0,043 0,043
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1.12.1 0,042 0,062 0,042 0,046 0,044
1.13.1 0,043 0,06 0,046 0,047 0,045
1.14.1 0,042 0,062 0,042 0,046 0,044
1.18.1 0,044 0,058 0,04 0045 0,045
2.3.1 0,054 0,058 0,052 0,059 0,064
24.1 0,129 0,077 0,045 0,066 0,06
34.1 0,044 0,053 0,042 0,05 0,047
3.5.1 0,042 0,053 0,042 0,045 0,044
3.6.1 0,047 0,046 0,052 0,045 0,048
3.7.1 0,046 0,048 0,043 0,048 0,048
3.8 0,042 0,062 0,042 0,046 0,044
3.10.1 0,054 0,045 0,845 0,167 0,042
3.11.1 0,063 0,057 0,336 1,317 0,981
3.14.1 0,044 0,046 0,045 0,05 0,045
3.15.1 0,041 0,05 0,043 0,046 0,051
3.16.1 0,042 0,046 0,049 0,043 0,043
4.5.1 0,049 0,055 0,042 0,046 0,046
4.6.1 0,049 0,05 0,047 0,05 0,047
4.7.1 0,042 0,062 0,042 0,046 0,044
4.38.1 0,042 0,091 0,041 0,043 0,039
4.9.1 0,05 0,05 0,046 0,049 0,05
5.1 0,044 0,054 0,051 0,05 0,043
5.2.1 0,04 0,054 0,041 0,048 0,041
5.3.1 0,05 0,047 0,043 0,045 0,043
32 0,059 0,07 0,535 0,449 0,041
(neat)
nc 0,042 0,134 0,045 0,084 0,074
pc 0,263 ND ND 1,084 0,215
10 lentelés tesinys
Teigiama
kontrolé
mAb | hGRO/MGSA | hMIP-1-alfa hZIURKIU heotaksino hMCP-
1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1(MCAF)
2 pg/ml
1.1.1 0,047 0,044 0,044 0,042 0,944
1.2.1 0,044 0,04 0,04 0,044 1,159
1.3.1 0,051 0,049 0,049 0,046 1,158
1.4.1 0,044 0,041 0,046 0,043 0,738
1.5.1 0,048 0,041 0,049 0,043 1,178
1.6.1 0,046 0,046 0,046 0,042 0,375
1.7.1 0,041 0,04 0,039 0,04 1,17
1.8.1 0,06 0,045 0,045 0,047 1,159
1.9.1 0,043 0,044 0,042 0,042 0,446
1.10.1 0,043 0,043 0,042 0,05 1,259
1.11.1 0,042 0,042 0,042 0,049 1,336
1.12.1 0,046 0,046 0,046 0,044 0,933
1.13.1 0,046 0,042 0,046 0,044 1,16
1.14.1 0,046 0,046 0,046 0,042 1,129
1.18.1 0,049 0,043 0,04 0,043 1,228
23.1 0,062 0,067 0,055 0,045 0,087
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24.1 0,048 0,061 0,046 0,084 0,462
3.4.1 0,065 0,055 0,046 0,048 1,153
3.5.1 0,048 0,047 0,044 0,043 0,194
3.6.1 0,047 0,047 0,043 0,043 0,342
3.7.1 0,045 0,049 0,067 0,043 1,276
-3.8 0,046 0,046 0,046 0,042 0,275
3.10.1 0,042 0,043 0,04 0,306 0,71
3.11.1 0,054 0,053 0,064 0,339 0,803
3.14.1 0,046 0,046 0,045 0,043 0,549
3.15.1 0,044 0,045 0,049 0,045 0,948
3.16.1 0,043 0,043 0,042 0,043 0,633
4.5.1 0,045 0,046 0,049 0,041 0,957
4.6.1 0,046 0,055 0,053 0,049 0,686
4.7.1 0,046 0,046 0,046 0,042 0,744
4.8.1 0,042 0,041 0,044 0,043 1,136
4.9.1 0,043 0,049 0,057 0,045 0,822
5.1 0,044 0,043 0,043 0,042 0,521
5.2.1 0,045 0,043 0,262 0,043 0,663
5.3.1 0,045 0,042 0,045 0,042 0,272
3.2 0,042 0,041 0,043 0,194 0,235
(neat)
nc 0,357 0,065 0,072 0,063 0,042
pc 1,075 0,794 1,219 0,221 0,281

Apdangalas: Ag @ 2 pg/ml arba 1 pg/ml; O/N

Ak: MCP-1 i§valyti klonai 1:50

Pc: 1 pg/ml; nc: D39,2 [IL8 @ 1 pg/ml

Nustatyti pavyzdZiai su gxhG-Fc HRP 1:2K; kontrolés su misiniu xmlIgGl, 2a, 2b, 3 1:1K

Norint nustatyti kuris anti-MCP-1 antikiinas 3.11.2 gali blokuoti kity Seimos nariy funkcija,
buvo atliktas migracijos bandymas, kaip apraSyta auksCiau. Pirmiausiai buvo nustatytas THP-1
monocity gebéjimas migruoti i atsakg pries MCP-1, MCP-2, MCP-3 ir MCP-4. MCP-1, -2 ir -3
efektyviai indukuoja THP-1 lasteliy migracija, bet MCP-4 buvo neaktyvus §iame bandyme (Zitr. 1
figiirg). Jeigu 3.11.2 antikiinas buvo pridétas { 3ulinélio apating pus¢ kintamomis koncentracijomis,
THP-1 lasteliy sugebéjimas migruoti | atsaka pries MCP-2 ir MCP-3 buvoinhibuotas nuo dozés
priklausomu bidu (2 ir 3 figiiros).

3 PAVYZDYS

MCP-1 epitopy kartografavimas

Monocity chemotaksio baltymas-1 (MCP-1) yra beta chemokiny $eimos narys, kuris veikia
specifinius septynis transmembraninius receptorius, kad sugauty monocitus, bazofilus ir T
limfocitus uzdegimo vietoje. Antigenas, 76 aminorugdiy liekana yra neglikozilinta ir turi
numatyta 8,7 kD molekuling mase. Zmogaus MCP-1, ekspresuotas E. coli, buvo pirktas i3 R&D
Nr. 279MC/CF. Bezdzioniy MCP buvo ekspresuotas 293F lastelese ir trys bezdzioniy MCP-1
variantai buvo naudojami analizuoti, kaip nustatyti aminoriig3¢iy pakeitimai veikia susiri$imo

gimininguma kiekvienam individualiam mAb.
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Seky analizé parodé, kad antikiinai dalinasi | penkias klases. DidZiausia klase apima 28
antikiinus labai susijusius pagal jy panaudojima i§ VH1-24, i3 kuriy 24 taip pat naudoja Vk geng
B3. Klas¢ susidedanti i§ trijy antikiiny naudoja VH6-1 gena, du i3 kuriy naudoja Vk B3. Trys kitos
klasés reprezentuotos antikiinu kiekviena , naudojant VH1-2, VH3-33 ir VH4-31, i3 kuriy du i$ ju
mAb naudoja Vk08 gena. Reikéty atkreipti démesi, kad antikiiny vardai prasidedantys 1, 2, 3 arba
4 atspindi skirtingus hibridomos suliejimus i$ nepriklausomy XenoMouse® peliy biriy. Taigi, $ie
monokloniniai antikiinai atsirado i§ nepriklausomy B lasteliy linijy, subrendusiy nepriklausomai
pirminio arba antrinio imuninio atsako metu XenoMouse® pelése. Dél nepriklausomybés,
nukleotidy ir aminorigitiy sekos panasumo VH ir Vk antikiiny genai panasiai atspindi
konverguojancia evoliucija ir selekcija panasiy kintamy sriciy struktiry, kurios gali prisiristi ir

potencialiai neutralizuoti MCP-1 (Zitr. 11 lentele).

11 lentelé
Pavyzdziai | Izotipas VH DH JH VK JK Epitopas
1.1.1 ¥2/x VHI1-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Konform.
1.2.1 y2/x VHI1-24 | D3-3(17) JH4b VK-LS JK1 Linijinis
1.3.1 ¥2/x VHI1-24 | D3-3(15) JH4b VK-B3 JK1 Konform.
1.4.1 y2/x VH6-1 | D1-26 JH4b VK-A2 JH4 Linijinis
1.5.1 ¥2/x VH}-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Linijinis
1.6.1 y2/x VH1-24 | D1-26(18) | JH3b VK-A10 | JK4 Konform.
1.7.1 ¥2/x VHI-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Konform.
1.8.1 ¥2/x VH1-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Linijinis
1.9.1 ¥2/x VHI1-24 | D5-12(13) | JH4b VK-B3 JK1 Nesurista
1.10.1 Y2/x VHI1-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Linijinis
1.11.1 y2/x VHI-24 | D3-3 JH4B VK-B3 JK1 Linijinis
1.12.1 v2/x VHI1-24 | D3-3(16) JH4b VK-B3 JK1 Konform.
1.13.1 ¥2/x VHI-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Linijinis
1.14.1 ¥2/x VH6-1 | D1-26 JH6b VK-B3 JK1 Linijinis
1.18.1 ¥2/x VHI1-24 | D3-3(15) JH4b VK-B3 JK4 Linijinis
23.1 v4/x VHI1-24 | D3-3(16) JH4b VK-B3 JK2 Nesurista
3.2 y2/x VHI-24 | D3-3(17) JH4b VK-L16 | JK4 Konform.
24.1 v4/K VHI-2 | D6-13(15) | JH4b VK-08 JKS Nesurista
3.4.1 y2/K VHI1-24 | D3-3(16) JH4b VK-B3 JK1 Linijinis
3.5.1 v4/x VHI1-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Nesurista
3.6.1 v4/K VHI1-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Nesurista
3.7.1 y2/x VHI1-24 | D3-3(16) JH4b VK-B3 JK1 Konform.
3.8 v4/x VHI1-24 | D3-3 JH4B VK-B3 JK1 Nesurista
3.10.1 y4/x VHI1-24 | D3-9(12) JH6b VK-A30 |JK3 Konform.
3.11.1 y4/x VH4-31 | D2-21(10) | JH3b VK-08 JK2 Konform.
3.14.1 y4/x VH6-1 | DI-26 JH6B VK-B3 JK1 Konform.
3.15.1 y4/x VHI-24 | D5-12(13) | JH4b VK-B3 JK1 Linijinis
3.16.1 y4/x VHI-24 | D3-3(17) JH4b VK-B3 JK1 Konform.




451 |yakk VHI-24 | D3-3(16) | JH4b VK-B3 | JKI Konform.
461 |y VHI-24 | D33 JH3B VK-B3 | JKI ND
471 |y2kk VHI-24 | D3-3(16) | JH4b VK-B3 | JKI Konform.
481 |yak VHI-24 | D3-3 TH4b VK-B3 | JKI Konf.
491 |y2ik ND ND ND ND ND Konf.
51 |yok VH3-33 | D6-6(15) | JH6B Vi22 |IK2 ND
531 |y2ik VHI-24 | D5-12(13) | JH4b VK-B3 | JKI Nesurista

Konf. = konformacinis

ND = neatlikta

Nesurista = Nesuri§ta Western blote

Kuris 1§ antikiny suri$tas su linijiniu arba konformaciniu epitopu buvo nustatyta Western
blot analize. Norint nustatyti ar molekuliy vidiniy rysiy suardymas redukcijos agentu pakeité
parinkty anti-MCP-1 antikiiny reaktyvuma, i¥valytas MCP-1 buvo uZnestas ant SDS/PAGE (4-20
% gelis), esant neredukuojantioms (NR) arba redukuojan¢ioms (R) salygoms. SDS/PAGE buvo
atlikta pagal Laemmli metoda, naudojant mini gelio sistema. Atskirti baltymai buvo pernesti ant
nitroceliuliozés membranos. Membranos buvo blokuotos, naudojant PBS, turint; 5 % (m/t)
beriebalinio sauso pieno, maZiausiai 1 valandg prie§ idry$kinimg ir zonduotos 1 valanda su
kiekvienu antikiinu. Antikiinai buvo aptikti naudojant HRP konjuguotus ozZky anti-Zmogaus
imunoglobulinus (praskiedimas 1:8000; Sigma Kat. Nr. A-8667). Membranos buvo i3ry3kintos,
naudojant sustiprintg chemiliuminescencija (ECL®; Amersham Bioscience) pagal gamintojy
instrukcijas.

Antikiino-MCP-1 kompleksai buvo analizuoti trimis metodais: (I) Linijiniy ir konformaciniy
epitopy pavirdiaus sustiprinta lazerine desorbcija jonizacija (SELDI) (baltymy ¢ipy technologija);
(2) Linijiniy ir konformaciniy epitopy kryptinga mutagenezé; ir (3) Linijiniy epitopy SPOT
peptidy matrica. SELDI yra neseniai atskleistas metodas tiksliam, greitam ir jautriam peptidy ir
baltymy molekulinés masés nustatymui. Linijiniai ir konformaciniai epitopai buvo kartografuoti
remiantis SELDI baltymy ¢&ipy technologija imobilizuoto antik@ino suriSto fragmento mase.
Linijiniy epitopy kartografavimas buvo atliktas pagal SELDI trimis pakopomis. Pirmoje pakopoje
MCP-1 buvo suskldytas su auksto specifiskumo proteolitiniais fermentais, generuojant polipeptidy
fragmenty rinkinj. Antrojoje pakopoje, peptidy fragmentai, turintys linijinius epitopus, buvo
atrinkti pagal jy specifinj susiriima su ant baltymy ¢ipo imobilizuotais antikiinais. Sioje pakopoje
peptidai, kurie turi epitopo formos kompleksus su antikiinu, tuo tarpu kiti peptidai nesusiris¢ su
antikiinu, buvo pasalinti grieztu plovimu. Galingje pakopoje su antikiinu susriSto peptido
identiskumas buvo nustatytas pagal jo molekuling mas¢ pagal SELDI ir zinomas specifiniy

proteaziy kirpimo vietas.

Antikiinai 1.4.1, 1.8.1, 1.14.1, 1.18.1 reagavo Western blote vienodai su natyviu ir ant

Western bloto denatiiruotu MCP-1, parodant, kad jos turi linijinj epitopq. Jy epitopas buvo
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kartografuotas SELDI metodu. Eksperimentai buvo atlikti karboksimetilinant MCP-1 antigena, kad

58

bity iSvengta disulfidiniy jungéiy formavimosi tarp cisteino liekany baltyme. Metilintas MCP-1
buvo restriktuojamas su Glu-C, endoproteinaze, kuri specifiSkai skaldo peptidines jungtis
glutamino riigsties liekanos C-galinéje puséje. mAb buvo kovalentizkai sujungti su baltymu ¢ipy
matrica PS20. Cipy pavirsius buvo blokuotas su 1M etanolaminu ir praplautas su PBS, 0,5 %
Triton. Metilinto MCP-1 antigeno Glu-C fragmentai buvo suridti su imobilizuotu antikiinu.
Nesuri3ti fragmentai buvo iSplauti su detergentu (PBS, 0,1 % Tween). Suri§ti Glu-C fragmentai
buvo ir identifikuoti SELDI metodu, remiantis ju mase. 12 lenteléje susumuotos tikétinos mases
kiekvieno peptido, generuoto pilnai suskaldzius metilintg MCP-1 su Glu-C. MCP-1 buvo pilnai
suskaldytas | tris fragmentus. Teorinis pl buvo: 9,39/Mw (vidutiné mase); 8685,03/Mw
(monoizotopiné masé): 8679,44. Po plovimo fragmentai, kuriy masé 4635, atitinkantys 1-39
liekanoms, like suristi su antikiinu, reiske, kad visy 8iy antikliny epitopai guléjo pirmose 39

liekanose, kadangi toks pat modelis buvo matomas su kiekvienu is Siy antiktiny.

12 lentelé

Masé Padétis SEQ | Nr. Dirbtiné Peptido seka
IDNO: 149 | MC modifikacija(os)
4458,2591 1-39 .0 Cys_CM:11, 12, 36 QPDAINAPVTCCYNFTNRKI
4632.2755 SVQRLASYRRITSSKCPKE
3041.4819 51-76 0 Cys_CM:52 ICADPKQKWVQDSMDHLDKQ
3099.4873 TQTPKT
1218.7456 40-50 0 AVIFKTIVAKE

SELDI budas taip pat buvo naudojamas konformaciniy epitopy kartografavimui. Siuo atveju
A baltymas kovalentiskai suristas su PS2 baltymo ¢ipy gardelémis (Cipergen Biosystems) buvo
naudojamas sugauti mAb ir paskui inkubuoti su MCP-1. Pasalinus nesuriSta medziagg, kompleksai
buvo skaldomi su didelés koncentracijos specifinémis proteazémis. MCP-1 antikiinai (1.7.2, 3.11.2
ir 3.7.2) negaléjo ristis su redukuotu, denatiiruotu antigenu ant Western bloto, parodydami, kad
epitopas tikétinai yra konformacinis. Antikiinai 1.7.2 ir 3.7.2 buvo pirma kovalentiskai sukabinti su
PS20 ¢ipu. Gamtinis MCP-1 buvo suristas su antikiinu ir po to skaldytas su endoproteinaze (Lys-C
pirmame eksperimente ir Asp-N kitame). Nesuriiti fragmentai buvo 15plauti su PBS+, 0,2 % Triton
po to seke PBS ir HPLC plovimas vandeniu. Epitopas buvo nustatytas SELDI metodu ir
identifikuotas pagal fragmento mase. Abu 3ie antikiinai 1.7.2 ir 3.7.2 turi 5712 masés fragmenta,
atitinkantj liekanoms 3-53 (13 lentelé; teorinis pl: 9,39/Mw (vidutiné mase): 8685,03/Mw
(monoizotopiné mase): 8679,44), surita su juo po plovimo, rodantj. kad epitopas guli gamtiniame

MCP-1 antigene tarp 3 ir 53 aminorfig¢iy lickany.
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13 lentelé
Masé Padetis SEQ ID NO: Nr. Peptido seka
149 MC
57200059 3-53 DAINAPVTCCYNFTNRKISV
QRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEICA
10465476 68-76 DKQTQTPKT
10285523 54-61 DPKQKWVQ

3.11.2 antikiino epitopo kartografavimui surianéio domeno dydis buvo minimizuotas
naudojant skirtingas proteazes. A baltymas (Calbiochem, 539202) buvo imobilizuotas
kovalentiskai ant PS20 &ipo. Like suriimo vietos buvo blokuotos etanolaminu, pH 8,0. 3.11.2
antikiinas buvo suriitas su A baltymu. Cipas buvo plaunamas PBS ir po to 50 mM Hepes, pH 7,5.
MCP-1 antigenas buvo suriitas su antikiinu. Nesuri3tas antigenas buvo pasalintas plaunant 0,1 %
Tween-PBS, po to 50 mM Hepes, pH 7,5 ir 100 mM amonio bikarbonatu. Buvo atliktas ¢ipo
MCP-1 skaldymas su endoproteinaze Lys-C. Cipas buvo plautas su 0,1 % Triton-PBS, kad bty
padalinti nesuri$ti fragmentai. Suri3tas fragmentas, remiantis jo mase, buvo analizuotas SELDI
metodu. Tik viena masés smailé 1861.8 buvo surijta su antikiinu, atvaizduota 15 aminoriig§¢iy
seka, lokalizuota tarp MCP-1 20 ir 35 liekany (14 lentelé; teoriskai pl: 9.39/Mw (vidutiné masé):
8685.03/Mw (monoizotopiné masé): 8679,44), kurios masé 1865 ir seka ISVQRLASYRRITSSK
(20-35 padétis sekoje SEQ ID NO.: 149) buvo nustatyta kaip tviriausiai suriStas fragmentas.

14 lentele

Masé Padétis SEQ ID | Nr. MC Peptido seka

NO:149
21550059 1-19 0 QPDAINAPVTCCYNFTNRK
18650715 20-35 0 ISVQRLASYRRITSSK
13736154 59-69 0 WVQDSMDHLDK
7753654 50-56 0 EICADPK
7064134 39-44 0 EAVIFK
7023781 70-75 0 QTQTPK
5313500 45-49 0 TIVAK B

MCP-1 mutagenezé. Anks&iau buvo parodyta, kad du klasteriai svarbiausiy pagrindiniy
liekany (R24, K35, K38, K49 ir Y13) turi didziausia indelj saveikai tarp MCP-1 ir jo receptoriy
(Hemmerich ir kt., (1999) Biochemistry 38, 13013-13025). Suridimo duomenys atskleide, kad N-
galinés liekanos mazai prisideda prie surisimo aktyvumo ir kad dvi svarbios liekanos yra svarbios
MCP-1 signaliniam aktyvumui: K35 ir R24. K35 yra labiausiai funkciSkai svarbi liekana, kadangi
K35 mutacija turi Zymy efekta surisimui ir aktyvumui, taip kaip ir R24 alanino mutantai

(Hemmerich ir kt., (1999) Biochemistry 38, 13013-13025). Arg24 yra iSsaugota per skitringas
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MCP-1 rasis, taip pat kaip ir Zmogaus MCP-2-4, bet placiai kinta kituose CC chemokinuose ir tuo
biidu gali biiti jtraukta { receptoriaus specifiskuma. Norint identifikuoti individualias lickanas tarp
pirmyjy MCP-1 39 liekany, pateikiant Glu-C skaldyma, kuris biity svarbus antikiino suri$imui,
buvo generuoti trys MCP-1 mutantai: trys pagrindinés liekanos R24, K35 ir K38 buvo mutuotos
kryptingos mutagenezés budu ir mutuoti baltymai toliau analizuojami ELISA metodu dél
susiri§imo su visais 36 neutralizuojanciais antikiinais. Arg24 buvo mutuota { alaning (R24A) ir
glutamino rigstj (R24E). Lys35 ir K38 buvo mutuotos j alaning (K35A, K38A atitinkamai). Visos
mutacijos buvo jvestos i bezdzioniy kilmés MCP-1. BeZdZioniy MCP-1 konstruktas buvo
generuotas atlickant RT-PGR su RNR, idskirta i§ bezdZioniy periferinio kraujo limfocity
(cynomologus MCP-1PGR3.1 dvikrypté). Baltymy sekos palyginimas tarp Zmogaus ir bezdzioniy
MCP-1 atskleidZia 99 % homologija su dviejy aminoriigi¢iy pakeitimais N-gale (71 ir 76
padetyse). 59-76 C-galinés liekanos néra jtrauktos i i saveika tarp receptoriaus ir neveikia visy 36
antikliny suri$imo.

Buvo atliktas ELISA bandymas, naudojant 293 lasteliy supernatanta, transfekuota skirtingais
MCP-1 mutuotais konstruktais. ELISA plokstelés buvo padengtos anti-zmogaus MCP-1 ozkos IgG
polikloniniu antikiinu (R&D kat. Nr. AF279NA), praskiestu iki 1 pg/ml ELISA ploksteliy
padengimo buferiu. MCP-1 mutuoty konstrukty ekspresija 293 lastelése buvo patvirtinta nustatant
su biotinilintu ozkos anti-zmogaus MCP-1 (R&D kat. Nr. BAF279) vadovaujantis streptavidino
HRP. MCP-1 mutanto suri§imas su MCP-1 antikiinais buvo nustatytas su HRP konjuguotu ozkos
anti-Zmogaus IgG (Fc specifinis, Caltag Kat. Nr. H10507). ELISA rezultatai parodé, kad K38
pakeitimas neturéjo jokio efekto visy 36 mutanty suridimo aktyvumui. Visy antikiiny suridimas su
MCP-1 R24E ir R24A mutantiniais antigenais buvo pilnai panaikintas (Zitr. 15 lentele). Tatiau,
K35A mutacija inhibavo surisima tik $eiy antikiiny (1.6.1, 1.9.1, 3.6.1, 3.10.1). Visi &ie antikiinai
pasirodé turintys konformacinius epitopus, susiridimas su kuriais yra veikiamas arba Arg24 arba
Lys35 mutacijomis. Sie duomenys reiskia, kad Sie keturi antikiinai atpazista konformacinius

epitopus skirtingai, bet persidengiant su kitais antikiinais.

15 lentele

mAb | Epitopas | Glu-C | Lys-C | Asp-N Peptidas | Liekana | R24A/E K35A

skaldy skaldym

mas as
l.1.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Inhibicija
1.2.1 | Linijinis | ND ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
1.3.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
1.4.1 | Linijinis 1 39 |ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
1.5.1 | Linijinis | ND ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
1.6.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Inhibicija
1.7.1 | Konform. | ND ND 3- ND ND Inhibicija | Néra inhib.
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53/5712

1.8.1 | Linijinis 139 |ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.

1.9.1 | Nesuri$tas | ND ND ND ND ND Inhibicija | Inhibicija
1.10.1 | Linijinis | ND ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
1.11.1 | Linijinis | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
1.12.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
1.13.1 | Linijinis | ND ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
1.14.1 | Linijinis 139 |ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
1.18.1 | Linijinis 139 |ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
2.3.1 | Nesuristas | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
3.2 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
2.4.1 | Nesuristas | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
3.4.1 | Linijinis | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
3.5.1 | Nesuristas | ND ND ND ND ND Inhibicija | Neéra inhib.

3.6.1 | Nesuriftas | ND ND ND ND ND Inhibicija | Inhibicija
3.7.1 | Konform. | ND ND 3- ND ND Inhibicija | Néra inhib.

53/5712
3.8 | Nesuri$tas | ND ND ND ND ND Inhibicija | Inhibicija
3.10.1 | Konform. | ND 20-35 |ND ND ND Inhibicija | Inhibicija
(1864)

3.11.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
3.14.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
3.15.1 | Linijinis | ND ND ND 7 11 21-25 Inhibicija | Néra inhib.
3.16.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
4.5.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
4.6.1 | ND ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
4.7.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
4.8.1 | Konform. | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
5.1 |[ND ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.
5.3.1 | Nesuridtas | ND ND ND ND ND Inhibicija | Néra inhib.

ND = neatlikta

Nesuristas = Nesuri§ta Western blote

Siems antik@inams suri§imas su linijiniu epitopu, jy suri$imas su peptidiniu epitopu buvo

detaliai istirtas, naudojant SPOT technologija. SPOT yra technologija, kuri leidzia $imty peptidy

kietos fazés sintezg tokiame formate, kuris tinka antikiiny epitopy sisteminei analizei. Sistema yra

paprasta, ypa¢ greita ir ekonomiska naudojamy reagenty poZilriu. [prastai pagaminta peptidy

matrica buvo gauta i§ Sigma-Genosys (The Woodlands, Texas). Buvo susintetinta 32-ieju 13-nariy

peptidy eilé, apimanti MCP-1 sekos 1-76 liekanas. Kiekvienas nuoseklus peptidas buvo

kompensuotas dviem aminorGgstimis i$ ankstesniojo, gaunant jterpta vienas ikita, persidengiancia

biblioteka. Membrana, turinti 32 peptidus,buvo zonduojama su atuoniais MCP-1 antikunais (1

pg/ml) ir stebéta sustiprinta chemiliuminescencija (ECL). Buvo stebima reakcija su penkiais

nuosekliais peptidy méginiais (7-10) atitinkan¢iais MCP-1 21-25 aminorgstims. IS Siy rezultaty

pasirode, kad visy tirty MCP-1 antikiiny, kurie ri3asi su linijiniu epitopu, epitopy pagrindas yra

SVQRL (21-25). MCP-1 seka :
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QPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEICADPKQK
WVQDSMDHDLDKQTQTPKT (SEQ ID NO: 149)

Astuoni antikiinai, kurie atpazista linijini epitopa, reaguoja su tais paciais SPOT: 1.2.1, 1.4.1,

1.5.1,1.8.1, 1.10.1, 1.13.1, 1.14.1 ir 1.18.1.

4 PAVYZDYS

Kryzmiskai reaguojanéiy antikiiny giminigumo nustatymas auk$o atskyrimo Biocore analize

Saveikos analizé buvo atlikta prie 25 °C, naudojant du CMS5 ¢ipus, sujungtus Biocore 2000
optiniame biosensoriuje. Individualios tékmés kameros kiekviename Cipe buvo aktyvuotos 7-
minute NHS/EDC injekcija, karbohidrazidas buvo sujungtas per NHS esterj, naudojant 7-minutg
injekcija, ir likusios aktyvuotos grupés buvo blokuotos etanolamino 7-minute injekcija. mAb
3.11.2 monosacharidy liekanos , praskiestos 1/50, buvo oksiduotos naudojant 1 mM natrio
metaperjodata 100 mM natrio acetate, pH 5,5 prie 4 °C 30 min. Oksiduotas antiklinas buvo
nugélintas 10 mM natrio acetate, pH 5,0, kad bity sukabinti ant karbohidrazidu modifikuoto
pavir§iaus. Pavirsiaus tankis 250 Ru 3.11.2 mAb buvo naudojamas iSmatuoti iSdestytai MCP-1 ir
MCP-4 saveikai, kadangi 110RU pavirsius buvo naudojamas matuoti MCP-2 ir MCP-3 antigeny
saqveikai su 3.11.2 mAb. mAb pavirSius buvo stabilizuotas redukuojant hidrazono jungtis 0,1 M
natrio cianoborhidridu. Antigeno/antikiino saveika buvo tirta injekuojant sudvigubintus antigeno
pavyzdZius, praskiestus elektroforezés buferiu (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005 % pavir§inio
aktyvumo medziagos, 200 pg/ml BSA, pH 7,4) 300-kartiniame koncentracijos diapazone.
Pavirsius buvo regeneruotas 12-sekundiniu impulsu 15 mM H;3PO..

Norint nustatyti kiekvienos saveikos kinetika, duomeny rinkiniai buvo visuotinai pritaikyti
1:1 saveikos modeliui, kuris apémé masés transporto parametrus. Nustatytos grei¢io konstantos ir
apskaitiuoti giminingumai 3.11.2 antikiinui yra i3déstyti 16 lenteléje. Duomenys Kkitiems

antiklinams pateikti 8 lenteléje.

16 lentelé
Ag K(M'sh Kys) | Kp(pM)
MCP-1 3,0x10° 1x10~ 3,3
MCP-2 2,6x10° 1,2x107 | 46
MCP-3 1,5x10° 7,4x107 | 49
MCP-4 1,5x10° 55x10° 13,7
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5 PAVYZDYS

Angiogenezés prevencija su antikiinais prie§ MCP-1

Angiogenezé buvo indukuota peliy modelyje sumaiSius Matrigel su Zmogaus bFGF (10
ng/ml), Zmogaus VEGF165 (100 ng/ml) ir 10 pg/ml heparino arba MCP-1 (250 ng/ml) ir MCP-3
(100 ng/ml). Mazdaug 0,5 ml suspensijos buvo injekuota | deSinjji Sona po oda 6-8 savaitiy
amziaus ,,pliky“ peliy pateléms. Kiekvienai MCP-1 ir MCP-3 dozei buvo naudojamos penkios
pelés. Be to, kaip neigiama kontrolé, buvo jjungtas vien tik Matrigel (be augimo faktoriy).
Matrigel implantai jtvirtinti in situ ir buvo kairéje nelie¢iami 7 dienas. Pasibaigus 7 dienoms, pelés
buvo anestezuojamos ir Matrigel tamponai atsargiai paSalinami, naudojant mikrochirurgijos
instrumentus. Per§viesti geliai buvo fotografuojami. Dalis tampony buvo apdoroti parafine
jtvirtintu skrodimu. Skrodimai buvo atliekami dviem skirtingais lygiais ir nudazomi H/E. Kita
dalis geliy buvo greitai uz$aldoma skystame azote ir pateikti imunocitocheminiam nudaZymui su
Ziurkiy monokloniniu antikiinu, nukreiptu, nukreiptu prie$ peliy CD31 antigena, konjuguota su
fikoeritrinu. H+E nudaZytos plokstelés buvo stebéti per fluorescentini mikroskopa (raudonas
filtras), sujungta su Spot kamera. Vaizdai buvo uzfiksuoti skaitmeniniu biidu, naudojant
Metamorph programing jranga. Mikrokraujagysliy tankis buvo nustatytas Wild ir kt. (2000)
paskelbtu metodu.

Buvo rasta, kad abu MCP-1 ir MCP-3 rodo lygiavertg¢ angiogeneze, kaip gerai charakterizuoti
angiogeniniai faktoriai VEGF ir bFGF. Be to, MCP-1 ir MCP-3 indukuota angiogenez¢ gyviinuose
ir to pasekoje Zmoniy augliuose ir nesveikuose audiniuose, gali buti sutrukdyta veikiant antikiinais
pries MCP-1 antikiinais, tokiais kaip 3.11.2, kurie neutralizuoja visos MCP $eimos nariy
aktyvuma. Todél, turéty bati injekuoti anti-MCP antikiinai i gyvulius skirtingomis dozémis,
apimanc¢iomis 0,1-0,5 mg/gyviinui, kad biity nustatyta dozés-atsako priklausomybé gydymui.

6 PAVYZDYS

Auglio lasteliy produkuojamas MCP-1

Norint nustatyti, kurios auglio lasteliy linijos produkuoja MCP-1 lasteliy kulturoje, buvo
tiriamas lasteliy linijy sara3as dél jy sugebéjimo sekretuoti MCp-1 | augimo terpg. Lastelés buvo
auginamos Dulbecco‘s Modified Eagles terpéje (DMEM), turin¢ioje 10 % fetalinio jaucio serumo
arba ekvivalento ligi susiliejimo. Supernatantas buvo paalintas ir méginys testuojamas dél
reaktyvumo prie§ MCP-1, naudojant komerciskai prieinama ELISA rinkinj i§ R&D Sciences. 17
lentelé rodo véZiniy lasteliy linijas, kurios konstitutyviai sekretuoja MCP-1 ir jy atitinkamas lygis

nustatomas ELISA.
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17 lentelé
Lasteliy linija MCP-1 (pg/ml)

1 Gaubtinés Zarnos karcinoma COLO-205 <10
2 Gaubtinés Zarnos karcinoma HCT-15 60
3 Gaubtinés Zzarnos karcinoma HCT-116 122
4 Gaubtinés zarnos karcinoma HT-29 102
5 Gimdos kaklelio véZys HT-3 127
6 Gaubtinés Zarnos karcinoma SW707 31
7 Gaubtinés zarnos karcinoma SW948 13
8 Gaubtinés Zarnos karcinoma KM-12 6
9 Gaubtinés Zarnos karcinoma HCC-2998 39
10 | SkrandzZio karcinoma NCI-N87 37
11 | SkrandZio karcinoma NCI-SNU-1 4 0
12 | SkrandZio karcinoma NCI-SNU-5 <10
13 | CNS karcinoma SF-268 94
14 | CNS karcinoma SF-295 223
15 | CNS karcinoma SF-593 >2500
16 | CNS karcinoma SNB-19 >2500
17 | CNS karcinoma SNB-75 >2500
18 | CNS karcinoma U251 >2500
63 | CNS XF-498(Curg) >2500
61 | Glioblastoma SF-295(Curg) >2500
21 | Medulloblastoma TE 671(u) >2500
25 | Leukemija SR 25
26 | Leukemija A 673 >2501
27 | Leukemija K562 287
28 | Leukemija RPMI-8226 528
29 | Leukemija Jurkats 184
30 | Leukemija THP-1 113
31 | Leukemija HUT 78 35
32 | Leukemija JY 0
33 | Leukemija CEM 0
34 | Plautiy karcinoma MV 522 74
35 | Plautiy adenokarcinoma EKVX >2500
36 | Plautiy adenokarcinoma HOP-62 >2500
37 | Plauciy karcinoma NSC HOP-92 897
38 | Plau¢iy karcinoma NSC NCI-H1299 384
39 | Plau¢iy karcinoma NSC NCI-H2126 107
55 | Plauéiy adenokarcinoma NCI-H522 0
42 | Plau¢iy adenokarcinoma NCI-H322M 0
40 | Plaudiy fibroblasty IPF A 549 >2501
57 | Plauciy adenokarcinoma NCI-H292 245
43 | Plau¢iy karcinoma NSC NCI-H460 118
45 | Plauciy ploks¢ialastelinis NSC Skmes-1 410
44 | Plau¢iy smulkialasteliné karcinoma SHP-77 1663
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58 | Plauciy smulkialgsteliné karcinoma NCI-H510A >2500
56 | Plauciy smulkialasteliné karcinoma NCI-H69

53 | Pieno liauky karcinoma HCC-2218 129
54 | Pieno liauky karcinoma HCC-1954 113
46 | Pieno liauky karcinoma ZR-75-30 357
47 | Pieno liauky karcinoma MCEF-7 0

48 | Pieno liauky karcinoma MDA-MB-453 40

49 | Pieno liauky karcinoma MDA-MB-231 >2501
50 | Pieno liauky karcinoma MDA-MB-468 9

51 | Pieno liauky karcinoma NCIVADR 0

52 | Pieno liauky karcinoma T47D 61

22 | Pieno liauky karcinoma SK-BR-3 475
20 | Pieno liauky karcinoma Hs 605T >2500
53 | Melanoma A431 56

54 | Melanoma LOX IMVI 105
55 | Melanoma Ml14 786
56 | Melanoma RPMI 7591 >2501
57 | Melanoma SK-MEL-28 29

58 | Melanoma UACC-62 119
59 | Melanoma UACC-257 265
41 Melanoma Hs 936.T 15

24 | Melanoma SK-mel-5 38

25 | Melanoma Hs 940.T >2500
26 | Melanoma A375 136

6 Melanoma WM.266. >2500
27 | Kasos karcinoma HPAC 73

29 | Kasos karcinoma HPAF II 47

41 | Kasos karcinoma CAPAN-1 >2500
60 | Kasos karcinoma Panc-1 >2500
30 | Kiaudidziy karcinoma ES2 322
31 | Kiau8idZiy karcinoma IGROVI 199
32 | Kiau$idZiy karcinoma MDAH2774 314
33 | Kiau8idZiy karcinoma SK-OV-3 86

34 | Kiau$idziy karcinoma OVCAR-3 126
36 | Kiausidziy karcinoma OVCAR-5 336
37 | KiausidZiy karcinoma OVCAR-8 36

38 Prostatos karcinoma 1 22Rvl 55

39 | Prostatos karcinoma LNCaP >2500
40 | Prostatos karcinoma DUI150 >2500
42 | Prostatos karcinoma PC-3 163
28 Prostatos karcinoma DU145 68

43 | Inksty karcinoma A498 >2500
44 | Inksty karcinoma 786-0(35h) >2500
45 | Inksty karcinoma SK-RC-01 >2500
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46 | Inksty karcinoma SK-RC-10 >2500
47 | Inksty karcinoma Caki-1 115
48 | Inksty karcinoma Caki-2 >2500
49 | Inksty karcinoma RXF-393 >2500
50 | Inksty karcinoma SK-RC-52 >2500
51 | Inksty karcinoma SN12C >2500
52 | Inksty karcinoma TK-10 533
62 | Inksty karcinoma 769-P 512
23 | Kepeny karcinoma C3A 0
59 | Kepeny karcinoma HepG2 >2500
19 | Epiderminis gimdos kaklelio vézys MS 751 >2500
35 | Gimdos kaklelio vézys Hela >2501

Gimdos kaklelio C-33A 20
1 Gimdos kaklelio Ca Ski 32
2 Gimdos kaklelio ME-180 54
3 Gimdos KLE >2500
4 Gimdos RL95-2 28
5 Gimdos HEC-1-A 47

MCP-1
7PAVYZDYS

Anti-MCP-1 antikiiny poveikis peliy auglio modelyie

Norint nustatyti anti-MCP-1 antikiing poveikj poodinio auglio augimui, eksponentidkai
augancios Panc-1 Iastelés buvo i$sodintos ir resuspenduotos 0,2 ml Hanko subalansuotame drusky
tirpale (HBSS). Augliai buvo produkuoti injekuojant 5x10° Panc-1 Iasteles, sumaiSytas su augimo
faktoriumi redukuotu Matrigel { BALB/c ,,pliky* peliy pateliy Sona. Pradedant nuo implantacijos
dienos, gyviinai buvo veikiami 0,5 mg anti-MCP-1 1.7.3 antikiinu ir PK antikiinu, kuris buvo
nukreiptas prie§ KLH arba PBS, laiko tarpais, paZymétais diagramoje. Auglio augimas buvo
matuojamas kas savaitg ir rezultatai pateikti kaip +SD reikimés (4 figlra). Skirtumai tarp
kontroliniy ir paveikty gyviiny buvo statistiskai svarbis, jeigu palyginta naudojant Stjudento T
testg (P<0,002). Atitinkamai, anti-MCP-1 antikiinai suteiké efektyvy poveiki sumazinant auglio

augima in vivo.

8 PAVYZDYS

MCP-1 antikiiny analizé programinés jrangos pagalba

Auks¢iau apraSyti MCP-1 antikiiny kalcio srautas (pernesimas), chemotaksis ir giminingumo
duomenys buvo analizuojami, naudojant Guided Analytic programing jranga, turimg i§ Spotfire,

Inc., Somerville, MA. Rezultatai parodyti 5 ir 6 figiirose.
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9 PAVYZDYS

Anti-MCP-1 antikiiny struktiriné analizé

Antikiiny kintamos sunkiosios grandinés ir kintamos lengvosios grandinés, parodytos 1
lenteléje, buvo sekvenuotos, norint nustatyti jy DNR sekas. Anti-MCP-1 antiktiny seky pilna
informacija su kiekvieno gama ir kappa grandinés derinio nukleotidy ir aminoriigd¢iy sekomis
pateikta seky sara3e.

Kintamos sunkiosios sekos buvo analizuotos, norint nustatyti VH $eima, D-srities seka ir J-
srities seka. Sekos buvo perskai¢iuotos, norint nustatyti pirmine aminorgséiy seka ir palygintos su
pirminémis VH, D ir J sri¢iy sekomis, kad biity jvertintos somatinés hipermutacijos. 7 figliroje
parodytas anti-MCP-1 seky palyginimas Clustal W programa, naudojant VH1-24, pazymint CD,
CDRI1, CDR2 ir CDR3 sritis ir susijusi dendrograma. 8 figiiroje parodytas anti-MCP-1 seky
palyginimas Clustal W programa, naudojant VK-B3, pazymint CD, CDR1, CDR2 ir CDR3 sritis ir
susijusi dendrograma. 9 figiiroje parodytas anti-MCP-1 seky palyginimas Clustal W programa,
naudojant VK-08, paZymint CD, CDR1, CDR2 ir CDR3 sritis ir susijusi dendrograma. 10 figiiroje
parodytas anti-MCP-1 seky palyginimas Clustal W programa, naudojant VH6-1, paZzymint CD,
CDRI1, CDR2 ir CDR3 sritis ir susijusi dendrograma.

10 PAVYZDYS

Anti-MCP-1 antikiiny, kaip diagnostikos agenty panaudojimas
A. MCP-1 antigeno nustatymas pavyzdyije

Su fermentais susij¢s imunofermentinis metodas (ELISA) MCP-1 antigeny nustatymui

pavyzdyje yra paprastas ir iSvystytas. Siuo metodu, mikroplokstelés 3ulinéliai , tokios kaip 96
$ulinéliy mikroplokstelés arba 384 3ulinéliy mikroplokstelés, yra adsorbuojami pirmuoju pilnai
Zmogaus monokloniniu antikiinu, nukreiptu prie§ antigena. Imobilizuotas antikiinas tarnauja kaip
sugaunantis antiklinas prie§ bet kokj antigena, kuris gali biiti testo pavyzdyje. Sulinéliai yra
praplaunami ir paveikiami blokuojandiu agentu, tokiu pieno baltymas arba albuminas, kad buty
i§vengta nespecifinés analités adsorbcijos.

Paskui 3ulinéliai veikiami testo pavyzdZziais, manoma turin¢iais antigena, arba tirpaly,
turinfiu standartinj antigeno kieki. Toks pavyzdys gali biti, pavyzdziui, serumo pavyzdys 13
objekto, tikétina turin¢io lygj cirkuliuojanio antigeno, manomai turin¢io patologing diagnozg.

Po testo pavyzdziy arba standarto praplovimo, Sulinéliai veikiami antruoju pilnai Zmogaus
monokloniniu anti-MCP-1 antikiinu, kuris yra paZymétas konjuguojant biotinu. Pazymétas anti-
MCP-antikiinas tarnavo kaip detektuojamas antikiinas. Po antro antikiino pertekliaus praplovimo,

sulinéliai veikiami su avidinu konjuguota krieny peroksidaze (HRP) ir atitinkamu chromogeniniu
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substratu. Antigeno koncentracija testo pavyzdyje yra nustatoma palyginant su standartine kreive,
sudaryta i§ standartiniy pavyzdziy.

Sis ELISA bandymas duoda didelj specifiskuma ir labai jautry tyrima MCP-1 antigeno testo
pavyzdyje nustatymuli.

B. MCP-1 koncentracijos nustatymas paciento pavyzdziuose

Sluoksniuota ELISA yra idvystyta nustatyti MCP-1 kiekiui Zmogaus serume. Du anti-MCP-1
antikiinai, naudojami sluoksniuotoje ELISA geriau atpaZista skirtingus MCP-1 molekulés epitopus
(duomenys neparodyti). ELISA atliktas sekan¢iai: 50 pl gaudanCiyy anti-MCP-1 antiktiny
padengimo buferyje (0,1 M NaHCO3, pH 9,6) esant 2 pg/ml koncentracijai padengiamos ELISA
plokstelés (Fisher). Po inkubacijos prie 4 °C per naktj, plokstelés veiktos 200 ml blokavimo
buferio (0,5 % BSA, 0,1 % Tween 20, 0,01 % Thimerosal PBS-¢) 1 val. prie 25 °C. Plokstelés
buvo iSplautos (3x) naudojant 0,05 % Tween 20 PBS-¢ (plovimo buferis, WB). Normalus arba
paciento serumas (Clinomics, Bioreclaimation) yra praskiestas blokavimo buferiu, turin¢iu 50 %
¥mogaus serumo. Plokstelés yra inkubuotos su serumo pavyzdZziais per nakt prie 4 °C, plautos su
WB ir po to inkubuotos su 100 pl/ulinéliui biotinilinto detektavimo anti-MCP-1 antikino 1 val
prie 25 °C. Po plovimo plok3telés buvo inkubuotos su HRP streptavidinu 15 min., plautos kaip
anksgiau, po to veiktos su 100 pl/3ulinéliui o-fenilendiamino vandenilio perokside (Sigma
i$ry$kinimo tirpalas) spalvos generavimui. Reakcija sustabdyta su 50 pl/3ulinéliui HSO4 (2M) ir
analizuota, naudojant ELISA ploksteliy skaitytuva prie 492 nm. PRO antigeno koncentracija
serumo pavyzdZiuose apskaiGiuojama palyginant idvalyto MCP-1 antigeno du skiedimus,
naudojant keturiy parametry kreiviy pritaikymo programa.

C. Vézio nustatymas pacientams

Reikeéty jvertinti, kad remiantis rezultaty rinkiniu ir 10A-10B aptartais pavyzdziais, naudoj ant
Siame iSradime aprasytus jgyvendinimus, galima nustayti objektui vézj, remiantis MCP-1 antigeno
ekspresijos lygiu. Tam tikram véZio tipui, i$ objekto imami kraujo pavyzdZiai nustatoma jvairios
ligos progresavimo stadijos ir/arba vézio gydymas jvairiu metu. MCP-1 antigeno koncentracija
esanti kraujo pavyzdziuose yra nustatoma naudojant metoda, kuris specifiskai apibréZia esanCio
antigeno kiekj. Toks metodas apima ELISA metoda, tokius metodus, Kurie apradyti 10A-10B
pavyzdziuose. Naudojant pavyzdziy populiacija, kuri numato kiekvienai progresavimo arba
gydymo pakopai statistiskai svarby rezultata, diapazona antigeno, kuris gali bati vertinga
charakteristika nustatyta kiekvienai pakopai.

Norint nustatyti objektui vézio stadijg po tyrimo arba charakterizuoti objekto atsaka i
gydymo kursa, i§ objekto imamas kraujo pavyzdys ir nustatoma pavyzdyje esan¢io antigeno
koncentracija. Taip nustatyta koncentracija naudojama identifikuoti | kokj reik$miy diapazona

krenta reikimeé. Taip identifikuotas diapazonas koreliuoja su progresijos stadija arba gydymo
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stadija, identifikuota jvairiose diagnozuoty subjekty populiacijose, tuo biidu pateikiant subjekto

69

stadija po tyrimo.

11 PAVYZDYS

Anti-MCP-1 antikiiny naudojimas auglio gydymui

Norint nustatyti anti-MCP-1 antikiino efekta pacienty (Zmoniy) su augliais gydymui in vivo,
tokie pacientai yra injekuojami per tam tikra laiko tarpg efektyviu anti-MCP-1 antikiino kiekiu.
PeriodiSkais laiko tarpais gydymo metu pacientai (Zmonés) tikrinami, nustatant kuris jy augliy
progresuoja, ypatingai, kurie auga ie metastazuoja.

VéZio pacientai, veikti su anti-MCP-1 antik@inais turi Zemesnj lygi auglio augimo ir
metastazavimo, palyginus su veéZio pacientais, kurie buvo veikti su kontroliniais antikiinais.
Kontroliniai antikiinai, kurie gali biiti naudojami, apima to paties izotipo antiklinus, kaip ir testuoti
anti-MCP-1 antikiinai, ir tatiau neturi sugebéjimo suristi su MCP-1 auglio antigenus.

Auks¢iau apraSytas reikalavimas manoma yra svarbus §ios srities specialistui jgyvendinti
iSradima praktikoje. Cia apradyti iradimo jgyvendinimai néra limituojantys apimtj deponuoto
sprendimo, kadangi deponuotas jgyvendinimas yra numatomas kaip iSradimo tam tikro aspekto
viena iliustracija, ir bet koks sprendimas, kuris yra funkciskai ekvivalentiSkas yra §io idradimo
apimtyje.

AuksCiau i8déstytas apra§ymas ir pavyzdZiai detalizuoja tam tikrus pateiktus iSradimo
igyvendinimus ir apraSo geriausiai i§radéjy apmastytus. Reikéty pripaZinti, taciau, nesvarbu kiek
yra detalus ankstesnis tekstas, i§radimas gali biiti taikomas daugeliu biidy ir iSradimas turéty biiti

interpretuojamas sutinkamai su pridedama apibréztimi ir bet kokiu jo ekvivalentu.
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ISradimo apibréztis

1. Zmogaus monokloninis antikiinas, kuris risasi su MCP-1 ir apima aminortigi¢iy sunkiaja
granding, turinig seka, parinkta i§ grupés, susidedan¢ios is SEQID Nr. 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30,
34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126,
130, 134, 138, 142 ir 146.

2. Antikiinas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad apima aminortigs¢iy lengvaja
granding, turinig seka, parinktg i§ grupés, susidedancios i3 SEQID Nr. 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,
36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80, 84, 88, 92, 96, 100, 104, 108, 112, 116, 120, 124, 128,
132, 136, 140, 144 ir 148.

3. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorigi¢iy sunkioji grandiné apima sekq SEQ ID Nr. 2 ir aminoriigiciy lengvoji grandiné apima

seka SEQ ID Nr. 4.

4. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminortig8¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 6 ir aminortigiciy lengvoji grandiné apima

seka SEQ ID Nr. 8.

5. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorligd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 10 ir aminoriigiciy lengvc,i grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 12.

6. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriig§¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 14 ir aminorigsciy lengvoji grandiné

apima sekg SEQ ID Nr. 16.

7. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punktag, besiskiriantis tuo, kad
aminorlgd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 18 ir aminortigi¢iu lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 20.

8. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo. kad
aminorfigs¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 22 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 24,
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9. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis
aminortig$éiy sunkioji grandiné apima sekg SEQ ID Nr. 26 ir aminoriigi¢iy lengvoji

apima sekq SEQ ID Nr. 28.

10. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis
aminorlig§¢iy sunkioji grandiné apima sekg SEQ ID Nr. 30 ir aminorfigi¢iy lengvoji

apima sekgq SEQ ID Nr. 32.

11. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis
aminoriigi&iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 34 ir aminorfigi¢iy lengvoji

apima seka SEQ ID Nr. 36.

12. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis
aminoriigi¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 38 ir aminorfigs¢iy lengvoji

apima seka SEQ ID Nr. 40.

13. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis
aminoriigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 42 ir aminorfigi¢iy lengvoji

apima sekg SEQ ID Nr. 44.

14. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis
aminoriigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 46 ir aminortugi¢iy lengvoji

apima seka SEQ ID Nr. 48.

15. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis
aminortigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 50 ir aminorfigd¢iy lengvoji

apima sekg SEQ ID Nr. 52.

16. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punktag. besiskiriantis
aminor{igd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 54 ir aminorfigiciy lengvoji

apima sekg SEQ ID Nr. 56.

17. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta. besiskiriantis
aminorfigs¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 58 ir aminoriigsCiy lengvoji

apima sekg SEQ ID Nr. 60.

tuo, kad

grandiné

tuo, kad

grandiné

tuo, kad

granding

tuo, kad

grandiné

tuo, kad

grandiné

tuo, kad

grandiné

tuo, kad

grandiné

tuo, kad

grandine

tuo. kad

grandiné
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18. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorags¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 62 ir aminoriigiciu lengvoji grandiné

apima sekg SEQ ID Nr. 64.

19. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminortigs¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 66 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima sekg SEQ ID Nr. 68.

20. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriig§¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 70 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 72.

21. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad
aminor(igs¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 74 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 76.

22. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 78 ir aminoriig&liy lengvoji grandiné

apima sekg SEQ ID Nr. 80.

23. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad

oo

aminorigs¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 82 ir aminoriigiiy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 84.

24. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorfigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 86 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima sekg SEQ ID Nr. 88.

25. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorfigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 90 ir aminorfig¢iy lengvoji grandiné

apima sekgq SEQ ID Nr. 92.
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26. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorfig§¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 94 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 96.

27. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriigi¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 98 ir aminorigs¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 100.

28. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 102 ir aminoriigs¢iy lengvoji grandine

apima seka SEQ ID Nr. 104.

29. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorigi¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 106 ir aminoriig§¢iu lengvoji granding

apima sekq SEQ ID Nr. 108.

30. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 110 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandine

apima seka SEQ ID Nr. 112.

31. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorfig§¢iy sunkioji grandiné apima sekg SEQ ID Nr. 114 ir aminortigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 116.

32. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriig¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 116 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 118.

33. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriigs¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 118 ir aminorfigd¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 120.

34. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta. besiskiriantis tuo, kad
aminoriigitiy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 122 ir aminorligdtiy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 124.
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35. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorlig§éiy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 126 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 128.

36. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriig§¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 130 ir aminorligs¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 132.

37. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorugs¢iy sunkioji grandiné apima sekg SEQ ID Nr. 134 ir aminoriigi¢iy lengvoji grandine

apima sekg SEQ ID Nr. 136.

38. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminorig$¢iy sunkioji grandiné apima sekq SEQ ID Nr. 138 ir aminorfigd¢iy lengvoji grandine

apima sekg SEQ ID Nr. 140.

39. Zmogaus monoklorinis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriigd¢iy sunkioji grandiné apima sekg SEQ ID Nr. 142 ir aminoriig§¢iy lengvoji grandiné

apima sekg SEQ ID Nr. 144.

40. Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad
aminoriigd¢iy sunkioji grandiné apima seka SEQ ID Nr. 146 ir aminorfigi¢iy lengvoji grandiné

apima seka SEQ ID Nr. 148.

41. Antikiinas imobilizuotas ant netirpios matricos, kur antikiinas yra antiklinas pagal 2

punkta.
42, Pagerintas monocity chemotaksio baltymo-1 (MCP-1) lygio nustatymo paciento
pavyzdyje biidas. besiskiriantis tuo, kad minétas pagerintas budas apima panaudojimg

anti-MCP-1 antikiino pagal 2 punkta MCP-1 lygio nustatymui bandinyje i§ Zmogaus.

43. Bidas pagal 42 punkta. besiskiriantis tuo, kad paciento bandinys yra kraujas.
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44. Kompozicija, besiskirianti tuo, kad apima antikiing arba jo fragmentg pagal 2

punkta ir farmaciskai priimting nesiklj.

45. Antikino panaudojimas gamyboje vaisto, skirto neoplastiniy ligy gydymui gyviinuose,

kur minétas monokloninis antikiinas specifiskai risasi su monocity chemotaksio baltymu-1 (MCP-

).

46. Panaudojimas pagal 45 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas antikiinas yra

pilnai Zmogaus antiklinas.

47. Panaudojimas pagal 45 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta neoplastiné liga
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§: kriities véZio, kiaudidZiy véZio, piislés vézio, plaudiy
vézio, glioblastomos, skrandzio vézio, endometriumo véZio, inksty véZzio, gaubtinés Zarnos vézio,

kasos vézio ir prostatos vézio.

48. Antikiino panaudojimas gamyboje vaisto, skirto uzdegiminiy bikliy efektyviam gydymui
gyvinuose, kur minétas monokloninis antikiinas specifiSkai riSasi su monocity chemotaksio

baltymu-1 (MCP-1).

49. Panaudojimas pagal 48 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas antikiinas yra

pilnai Zmogaus antikiinas.

50. Panaudojimas pagal 48 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta uzdegiminé bukleé
parinkta i§ grupés, susidedancios i$: reumatoidinio artrito, glomuronefrito, aterosklerozés,

psoriazés, restenozés, autoimuninés ligos ir i§sétinés sklerozés.

51. Pilnai Zmogaus monokloninis antikiinas. specifiskai susiririantis su monocity
chemotaksio baltymu-1 (MCP-1), skirtas efektyviam neoplastiniy ligy gydymui gyvilinuose,

kuriems reikalingas neoplastinés ligos gydymas.

52. Pilnai Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 51 punkta. besiskiriantis tuo. kad
jis skirtas neoplastiniy ligy gydymui, kur neoplastiné liga parinkta i§ grupés. susidedancios is:
kriities vézio. kiausidziy vézio, puslés vézio, plauciy vézio, glioblastomos, skrandzio vezio.

endometriumo vézio, inksty vézio. gaubtinés Zarnos vézio, kasos veézio ir prostatos vézio.
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53. Pilnai Zmogaus monokloninis antikiinas, specifiskai susiririantis su monocity
chemotaksio baltymu-1 (MCP-1), skirtas uzdegiminiy bakliy gydymui gyviinuose, kuriems
reikalingas toks gydymas.

54. Pilnai Zmogaus monokloninis antikiinas pagal 53 punkta, besiskiriantis tuo, kad
Jis skirtas efektyviam uzdegiminiy bukliy gydymui, kur uzdegiminé buklé parinkta i3 grupes,
susidedancios i§: reumatoidinio artrito, glomuronefrito, aterosklerozés, psoriazés, restenozés,

autoimuninés ligos ir i§sétinés sklerozés.

55. Zmogaus monokloninis antikiinas, kuris ridasi su MCP-1 ir apima sunkiosios grandinés
komplementaruma apsprendziancia sriti (CDR) CDRI1, CDR2 ir CDR3, parinkta i3 grupeés,
susidedancios i§ SEQ ID Nr. 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 58, 66, 70, 74, 78, 82,
86, 90, 94, 102, 106, 110, 114, 122, 126, 130, 134, 138 ir 142, kaip pavaizduota Fig. 7A ir 10A.

56. Zmogaus monokloninis antikiinas, kuris riSasi su MCP-1 ir apima lengvosios grandinés
komplementaruma apsprendziancig sritf (CDR) CDRI1, CDR2 ir CDR3, parinkta i§ grupés,
susidedancios i§ SEQ ID Nr. 4, 8, 12, 16, 20, 28, 32, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 80, 84, 88,
92,96, 104, 108, 112, 116, 124, 128, 136, 140 arba 144, kaip pavaizduota Fig. 8A ir 9A.

57. Zmogaus monokloninis antikiinas, kuris ridasi su MCP-1 ir apima sunkiosios grandinés
komplementaruma apsprendZiandia sriti (CDR) CDR1, CDR2 ir CDR3, parinkta i§ grupés,
susidedancios i§ SEQ ID Nr. 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 58, 66, 70, 74, 78, 82,
86, 90, 94, 102, 106, 110, 114, 122, 126, 130, 134, 138 ir 142, kaip pavaizduota Fig. 7A ir 10A ir
lengvosios grandinés komplementaruma apsprendziandia sritj (CDR) CDR1, CDR2 ir CDR3,
parinkta i§ grupés, susidedangios i§ SEQ ID Nr. 4, 8, 12, 16, 20, 28, 32, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64,
68, 72, 80, 84, 88, 92, 96, 104, 108, 112, 116, 124, 128, 136, 140 arba 144, kaip pavaizduota Fig.
8A ir 9A.
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CHEMOTAKSIO BALTYMA-1 (MCP-1) IR J PANAUDOJIMAS

<130> ABGEN

Us 60
2002-

<150>
<151>

<160> 149

<170>

<210> 1
<211> 1335
<212> DNR
<213> Homos

<400> 1

caggtccage
tcctgecaagg
cctggaaatg
gcacagaggt
atggagctga
ttttggagtg
tcecaccaagg
acagcggccee
aactcaggeg
ctctactcec
acctgcaacg
tgttgtgteg
ttccececcaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcegtcec
gtctccaaca
cccecgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tcettettee
ttctcatgcet
ctgtcteegg

<210> 2
<211> 445
<212> PRT
<213> Hcmos

<400> 2

IX.2%1vaC

/404,802
08-19

apien

tggtacagte
tttecggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagecctgag
gttattttga
gccecateggt
tgggetgect
ctctgaccag
tcagcagegt
tagatcacaa
agtgcccacc
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgttgt
gaggectecee
cacaggtgta
cctgectggt
agcecggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgea
gtaza

apien

tggggctgag
caccctcact
gatgggaggt
agtcgtcatg
atctgaggac
ctactggggce
cttececectg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgtyg
gcccagcaac
gtgcceccagea
caccctceatg
agaccccgag
aaagccacgg
gcaccaggac
agccccecatce
caccctgece
caaaggcttc
caactacaag
gctcacegtg
tgaggctctg

FastSEQ for Windows Version 4.0

gtgaagaagc
gaattatcca
tttgatccectg
accgaggacce
acggccgtgt
cagggaaccc
gegeectget
tacttcccceg
acctteccag
ccctccagea
accaaggtgg
ccacctgtgg
atctccegga
gtccagttca
gaggagcagt
tggectgaacy
gagaaaacca
ccatcceggg
taccccageg
accacaccte
gacaagagca
cacaaccact

Gln Val Gln Lesu Vval Gln Ser Gly Rla Glu Val

ctggggcctce
tgcactgggt
aagatggtga
catctacaga
attactgtgce
tggtcaccgt
ccaggagcecac
aaccggtgac
ctgtcctaca
acttcggcac
acaagacagt
caggaccgte
ccecctgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gceaggagta
tctccaaaec
aggageatgac
acatecgecgt
ccatgctgga
ggtggcagea
acacgcagza

agtgaaggtc
gcgacaggcet
gacaatctac
cacagcctac
aaccaacgag
ctecteagece
ctcecgagage
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagecgceaas
agtcttcecte
cacgtgcgtgs
ggacggcgtg
gttecgtgtg
caagtgcazg
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacgge
ggggaacgtce
gagcctctcee

Lys Lys Pro Gly Rlz

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
120
1080
1140
1200
1260
1320

1333
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Cys
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Val
She
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Thr

305
Val

Pro
385

Ser

Gln

ja sy
)
1423

Met

; Gly

50
Gly

Glu

Leu
130

Asn
Asn
210
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
290
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
370
Glu

Phe

Gly

<210> 3
<211> 660

<212
<213> Homcsapien

Val 1

115
Ala

Leu

275
Glu

Val

Asn

Glu
355
Tyr
Asn
Phe

Asn

DNR

i
I,...l
fu

N =6
< o

His
Lys
Gln

340

Met

Leu

Val
420
Gln

Thr
Val
Pro
Pro
245
val
val
Gln
Gln
Gly
325
Pro

Thr

Ser

y Tyr

Tyxr
405
Phe

Lys

Glu
Mast

70
Leu

Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Ala
230
Lys

Val

Phe

Asp
310
Leu

135

Asn
295
Trp
Pro
Glu

Asn

Ile
375
Thr

Thr
Val
Val
280
Ser

Leu

Ala

Gln
3560
Alza
Thr
Leu

Ser

Ser
449

Ser
185
Thr
Val
Val
Leu
Ser
265
Gliu
Thr
Asn
Pro
Gln

345
Val

78

Asp
90

Pne A

Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Ala
Met
250
His
Val
Phe
Gly
Ile
330
Val

Ser

Asn

- Ile

Ser
75

Thr &

Asn
Arg
Gly
235
Ile

Glu

315

Glu 1

Met
395
Asp

Eis

Pro

Asn

val
300
Glu
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Cys
368

Sexr

Asp

Ala
val

190
His

Glu
270
Lys
Ser
Lys
Ile

Pro

350
Leu
Asn
Ser
Arg
Leu
430

Ala I

Ser
Val
175
Pro
Lys
Val
Phe
Pro

255
Val

Ser I

335
Pro

val
Gly
Asp
Trp

¢15
His

160
Leu

Ser

Leu
240
Glu

Gln
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<400> 3
gacatcgige tgacccagtc tcczgactcs ctggctatgt
ztcaactygta agiccagcea gagtgtitia tacagctcce
tggtaccagc agaeaccagg acagectcecet azactgetca
gaatccggyg tccctgaccg attcagitec agcgggtetg
atcagcagcc tgcaggetga agatgtggcee gtttattac
ccgtggacgt tcggocaagy gaccaaggic gzastcaaac
gicttcatet tcccgecatce tgatgageag ttgaaatc:o
ctgctgaatzs acttctatce cagagacgcc aaagtacagt
caatcgggta actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca
ctcagcagea ccctgacget gagcaazgea gzactacgaga
gaagtcacce atcagggcct gagctcgecce gtcacaaaga
<210> 4
<211> 220
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 4
Asp Ile Val ¥et Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Val Trp Tyr Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ile
50 55
Pro Asp Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Glu Thr
65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85 90
Tyr Phe Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly
100 105
Lys Arg Thr Val Rls Ala Pro Ser Val Phe Ile
113 120
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
130 135
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
145 150 155
Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
165 170
Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
180 185
Glu Lys Kis Lys Val Tyr ARla Cys Glu Val Thr ¢t
185 200
Ser Pro Val Thr Lys Ser Pne Asn Arg Gly Glu
210 215
<210> 5
<211> 475
<212> DNR
<213> Homosepien
<400> 5
caggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc
tcctgcaagg ttt ccgaata caccctcact caattatcca
cctggaaaag ggctiogagtg gatgggaggot tttgatcecctg
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca

Asp

!

()
[gpte]
W)
O

1

LouY Lo

a Va0

(9]
Qoo
ot (O g

(SRR E-3

LS

(@]
f

[0}

.t QY o

n
0 O N
ot Q) ot
00

O
[+
v
O QY ¢ it \Q

fu
L U Qo Q

ot Q) ot

QQ OO n
M
SO

(44

3V
- fu
)

QMW QQ QU T Q)
]
o
Te]

Qo

O
rt
¢}
0
l}
Y]
9]
v
w

t Ser

Leu
30

Gln Pro

Aig Ser

60

Pro
125
s Leu

Asp
Y AsSD
Ala

180
Gly

r Lys

Gin
205

ctggggcecete
tgcactgggt
zagatggtga
catctacaga
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Tyr
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Gln

Leu Thr
Gln
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175
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80
atggagetga gozgectgayg atcltgagyas acgycagtgr
tottggagtg grtoattitga ctacltggges caggyaacee
tecaccaagg goocatogygt crttcecceoig gegeectget
ggcgtgcaca ccitoccagce tgtectacag tecteaggac
<210> 6
<211> 158
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 6
Gln Val Gln Leu Vazl Gln Ser Gly 2la Glu Val

1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Vzl Ser Gly Tyr
20 25
Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Thr Asn Glu Phe Trp Ser Gly Tyr Phe Asp
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Als Ser Thr Lys
115 120
Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Thr Ser
130 135
Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
145 150 155
<210> 7
<211> 477
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 7
gacatcgtga tgaceccagtc tccagectec ctggetgagt
atcaattgca agtccagcca gagtgtttta tatagctcca
tggtaccage zgaaactagg acagccccet zagetgetca
gaatccgggg tccectgaccg attcagtgge agegggtcetg
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact
ccgtggacgt tcggeccaagg gaccaaggtg gaaatcaaac
gtcttcatct tcccgecate tgatgagcag ttgazatctg
ctgctgaata acttctatcc cagagaggec aaagtacagt
<210> 8
<211> 159
<212> PRT
<213> Homosazien
<400> 8
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Akla Ser Leu
1 5 10
Glu Arg Alz Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Asn Lys Zsnh Tyr Leu Vzl Trp Tyr Gin
35 40
Pro Pro Lys Leu ieu Ile Tyr Tro Elz Ser Thr
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ggacagattt
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ggaaggtgga
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Tyr
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Gln
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gagggccace
ctacttagtt
atctaccecgg
cactctcacc
ttatcgtagt
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgec

Leu Gly
15
Tyr Sex

Gly Gln

Gly V=1

LT 5416 B

BN S B PY)
1Ny O
o

O D

[8)]

60

120
180
240
300
368
420
477




81

LT 5416 B

O
(&)
[§3]
w
KERNe)

I‘U
u <
‘G
"
o]
a
*3
D
~
t
i
=
3
+
3

Oy Ny

€}
<
w3
[
"y
)

y Thr

1O

0
B

»

o]
ll

5

e
u

;

o
W

Q

=
90
l»;

‘
U
b=

Gln Gln
85
Glu Tle

]
w)
48
H
n
)
3
1]
G
n
(0]
-
o
11
u
e
m
<
o]
}_J
]
g
=
1
=
@]
(vl
[63)

cCoL T e

6]

-]

3]

o]

3

jay

it

2V}

)

W

SRR

= v
W
= O 1

o)

D]

l._

l<

-]

o3

H

rl

[2e

(G}

1.4 <2

[ERIEY)

o -

oo

=

2?0 Serx Asp

L-(
L<
)
o>
a1
Vo]
>3
=)
[
v
W
l_l
m
o=
'._l
o
o]
=
o]
1 -t (N
ol
oS}
[
—
-
[}
o
5]
(0]

M o3

T Ut O

Asn Asn

w
o

5

=
-
®
o4

m

= Ny (b
O
t4 =ty

Glu Gln Lesu Lys Sex Gly Thr 2l Val Val Cys
130 135 140
Phe Tyr Pro Arg Glu Rla Lys V Val !

T Asn Rla
145 150 155

<<
m
(0]
e
&}
I
n]
o
[oad
L
(0]
w
n
ke)

<210> 9

<21l1> 5556

<212> PRT

<213> Homosapien

<400> 9

Cys Ala Gly Gly Thr Cys Cys Ala Gly Cys Gly Thr Ala Cys
1 5 10 15

Ala Gly Thr Cys Thr Gly Gly Gly Gly Cys Thr Gly Ala Gly Gly Thr

20 25 30
Gly Ala Ala Gly Ala Ala Gly Cys Cys Thr Gly Gly Gly Gly Cys Cys
35 40 45
Thr Cys Ala Gly Thr Gly Ala Ala Gly Gly Thr Cys Thr Cys Cys Thr
50 55 60

Gly Cys Ala Ala Gly Gly Thr Thr Thr Cys Cys Gly Gly Ala Thr Ala
65 70 75 80

Cys Ala Cys Cys Cys Thr Cys Ala Cys Thr Gly Ala Ala Thr Thr Ala

85 ) 90 95
Thr Cys Cys Ala Thr Gly Cys Ala Cys Thr Gly Gly Gly Thr Gly Cys
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Gly Ala Cys Ala Gly Gly Cys Thr Cys Cys Thr Gly Gly Ala Ala Ale
115 120 125

Ala Gly Gly Gly Cys Thr Thr Gly Ala Gly Thr Gly Gly Ala Thr Gly

130 135 140

Gly Gly Ala Gly Gly Thr Thr Thr Thr Gly Ala Thr Cys Cys Thr Gly

145 150 155 160

Ela Ala Gly Ala Thr Gly Gly Thr Gly Ala Ala Ala Cys Ala Ala Thr

165 170 175
Cys Thr Ala Cys Gly Cys Ala Cys Ala Gly Ala Ria Gly Thr Thr Cys
180 185 190

Cys Ala Gly Gly Gly Cys RAla Giy Ala Gly Thr Cys Ala Cys Cys Ala
195 230 205

Thr Gly -Ala Cys Cys Gly Ala Gly Gly Ala Cys Ala Cys Ala Thr Cys

Thr Ala Cys Rla Gly Ala Cys Rlz Cys Ala Gly Cys Cys Thr Rla Cys
225 230 235 240
Ala Thr Gly Gly Rla Gly Cys Thr Gly Ala Gly Cys Ala Gly Cys Cys
245 250 255
Thr Gly Ala Gly Ela Thr Cys Tnr Gly Ala Gly Gly Ala Cys Ala Cys
2690 265 270
Gly Gly Cys Cys Gly Thr Gly Thr 2la Thr Thr ARle Cys Thr Gly Thr
275 28
Gly Cys REla Rlz Cys Ala Rlz Rla Cys Gly Ala Thr Thr Thr Thr Thr
290 255 300
Gly Gly Rla Gly Thr Gly Gly Thr Thr Ala Thr Thr Ala Thr Ala Ale
303 310 315 328
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530
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Thr
515
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Thr

<211> 185
<212> PRT

<213>

<400>
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1
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Val
Val
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Homosapien

Val

Ser

Phe

Val

Leu
163

! Leu

Thr
Cys
470
Ala

Gly

Cys k

Cys T

Cys
550

Gln
Cys
Arg

Glu

r Met

70
Leu

Serx

Asp

150
Thr

Tyr

Cys

Thr
455

Ser
Lys
Gln

Asp

55
Thr

Ser

Erg
133

1w )
oV g

o

o)

i
(g

= w0
o BT R
Hoorn

(@}
<
n

505
Cvys

<

Ala

Ser
25
Pro

Glu

82

490
Thr

Thr
Gly

Gly

Glu
10

Gly
Gly
Thr

Thr

Asp

50
Tyr

Ser
Glu

His
170

Thr
Cys
Thr
475
Cys
Gly
Gly
Gly

Cys
555

Ser
Thr
Asn
Lys
Glu
Pro

155
Thr

)
e
I

)
1—

O w0
Oy
w w

3
o
¢

@)
b
2

Leu
45

Rla

!
i

h
<

() W 3
o K

oy
1]

510

Pro
Thr
30

Glu

Gln

495
Ala

Thr

Cys

Gly ¥

15
Glu

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gln
Val

Rl

o

Ser

Val
175

e
i

]
N
[ o

e
[+1}

(@]
[
w

>3
= Oy
n O Ig

i

|
D oK
. O'o

LT 5416 B




<210> 11

<Z11> 480

<212> DNR

<213> Homeszpien

<400> 11

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcce

atcaactgeca agtccagcca gagtgttita

tggtaccaac agaaaccagyg acagcctcce:

gaatceggyg tccctgaceg attcagtgge

atcaacagcce tgcaggetga agetgtggea

ccgtggacgt teggecaagg gaccaagetyg

gtcttcatet tcccgecatce tgatgageag

ctgctgaata acttctatcc cagagaggcc

caatcgggta

<210> 12

<211> 163

<212> PRT

<213> Homosepien

<400> 12

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pxo

1 5
Glu Arg ARla Thr Ile Asn Cys Lys
20

Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Val
35 40

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Tr

50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

€5 70

Ile Asn Ser Leu Gln Ala Glu Asp

85
Tyr Phe Tyr Ser Pro Trp Thr Phe
100

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser
115 120

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Alia

130 135

Phe Tyr Pro Rrxrg Glu Ala Lys Val

145 150

Gln Ser Gly

<210> 13

<211> 543

<212> DNR

<213> Homoszpien

<400> 13

caggtccage tggtacagtec tggggctgag

tccigcaagg tttcecgaca caccctcact

cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggs

gcacagaagt tccaggacag agtcaccatg

atggagctga gecagcctazg atctgaggac

ttttggagtg gttattttga ctgctggggac

&3

f—
a0
h

ctggcetgtet
tacagctcca
azactgctca
agcgggtetg
gtttattact
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt

Asp Ser Leu
10

Ser Ser Gln

25

Trp Tyr Gln

Ser Ile
Ser Gly Thr
75
Val Ala Val
90
Gly Gln Gly
105
Val

Phe Ile

Ser Val

155

gtgeagaage
gaattatcca
tttgatectg
accgaggaca
&cggceegtgt
cagggaacce
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Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr
Cys
Val
110
Pro

Leu

Asn
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tttttatagt
tgcaccatct
tgttgtgtge
taacgcceccte

Leu Gly
15
Tyr Ser
Gly Gln
Gly Val

Leu Thr
80
Gln Gln
95
Glu

Ser Asp
Asn Asn

Ala Leu

agtgaaggtc
gcgacagget
aacaatctac
cacagcctac
aaccaacgat
ctecteagee
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tcocaccaagg ¢oozatcgy 423
acagcggeec tgggcigcc 180
aactcaggcg cishgaccea 4g
ctt 343
<210> 14
<211> 181
<212> PRT
<213> Homoszgien
<400> 14
Gln Val Gir Leu Val Gln Ser Gly Alz Glu Val Lys Lys Pro Gly 2lsz
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Vai Ser Gly His Thr Leu Thr Glu Leu
20 28 30
Ser Met His Trp Val Arg Giln Alz Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
335 40 45
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Asp Glu Tnhr Ile Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Asp Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 85
Ala Thr Asn Asp Phe Trp Ser Gly Tyr Phe Asp Cys Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 129 125
Pro Leu Ala Prc Cys Sexr Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala lLeu
130 135 - 140
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 166
Asn Ser Gly Alz Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Rla Val Leu
165 170 175
Gln Ser Ser Gly Leu
180
<210> 15
<211> 490
<212> DNR
<213> Homosapien
<400>"15
gacatcgtge tgacccagtc tccagactec ctggctgtgt gtctgagega gagggccace 69
atcaactgcz agtccagceca gagtgtttta tatagtccca acaataagaa cttettagtt 120
tggtaccage agagaccagg acagectect aagctgctca tttactcgge atctacccgg 180
gaatcegggg tecctgacceg attcagtege gcgggtctg ggacagattt cactctcace 240
atcagcagee tgcacgetga agatgtggca gttzattact gtcazgcaata ttatagtagt 200
ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggtg gazatcaaac gaactgtggc tgcaccatct 360
gtcttcatet tececgecate tgatgageag ttgaaatctg gaactgectc tgttgtotge 420
ctgctgaata acttictatce cagagzggec aaagtacagt ggzaggtgga taacgccctc 4890
caatcgggta 430
<210> 16
<211> 163
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 16

Asp Ile vzl

!

Leu TI

5

nr Gln Ser Pro Asp Ser Leu

10

Ala val Cys Leu Gly

15
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145
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17
1335
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 17

caggteccagce
tcctgcaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggagctga
ttttggactg
tccaccaagg
acagcggecc
aactcaggcg
ctctactece
acctgcaacg
tgttgtgtcg
ttececccaa
gtggtggacy
gaggtgcata
gtcagegtcee
gtctccaaca
cecccgagaac
gtcagectga
agcaatggcece
tecttettece
ttctcatgcet
ctgtctcegg

<210>
<211>
<212>
<213>

18
445
PRT

<400> 8

Gln Val Glp Leu Val Gln Ser Gly Ale Glu Val :

i

Ser Val Lys val
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g
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Zomos

15 SR S TR B
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H
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¥

Glu

(9]
|
=<

Homcsapien

tggtacagtc

tttceggata

ggcttgagtyg
tccagggcag

gcagcctgag
gttattttga
gcccatcggt
tgggctgect
ctctgaccag
tcagcagcegt
tagatcacaa
agtgcccacc
ascccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtigt
aaggcctcce
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcecaa
ccgtgatgca
gtaza

agpien

1"
21

Ser

tggggctgag
caccctcact
gatgggaggt
agtcaccatg
atctgaggac
ccactgggygc
cttceceectg
ggtcaaggac
cggcgtgeac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
gtgccecagea
caccctcatg
agaccccgag
aaagccacgg
gcaccaggac
agecccecate
cacceigecee
caaaggcttc
caactaczaag
gctcaccgte
tgaggectctg

5
Ser Cys Lys Vel Ser

80
Gln Gly

Phe Ile

Val

Trp

gtgaagaage
gaattatcca
tttgatcectyg
accgaggaca
acggccatgt
cagggaaccce
gcgccectget
tacttcececg
accttcececag
ccectccagea
accaaggtgg
ccacctgtygg
atctcecgga
gtccagttea
gaggagcagt
tggctgaacg
gagaaaacca
ccatceeggg
taccccageg
gccacacctce
gzceaagagca
cacaaccact

10
Gly Tyr

ctggggcete
tgcactgggt
sagatggtga
catctacaga
attactgtgce
tggtcaccegt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtectaca
acctcggcac
acaagacagt
ceggaccgte
ccectgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tctecaaaac
aggagatgac
acatcgeegt
ccatgetgga
gg-ggcagea
acacgceagaa

n

Lys Pro

i
o
3

agtgaaggcc
gcgacaggct
aacaatctac
cacagtctac
aacacgggag
ctectcagec
ctccgagage
ggtgtcgtgg
gtecctcagga
ccagacctac
tgagcgceeaa
agtcttcctc
cacgtgcgtg
ggacggcgtyg
gttccgtatg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagteggag
ctececgacgge
ggggaacgte
gagcctcectece

Gly Alz
15

Leu Thr Glu Leu

60
120
180
240
300
380
420
480
540
6C0
660
7290
780
840
500
860
ig20
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1200
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Pro Leu Ala Sexr Arx

130 13

Gly Cys Leu Esp Ty Glu Pro Va
145 150 155

Asn Ser Gly Al Thr Ser Gly His Thr Phe Pro RAla Val

ie5 176 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Val val Thr Pro
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Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Cys Asn Val Asp Lys Pro
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys r Vel Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu
210 215 220
Cys Pro Prc Cys Pro Ala Pro Prc Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 . 235 ‘ 240
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Prc Glu
245 250 255
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Eis Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285
Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
250 295 300
Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320
Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Rla Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335
Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350
Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Vel Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Rla Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln

370 375 380
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Rsp Ser Asp G
385 390 385 40
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Brxg Trp G

405 410 415
'Gln Gly Esn Val Phe Sexr Cys Ser Val Met His Glu 2la Leu His Asn
420 423 430
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu S=r Lau Ser Pro Gly Lys
435 44

<210> 19
<211> 660

<212> DNR
<213> Homosapien

<&Q0> 19




gacatcgoga tgace
atcaactgcz agocc
tggtatcage agzes
gaatcegyge teccyg
atcagcagce tgceeg
ccgctcactt tcggc
gtcktcatcet teccg
ctgctgaata zctic
caatcgggta actceg
ctcagcagca ccclyg
gaagtcacce atcag
<210> 20
<211> 220
<212> PRT
<213> Homcsapien
<400> 20
Asp Ile Val Met
1
Glu Arg Ala Thr
20
Ser Asn Asn Lys
5
Pro Prc Lys Leu
50
Pro Asp Arg Phe
65
Ile Ser Ser Leu
Tyr Tyr Ser Thr
100
Lys Arg Thr VvVal
115
Glu Gln Leu Lys
130
Phe Tyr Pro 2Arg
145
Gln Ser Gly Asn
Ser Thr Tyr Ser
189
Glu Lys Eis Lys
195
Ser Pro Val Thr
210
<210> 21
<211> 543
<212> DNR
<213> Eomcsepien
<400> 21
caggtccage tggta
tecectgecaagg tttce
cctggaaaag ggett
gcacagaagt tcegg
atggagctga gczgc
ttttggagtg gttat
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Ser L
10
Ser

Tyr
Ser

Thr
75
val

Thr
170
Thr

Val

Gly

gtgaagaagc
gaattatcca
tttgatcctag
accgaggacsa
acggeccgtgt
cagggaacce
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ctchgggcga gagggeeace
aczataagae ctacttacg:oeo
titTactgggl atctziccsy
sgacagatil cactctcace
gtcagczatz ttatagtact
gaacitgigge tgecaccatct
gazctigcoeie tgtigtgtge
gczaggitggea taacgeectc
grazggacsay cacctacage
azcaceaagt ctacgecece
gcttcaacag gggeagagigt
2la Val Ser Leu Gly
15
Sex Vzl Leu Tyr Ser
30
Gln Lys Pro Gly Gln
45
Erg Glu Ser Gly Val
60
Asp Phe Thr Leu Thr
80
Tyr Tyr Cys Gln Gln
95
Thr Lys Val Glu Ile
110
Pna2 Pro Pro Sexr Asp
125
Cys Leu Leu Asn Asn
140
Val Rsp Asn Alz Leu
160
Gln Asp Ser Lys Asp
175
Ser Lys Ala Asp Tyr
190
His Gln Gly Leu Serx
05
Cys
22¢
ctcgggcete agtgzaggtc
tgcactgggt gcgacaggcet
gzgatggtga aacaagclec
cztctecaga cacagcccac
attactgtgc aacceaacgszt
tgztcacegt ctecteagee

(]
P

D ) N e

oD O

B:Y

Gy Oy

o G N =Y

Oy G o

[N

(49

W

Y O s 0N O
OO O OO

OO O

o

QOO OO



O

[¢]

0 QW
a

[ Rt

ur 0O«

e
9]

OO

oy o
O
[{ITe]

[CE S VR
1

[}

(r O mQ

(¢}

<210> 22
<211> 181
<212> PRT
<213> Homes

<400> 22

Gln Val
1

Ser Val Lys

Sexr Met

Gly Gly
50
Arg Gly
65
Met Glu

Ala Thr

Thr Leu
Leu
130

Cys

Pro

Gly
145
Asn Ser

Gln Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

23
460
DNR
Homos

<400> 23

gacatccaga
atcacttgte
gggaaagccce
aggttcggeg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgage
cccagagagy

<210>
<211>
<212>
<213>

24
153
PRT
Homcs

<400> 24

azien

Lev V

Pro

O L

(92}

Val

Ser
Ser

Asp

Cw 0N
Q ot

0o C
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G2oor ook

Thr
Arg

Ser

135
Tyr

150

Ala

apien

tgacccagtce
gggcgagtca
ctaagctcect
gcagtggatc

zrien

Thr

Ser

tccatecttce
gggtattgac
gatcaatgct

Ly Rlz Glu

(D]

0N = -]
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10
Gly

Gly
Thr

Thr

[
I

1 Asp
90
Phe

O

(SRS IR

Thr

a

Ser Glu

Glu Pro
155
His Thr
170

gtgtetgeat
atctacttag
gcatccagtt
ttcactctca
acttactttt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gateaacgccce
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Ser

Giln

Ser Val S
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83
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Ser
140
val

Phe Pro !

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcazaacgg
ccatcagegg
tccegtggac
ctgtcettcat
gcctgctgaa

¢}

Giy AL
15
Glu

m

et

Gln

Ser

vel
175

cagagtcace
gcagaaacca
ggtccecctca
cctgecagect
gttcggecaa
cttcececgecea
taacttcta

Val
15
Ile Tyr
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Leu Alz Tros Tyr Siln Gln Lys Fro v Lys fle Fro Lys Loy Lau Tie
35 47 i85
ns-~ BAla Elz ZSar Ser Leuw Gln Asn 31y Val Fro Ser A3 e Gly Givw
50 55 38;
Sar Gly Ssr GLy Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ssxr Gly Leu Gln 2Pxo
€5 70 73 80
Glu Asp Phe Llz Trr Tyr Tvr Cys €la Leu Thx Uyr Phe EBhe Pro Trp
83 90 95
Tmy Phe Gly Gln Gily Thr Lys val Glu Ile Lys zrg Thr val Alz Rlz
1C2 105 110
Sro Ser Val 2as Ile Phe Pro Frc Ssr Asp Glu CGln Let L¥s Ser G.v
i3 12¢ i23
fhr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asrn Asn Pne Tyr 2o Arg Glu rlz
130 135 149
Lys Val Gla Trp Lys Val Asp Rsn Alz
145 150
<210> 25
<211> 543
<212> DNR
<213> Homcsapien
<400> 25
caggtccagc tggtacagtc tggggetgag gigaagaagce ctggggecice agtgaaggte
tcctgeaagg tttccggata caccctcact gaattatcca tgeactgggt gcgacgaztit
cctggaaaag ggecttgagtg gatgggaggt tttgaccctg aagatggtga aacaatctac
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagcctac
atggagctga geazgectgag atctgaggac acggccgtgt attactgige aacaaacgat

ttttggagtyg
tecaccaagg

gctattgggy
gcccateggt

ccactggggce
cttccecetg

cegggaaccc
gcgeectget

tggtcacegt
ccaggagceac

cteccteagee
ctccgagage

> 0 PO oY O > 0 IV O

OV O b o W W IN -
WO OOOOO OO

acagcggecec tgggctgect ggtcaaggac tacttccceg zaccggtgac ggtgtegigg
aactcaggeg ctctgaccag cggegtgeac acctteccag ctgtcctaca gtectcagga
ctt 4
<210> 25
<211> 181
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 26
Gin Val Gln Leu Y2l Gln Ser Giy Ala Glu Vel Lys Lys PFro Gly Ala
1 5 10 15
Sar Val Lys Vel Ser Cys Lys Vai Ser Gly Tyr Thr Zexu Tnr Glu L=u
29 25 3C
Ser Met His Trop Val Arg Arg Ile Pro Gly Lys Giv Leu Glu Trp Met
35 ¢3 43
Gly Gly Phe Asp Fro Glu Rsp Gly Glu Tnr Ile Tyr 21z Gln Lys 2ns
50 33 g4
Gln Gly Arg Val Thr Mat Thr Glu Rsp Thr Ser Toy Esp Thr Rle Twr
&5 70 75 €0
vet Glu Leau Ssr Ssr Leu Lrg Ssr Glu Asp Thar Alz Val Tyr Tyr Cvs
g3z ¢o 93
2ia Thr RZsp 2sp Pne Tro Ssr Gly Tyr Trp Gly #is Trp Gly Gln GLy
23 s 219
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 21z Ser Thr Lys Gly Fro Ssxr Vel Ens
1158 128 123
Pro Leu 2laz Pro Cvs Ser Arg Sesr Tar Ser Glu S=r Tnr Ala Ala Leu
130 133 1¢l
Gly Cys Leu vzl Lys Asp Tvr Phe frc Glu PIo ¥zl Thr Vel Szr Tro
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<400> 27

gacatcgtges
atcaactgca
tggtaccaag
cagtggcage
tgtggcagtt
caaggtggaa
tgagcagttg
aagtacagta

<210> 28
<211> 149
<212> PRT
<213> Homos

<400> 28

Asp Ile
1

Glu

Val

Arg Ala

Ser Asn
35
Ar

Asn

Ile
50
Thr

Tyr

Gly
65
Ala Val

Gln Gly

Phe Ile
Ala
130
Pro

<210> 29
<211> 52¢
<212> DNR
<213> Homos

<400> 29°
caggtccage
tcctgcaagg
cctggaazag
gcacagaagt
atggagctgz
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aacgccctec

2oL

Tyx
Gly
Leu
70

Gln
Glu

Ser

apien
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90

153
2> His Thr Prne Zroc Rla
179
ctggctgtgt ctctgggega
tacagctcca acaztazagaa
taicegggaa tceeggggtec
tctcaccatc agcagectge
tagtattccg tggacgtteg
accatctgtc ttcatcttec
tgctgaataes cttctatece
aatcgggta
1
Asp Ser Leu Ala Val Ser
10
Ser Ser Glrn Ser Val Leu
25 30
Trp Tyr Leu Leu Ile Tyr
45
Esp Arg Phe Ser Gly Ser
60
Ser Ser Leu Gln 2la Glu
75
Tyr Ser Ile Pro Trp Thr
90
Arg Thr Val Rla 2iz Pro
ig5s 110
Gln Leu Asn Cys Leu Cys
125
Gly Gln Ser Thxr Val Glu
14C
gtgaagaagc ctggcgecte
gaattatcca tgcactgggt
tttgatcctg aegatgatga
accgaggaca catcteczga
acggeegtgt atttetetge
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Leu
15
Tyr

Trp

Gly

Phe
95

Ser
Cys Val

Gly

gcgaca
aacaat
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“ttggagiy gtitaticige CLClugld
roccaccaagg goocatcgat cttoece
zcagcyggces tgggoTgect ggtcazss
zzctcaggey cictgaccag TGGCgty
<210> 30
<211> 174
<212> PRT
<213> Hemesapien
<400> 30
Gin Val GLn Leu Val Glu Sex Gl

1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val

20
Ser Met His Trp Vel Arg Gln Rla
35 40
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Asp
50 55
Gln Gly Arg val Thr Met Thr Glu
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85
Ala Thr Asn Asp Phe Trp Ser Gly
1C0
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser :ilz
113 129
Pro Leu Ala Pro Cys Ser Rrg Asn
130 135
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
145 150
Asn Ser Gly Als Leu Thr Ser Gly
165
<210> 31
<211> 480
<212> DNR
<213> Homoszapien
<400> 31
gacatcgtga tgacccagte tccagactee
atcaactgca agtccagtca gagtgtttia
tggtaccagc aaaaaccagqg acagcctect
gaatccgggg tccctgaccg attcagtgge
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggea
ccgtggacgt ttggccaagyg gacceaggtg
gtcttcatct tcccgecate tgatgagezg
ctgctgaata acttctatcc cagagaggcce
caatcgggta
<210> 32
<211> 163
<212> PRT
<213> Hocmosapien
<400> 32
Esp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro
1 5

Glu Arg Ale Tnr

20

Tle Asn Cys Lys

91

i
s

81

Glu
;

Gly

‘g N W
H ;@
O s

Thr Ser

=
3

Asp Tnr
90

Phe
Lys

Ser Glu

Glu Pro
155
His Thnr
170

ctggctgegt
tacaggtcca
aagctgctcez
agcgggtete
gtttatttct
gazatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
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Ser
140

val Val

13
5
H

Phe 2Ala
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gtcagcazta
gaactgtgge
gaactgcctc

ggaaggtgga
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gagggccace
ttatttactt
atctatccegg
cactcteacce
ttatagttce

tgcaccatct
tgttgtgtge
taacgccctce
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Ser RAsn Ren .ys en Tyr Lea Val Tup Tvr Gln Gir Lys 2ro Gly sin
35 <0 45
Pro Pro Lys Leu Lsa Ile Tur Tro 2ia Ser Ile Arg Giu Ser Gly Vel
50 52 o
Pro Asp Axg Pne Ser Gly Sar Cly Ser Gly Thr Rsp Zhe Thr Leu Thr
63 70 75 8G
Tle Ser Ser Leu Eln Ala Glu Aso vzl Ala Va. Tyr Phe Cys Gln GIn
85 90 95
Tyr Tyr Ser Ser Pro TIp Thr Phe Gly Gln Gly Trr LYS ‘2l Giu Ile
ics iC3 1106
Lys Arg Tar vzl 2la Ala Pro Ssr Val Phe Ile Pne Pro Pro Ser Asp
115 120 125
Gle Glr Leu Lys Ser Gly Thr 2la Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 i35 145
dhe Tyr Pro Rrg Glu Rla Lys Val Gln Trp Lys Val Zsp Asn Ala Le
145 150 155 160
Gln Ser Gly
<210> 33
<211> 545
<212> DNR
<213> Homosapien
<4Q0> 33
caggtccage tggtacagtc tggggctgag gtgaagaage ctggggectc agtgaaggtc €C
tcctgcaagg tttccggata caccctcact gaattatcca tgcactgggt gcgacaggcet 120
cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggt tttgatcctg aagatggtga aacaatctac 1860
gcacagaagt tccagggeag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagcctac 240
atggagctga gecageetgag atctgaggac acggcegtgt attactgtgc aacctggtat 300
agtgggatct acttagettt tgatatctgg ggccaagggea caatggtcac cgtctcttca 360
gcctccacca agggeccatc ggtcttcecce ctggegecct getecaggag cacctecgag 420
agcacagcgg ccctgggetg cctaggtcaad gactacttcc ccgaaccggt gacggtgtcg 480
tggaactcag gcgetcetgac cagcggegtg cacaccttce cagctgtcct acagtcctea 540
ggatt 545
<210> 34
<211> 181
<212> PRT
<213> Homoszpien
<400> 34
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Rlza
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thxr Leu Tnr Glu Leu
20 25 30
Ser Met His Trp Val Arg Gln Rla Pro Gly Lys GLy Leu Glu Trp Met
33 40 45
Gly Gly Phe Rsp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Rla Gln Lys Zhe
50 55 63
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu EsD Thr Ser Thr Asp Thr Rla Tyr
85 70 z gd
Met Glu Leul Ser Ser Leu Arg Sexr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 50 85
Ala Thr Trp Tyr Ser Gly Ile Tyr Leu Ala Pne Zso Ile Trp Gly Glr
:0C 105 110
Gly Thr Me:t Val Thr Val Ser Ser zla Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Lev Ale Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu S=r Thr Rla Al=z
13C 133 149
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Zew 3ily C¥s Lza Val Lys Rsp Tyr Phe Pro Glu
145 ~50 155
Trp Asn Ser Gly Alea Leu Thr Szr Gliv 1 His
1485 179
Leu Gln Ssr Zer CGly
183
<210> 35
<211> 472
<212> DNR
<213> Howmcsapien
<400> 35
gaaattgtgec tgactczgtc tccagacttt cagtctgtga
atcacctgee gggecagtcea gagecatiggt agtagcettac
gatcagtctc caaagctect catcaagtat gcttceccagt
aggttcagtyg gcagtggatc tgggacagat ttcaccctca
gaagatgctg caacgtatta ctgtcatcag agtagtagtt
gggaccaagg tggagatcaa acgaactgig gctgcaccat
tctgatgage agttgazaatc tggaactgec tctgttgtat
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgece
<210> 36
<211> 157
<212> PRT
<213> Homoszpien
<400> 36
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Phe Gln
1 5 10
Gilu Lys Val Thr Ile Thr Cys Arg Alz Ser Gln
20 25
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ser
35 &0
Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Phe Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Rsp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Ala Alz Thr Tyr Tyr Cys His Gln Ser
85° 90
Thr Phe Gly Gly Gly Tar Lys Val Glu Ile Lyvs
100 105
Prc Ser Vel Phe Ile Phe Pro Prc Sexr Asp Gliu
115 i2¢
Thr Ala Ser val Val Cys Leuv Lsu Asn Asn Phe
130 133
Lys Val Gin Trp Lys Val Asg Asn Alz Leu Gln
145 150 155
<210> 37
<211> 1335
<212> DA\R
<213> Homcszpien
<400> 37 :
Caggtccagt tggtacagic tgggochgayg ctgaagaage
Tcctgcaagg thtocoggata caccezcact gaattatcca
cctggaaaag ggcotgagig gatgggaggt ttetgatectg
Gcacaqéaclt tccagoucad aateambzba 2700a03acs
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ctcecazzgga gaaagtcacc €0
actggtacca gcagazacca 120
cctictcagg ggtccecteg 180
ccatceatag cctggzaget 240
tecctcacac tttcggcecgga 3090
ctgtcttcat cttceccgeca 360
gcetgetgaa taacttcetat 42C
tceazateggg ta 472
Ser Val Thr Pro Lys
15
Ser Ile Gly Ser Ser
20
Pro Lys Leu Leu Ile
45
Ser Rrg Phe Ser Gly
60
Asn Ser Leu Glu 2l:z
80
Ser Ser Leu Pro Eis
85
Rrg Thr Val Ala Alz
11¢
Gln Leu Lys Ser Gly
123
Tyr Pro Arg Glu 2lz
14¢C
Ser Gly
ctgcggocte agtgzaggote €0
tgcactgsgt gcgacagget 120
gagatcgtga aacaatcrzc 180
MATACARNSO0A CACAROCOT 20 200
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ztggagetga gozccococtgag atctgagzzc acggecgigt att TgL 2acczatgaz ol
ttttggagtg gootaztitiga ctactggrys cagggadcec oy cgt ctectcagon 260G
tccaccaagg geccatcgot cttccescig gogecctgel cceaggagCac ctecegagzzgs G
acagcggcee tgogotgect ggicaag; tecttceeceg zacc3gigal gyTgicecias G
zactcaggeg cocigaccad C©gGoggoac accticccag cigrectaca gtcctezaggz 540
ctctactccee tcagczgogt ggtgacezig ccctecagee acttoggesc ccagacctac §00
acctgeaacg tagetcacaa gecoccageeac accaaggigyg acaagacagt tgagcgczaz 650
tgttgtgteg actgcceace gtgecce ccacctgtgg caggacegte agtcttoctc 720
ttocccccaz aacccaagga caccchcatz atctccecgga ccectgzggt cacgtgegte 780
gtogtggacg tgagecacge agaccccgay gtccagttea actggtacgt ggacggcegtg 840
gaggtgcata atgccazgaC aaagecacig gaggageage tcaacagceac gttecgtgty 800
gtcagcgtce tcaccgttght goaccagzzc togetgaacg gczzggagta caagigecazg 860
gtctccaaca saggcctece agcccecaic gagaaaacca “ctccaaaac caaagegeag 10290
cccecgagaac cacaggtgta cacccigoos ccateccggg aggagatgac caagaaccig 1880
gtcagcctga ccigeciggt caaaggettc taccccagcg acatcgecee ggagtgggag 1140
agcaatgggc agecggagaa caactacazy accacacctce ccatgetgga ctcecgaccge 1200
tecttcttec tctacagecaa getcaccgig gazcaagagca ggtggcagea ggggaaccte 1280
ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctyg cacaaccact acacgezgaa gagcctctee 1320
ctgtectcegg gtaza 1333

<210> 38

<211> 445

<212> PRT

<213> Homosagien

<400> 38
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Glv 2la Glu Val Lys Lys Pro Gly Rla
1 5 T 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Vel Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Glu Leu
5 30
ro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
4

Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala

Gly Gly Phe Asp ?ro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Rla Gln Lys Phe
Gln Gly Arg Val Ser Met Thr CGlu Asp Thx Ser Thr Asp Thr Ala Tyzr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Axg Se Thr Alz Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Thr Asn Glu Phe Trp Ser Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
160 105 110
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Thr Leu Vazl Thr Val Ser Ser Alz Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
135 126 125
Pro Leu Rla Pro Cys Ser ARrg Ssr Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu

130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Fhe Prc Glu Pro Val Tnr Val Ser Trp
145 150 155 160
Asn Ser Giy 2lz Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Rla Val Leu
165 170 175
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Lsu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 130
Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp Eis Lys Pro
185 £e 205
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Tnr Vel Glu Rxg Lys Cys Cys Val Glu
210 215 220
Cys Pro Pro Cys Pro Ala 2rc Fro vzl Rla Gly Fro Ssr Val Phe Leu
225 23C 23S 240
Pnhe Pro Prg Lys Pro Lys 2sp Thr Lesu Met Ile Ser Zrg Thr Fro Giu
245 250 255
Vzl Thr Cys vzl Val Val Asp Vzl Ssr Eis Glu Rst Pro Glu vel Gir
260 285 270
Phe Asn Trp Tyr Val Rsp Gly Vel Glu Val His Asn rle Lvs Thr Lys
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273 237
Sro Arg Glu Siu Gln Pne Asn Ser Tnr fhe Arg
250 255
~hr Val Val His Gln Bsp Trp Leu Zsn CGly Lys
3C5 310 313
Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Als Zro Ile Glu
325 . 330
Thr Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pzo &ln Val Tyr
340 345
Brg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Vel Ser Leu
355 350
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Als Val Glu Trp
376 375
Pro Giu Asn BEsn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met
385 380 3835
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 £25
Eis Tyr Thx Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
433 440C
<€210> 35
<211> 660
<212> DNR
<213> nonosagien
<400> 39
gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggetgtgt
atcaactgca actccagcca gagtgtttta tacagctcca
tggtaccagc .agagaccagg acagcectect aagetgetcea
gaatccgggg tccctgacceg attcagtgge agegggtetg
atcagcagcc tgecaggctga agatgtggea gtitattact
ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggta gazatcaaac
gtcttcatct tcccgocate tgatgagcag ttgaaatcetg
ctgctgaata acttctatce cagagaggec aaagtacagt
caatcgggta actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca
ctcagecageca ccetgacget gagcazagea gactacgaga
gaagtcacce atcagggect gagectcgecce gtcacaaaga
<210> 40
<211> 229
<212> PRT
<213> Homosapien
<£00> 40
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Prc Asp Ser Leu
1 5 10
Glu Arg Ale Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Asn Lys ARsn Tyr Leu Val Trp Tyr Gln
35 49
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Riz Ser Thr
50 55
Pro Asp Rrg Zhe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 7 75
Ile Ser Ser Lesu Gln Ala Glu Zss Val Ala val
83 80
Tyr Phe Tyr Ser Prc Trp Thr Pnhe Gly Gln Gly
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Pro
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<210>
<211>
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<Z213>

41
556
DNR
Homos

<400> 41

caggtccage
tectgcaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggagctga
ttttggagtg
tccaccaagg
acagecggcecce
aactcaggceg
ctctactcee
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185
PRT
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Gln Val
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Val Lys

Ser Ile His
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Gln Gly
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Val
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Ala
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ctctgaccag
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Tnr Glu
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gaattatcca
tttgatectyg
accgaggaca
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cagggaaccc
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atggagetga azgge chc- attactgTgs aaczgatcct 330
gutggatata ggccagggase ccctgytoal cgtctectces 340
gcctecacca cTggcgecct getoczggay cacctecgag 420
agcacagcgg gactacttcc ccgaaccggt gacggtgies 480
tggaactcag cacaccttce cagcigtect acagtcchcz 34(
ggactctact 339
<210> 4%
<211> 18¢
<212> PRT
<213> Heomesapien
<400> 46
Gln Val Gln Zeu Val Gln Ser Gly Rla Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Tar Leu Thr Glu Leu
20 25 30
Ser Met His Trp Val Arg Gln Zla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Asn Rlz Gln Lys Phe
50 53 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Gly Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Alz Val Tyr Tyr Cys
B3 920 85
Ala Thr Asp Prc Gly Gly Tyr Ser Gly Tyr Phe Asp Eis Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 i20 125
Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Rrg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
180 185
<210> 47
<211> 464
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 47
gacatcgtga tgacccagic tccagattic ctggetgtgt ctctgegega gaggeccace &C
atcaactgca agtccagcea gagtgttttt tacagctcca acaztezagaa ctacttagtt 120
tggtaccage agzaaccegg acagectect zagctgetec ttteactggge atctaccegg 180
gaatcegggg tceoctgaceg attcagtege agcgggtctg ggacagattt cactctcacc 240
atcagcagec tgcaggctga agatgtggce g-ttattact gtcagcaata ttatagtte: 300
ccgtggacgt tcggecaagg gaccazggsg caaatcaaac gazcigigsc tgcaccatct 360
gtcttcatet tcccgccate tgatgagoag ttgazatctg gazctgocte tgttgtgtee 420
ctgctgaata acttctatec cagagzggcs ezagtacagt ggaz 664
<210> 43
<211> 154
<212> PRT
<213> KHemosapien
<400> 48
Asp Ile Val et Thr Gln Ser Pro Rsy Phe Leu Rla ¥zl Ser Leu Gly
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1 3 1¢ 15
Glu Arg Pro Thnr Ile &sn Cys Lys Ser Ser Gln Sar Val Phe Tyr Sexr
zC z5 30
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Lec¢ Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gin
5 40 £5
Pro Pro Lys Leu Leu Leu Tyr Trp Ala Ser Thr Ezg Glu Ser Gly Val
50 55 &0
?ro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
£5 70 5 &C
Ile Ser Szr Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyxr Tyr Cys Gln Gln
85 80 95
Tyr Tyr Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thx Lys Val Glu Ile
10¢C 1¢5 110
Lys Arg Thr Val ARla Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Eso
115 120 125
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Alz Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp
145 150
<210> 49
<211> 476
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 49
caggtccage tggtacagte tggggctgag gtgaagaagc ctggggectec agtgaaggtc 60
tectgecaagg tttecggata cacectcact gaattatcca tgcactgggt gcgacagget 120
cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggt tttgatectg aagatgatga aacaatctac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg acegaggaca catctacaca cacagecctac 240
atggaactga gcagcctgag atctgaggac acggcegtgt attactgtge aacacacgat 300
ttttggagtg cttattttta ctactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctccteaget 360
tecaccaagg gcccatcegt ctteeccctg gcgecctget ccaggagcac ctecgagage 420
acagccgeece tgggetgect ggtcaaggac tacttccccg zaccggtgac ggtgte 476
<210> 50
<211> 158
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 50
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly alas
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Glu Leu
20 25 30
Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Asp Glu Thr Ile Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 50
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr His Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ela Thr His Asp Phe Trp Ser Elz Tyr Phe Tyr Tyr Trp Gly Gln Gly
100 103 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Alz Ssr Thr Lys Gly Pro Ser Val Phre
115 120 125
Pro Leu Alz Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu
130 135 140
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Ehe Pro Glu Pro Val Thr Val
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100
145 150 155
<210> 51
<211> 490
<212> DNR
<2135 Homosagien
<400> 51
gacatcgtga tgacccagtc tccagactce ctggetgtgt ctctgggega gagggecacce 59
atcaactgca agtccageca gagtgtttia tacggctcca acaataagag ctacttaget 120
tggtaccagc agaaaccagg acagcctect aagectgetca tttactggge atctacccgg 180
gaatccgggg tccectgaccg attcagigge agegggtctyg ggacagattt cactctcacc 240
atcagcagce tgcaggctge agatgiggea gtttattact gtecagcaaca ttatagtact 300
cegtgcagtt ttggccaggg gaccaaactg gagatcaaac gaactgtgge tgcaccatct 360
gtcttcatet tceccgecate tgatgagecag ttgaaatctg gaactgecte tgttgtgtge 420
ctgectgaata acttctatcc cagagaggec aaagtacagt ggaaggtgga taacgcecctce 480
caatcgggta 490
<210> 52
<211> 163
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 52
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Gly
20 25 30
Ser Asn Asn Lys Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gin
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Alaz Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Pae Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Ala Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
His Tyr Ser Thr Pro Cys Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Sexr Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ale Sar Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140
Phe Tyr Pro Rrg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160
Gln Ser Gly
<210> 53
<211> 550
<212> DNR
<213> Homoszpien
<400> 53
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggogcctc agktgaaggtc 560
tcectgcaagg cttctggata caccttcacc ggctactatc tgcactgggt gegacaggcc 1290
cctggacaaqg ggettgagtg gatgggatgg atcaaccctt acaatgatgg cacaaactzt 180
gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg accagggaca cgtccatcag cacagectac 249
atggagctga gcaggctgag atctgzcgac acggeegttt attactgtge gagagatata 300
gccgcagetg gagecgteta ctttgactze tggggecagg gazacectggt cacegtetce 249
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tcagecteca ccazgggoce atcegtelic cecetgacge cciccotccad gagcacchos 420
gagagcacag ccgccciggg ctgectiggte aaggactact ttocccgaac cggtgacgg: 429
gtcgtggaac tcaggcgosce tgaccagcge cgtgcacace tteccggety tcctacagte 34¢C
ctcaggactt 350
<210> 54
<211> 183
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 54
Cln Val Gin Leu Val Gln Ser Gly Rla Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Vel Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr

20 25 30
Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Alz Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

3 40 45
Gly Trp Ile Rsn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
5 90 95

2la Arg Asp Ile Rla Ala Ala Gly Ala Val Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly

100 105 110
Gln Gly Thxr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser

115 120 125
Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
130 135 140
Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Arg Thr Gly Asp Gly
145 150 155 160
Val Val Glu Leu Arg Arg Pro Asp Gln Arg Arg Ala His Leu Pro Gly
165 170 175

Cys Pro Thr Val Leu Arxg Thr

180
<210> 55
<211> 458
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> S5
gacatccaga tgacccagte tccatcctec ctgtetgeat ctgtaggaga cagagtcacc &0
atcacttgec aggcgagtca ggacattzcc acctatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagecc ctaagetect gatctacgat geatccaatt tggaazacagg ggtcccatca 180
aggttcagtg gaagiggatc tgggacagat tttactttca ccatcagcag cctgcagcct 240
gaagatattg caacatatta ctgtcaacaa tatgataatc tcccgatcac ctteggecaa 300
gggacacgac tggagattaa acgaactgtg getgcaccat ctgtcttcat cttceegece 360
tctgatgage agttgaaatc tggaactgec tctgttgtgt gcctgetgaa taacttctat 420
cccagagagg ccaaagtaca gggaaggtgg ataacgec 458
<210> 56
<211> 152
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 56
£sp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser BElz Ser Val Gly
1 5 10 15
ASp Arg val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Rsp Ile Thr Thr Tyr



Pro Ser Val E

Thr Rla Ser
130
Lys Val Gln

<210> 57
<211> 571
<212> DNR
<213> Homos

<400> 57
caggtccage
tcctgcaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggacctga
atgttgacce
cegtetect
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcect

<210> 58
<211> 190
<212> PRT
<213> Homos

<400> 58
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ser Met His
35
Gly Gly Phe
50
Gln Gly Arg
65
Met Asp Leu
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Val Trp CGly

115
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ggcttgagtg
tccagggeag
gcagcctgag
ctcactacct
cagcttccac
agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta
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Leu Val G

Val Ser C
20 .

Trp Val Arg Gln

Asp Fro G

Val Met M

tggggectgag
caccctcact
gatgggaggt
agtcatgatg
atctgaggac
ctacttecggt
caagggcecca
cgccctgggce
aggcgecectg
ctcecteagce
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tttgatccetg
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Ala Glu Vval
Ser Gly Tyx

Pro Gly Lys

Glu Thr Ile T

Asp Thr Ser
75

Gla Asp Tnx

Tyr Leu

Val Ser

Gln Leu Lys
125
Tyr Pro Rrg
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Pro
\1a Ala
Ser Gly

Glu Ala

agtgaaggtc
gcgacaggct
aacaatctac
cacagcectte
aacagacgat
gaccacggtc
ctgctecagg
ccececgaaceg
cceggetgtce

Gly Ala
15
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Trp Met
Lys Phe

Ala Phe
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<210> 5%
<211> 458
<Z12> DNR
<213> nomos

<400> 59

gacatccaga
atcacttgee
gggaaagccc
aggttcageg
gaagattttg
gggaccaaag
tectgatgage
cccagagagg
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<211> 152
<212> PRT
<213> Homos

<400> 60

Asp Ile Gin
1

Asp Arg Val

Leu Gly Tr

Tyr Ala Thr
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly
Pro Ser Val

Thr Ala Serx
130

Lys Val Gln

145

<210> 61
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taacttctat 420

Val Gly
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<210>
<211>
<212>
<213>

62

446

PRT
Hemosapien

<400> 62

Gln Val Gin Gln
1 5
Thr Leu Ser Thr

Glu Ser
15

Sexr

Ser Pro Gly Leu 1

10
Gly Gly Ile Ser
30

Gly

Thr Ser Ser
25

Gln

Cys

Asn Asn His Pro Gly Lys Leu

45
Tyr

Tyr T Trp Ile
35

Ile Gly Tyr

50

Lys

Ile Tyr Tyr Asn Thr Asn Pro

55
Thr Ile
70
Ser

Gly Tyr

60
Ser Gln

Ile Asn

Thr
75

Asp

Ser Ile Asp Lys

Ala Ala Thr Ala
90

Phe

Thr Val Thr Tyr Tyr
95

Gln

Ser
85

sp Gly Gly Asp Rla
00 105
nr Val Ser Ser Ser

Leu

Ala Arg Asp

Met Vval
115

EX R

Ala Prc

Thr Lys Val

Leu Ser Ser Ala Leu

130
Cys

Arg Ser
135
Tyx

Glu Ser

Glu Pro Ser
155

Thr

Asp
150
Thr Val
175

Pro

His
170
Ser

Ser Ser Cly
Val
190
is

Ser Ser Leu Val

Ser Lys Thr r Cys Asp
0 205
g Glu

Lys tro

Asn Pro
210

Pro

Lys
215
Ala PFro
230

Lys Pro Lys 2sp

Val @
225
Leu Phe Thr
255

Glu

Leu
250

Val Ser

Glu Val Pro

270

Phe Val 1 Glu 1 Ala Lys Thr

215
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Lys ?ro Ary Glu CGlu Sln Phe Ast Ser Thr Tyr Axg vzl Vil Ssar Va
290 283 33¢
meu Thr ¥al Leu nls Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
3355 310 318 3298
Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335
Lys Als Lys Gly Gln Pro &rg Glu 2ro Gln Val Tyr Thr Leu Ero Ero
340 345 350
Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Tar Cys Leu Val
355 3&C 365
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Iles RAla Val Glu Tro Glu Ser Asn Giy
370 375 330
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val leu Asp Ser Asp
385 3%0 395 £C0
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Erg Leu Thr Val Rsp Lys Ser Arg Trr:
405 410 ) 415
Gln Glu Gly &sn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Kis Gliu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Lsu Ser Leu Ser ieu Gly Lys
435 440 £45
<210> 63
<211> 642
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 63 ‘
gacatccaga tgacccagte tccatcctee ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgec aggcgagtca ggacattage aactatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaaactcect gatctacgat gcatccaatt tggaaacagg ggtcceatca 180
aggttcagtg gaagtggatc tgggacagat tttactttca ccatcaacag cctgcagect 240
gaagatattg caacatatta ctgtcaagaa tataataatc tceegtacag ttttggecag 300
gggaccaagt tggagatcaa acgaactgtg gctgcaccat ctgtcttcat cttceegece 360
tctgatgage agttgaaatce tggaactgec tctgttgtgt gectgetgaa taacttctat 420
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgcec tccaateggg taactcccag 480
gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagecag caccctgacg 5490
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgect gegzagtcac ccatcaggge 600
ctgagctcge ccgtcacaaa gagetteaac aggggagagt ¢t 642
<210> 64
<211> 214
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 64
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Vel Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
20 23 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Prxo Lys Leu Leu Ils
32 40 4>
Tyr Rsp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Rxg Phe Ser Gly
50 55 6C
Ser Gly Ser Gly Tnr Asp Phe Thr Pre Thr Ile 2sn Ssr Leu Gln Pro
65 70 75 g0
Glu Asp Ile Alz Thr Tyr Tyr Cys Gln Glu Tyr Rsn Asn Leu Pro Tyr
85 90 95
Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Erg Thr Val Ala Eia
100 2105 i10
Pxo Ser val Phe Zle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
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113 27 Z2s3
Thr Ala Ser vzl Val Cys Leu Lzu Asn Asn Phs Tyr Pro RArg Glu Alzs
136 133 14C
Lys Val Gin Trz Lys Val Rsp Esn Rlz Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 158 Led
Clu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Zys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 173
Sex Thr Leu Thr Leu Ser Lys 2la Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
1868 i85 130
Ala Cys Glu ¥al Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
198 200 205
Phe Asn Arc¢ Giy Glu Cys
210
<210> 65
<211> 1341
<212> DNR
<213> Homoszapien
<400> 65
caggtccage tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggecte agtgeaggtc 60
tecctgecaagg tttecggaga cacectcact gaattatcca tgcactgggt gegacagget 120
cctggaaaag cgcttgagtg gatgggaggt tttgatcetg aagatggtga aacaatctac 180
gcacggaagt tceagggeag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagtttac 240
atggagctga gecagecetgag atctgaggac acggccgtgt atitctgtge aacagattca 300
cgtggatata gtggctactt tgacazctgg ggccagggaa ccctggtcac cgtctectea 360
gctteccacca agggccecate cgtcttcece ctggcgeeet gctecaggag cacctecgag 420
agcacagceg ccctgggetg cetggtcaag gactacttee ccgaaccggt gacggtgteg 480
tggaactcag gecgecctgac cagcggcegtg cacaccttec cggctgteet acagtcctea 540
ggactctact ccctcagcag cgtggtgacce gtgceccteca geagettggg cacgaagacc 600
tacacctgca acgtagatca caagcccage aacaccaagg tggacaagag agttgagtes 660
aaatatggtc ccecatgece atcatgcecca gecacctgagt tcetgggggg accatcagtc 720
ttcetgttee ccccaazace caaggacact ctcatgatct cceggaccce tgaggtcacg 780
tgcgtggtgg tggacgtgag Ccaggaagac cecgaggtce agttcaactg gtacgtggat 840
ggcgtggagg tgcataatge caagacaaag ccgcgggagg agcagttcaa cagcacgtac 900
cgtgtggtca gegtectcac cgtectgeac caggactggc tgaacggcaa ggagtacaag 960
tgcaaggtct ccaacazagg cctccegtee tccategaga aaaccatcte caaagccaaa 1020
gggcagccee gagagecaca ggtgtacace ctgcccecat cccagcagga gatgaccaag 1080
aaccaggtca gectgacctg cctggtcaza ggcttctace ccagcgacat cgeccgtggag 1140
tgggagagea atgggcagec ggagaacaac tacaagacca cgcctceegt getggactee 1200
gacggctcct tcttecteta cageaggeta accgtggaca agagcaggtyg gecaggagggg 1260
aatgtettct catgeteegt gatgcatgag gctctgcaca accactacac acagaagage 1320
ctcteeectgt ctctgggtaa a 1341
<210> 66
<211> 447
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 66
Gln Val Gln Lsu Val Glp Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Rla
z 5 10 15
Ser Val Gln Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Asp Tar Lsu Thr Glu Leu
20 25 30
Ser Met His Trp Vel Arg Gir 2la Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 49 )
Gly Gly Pnhe Zsp Pro Glu &sp Gly Glu Thr Ile Tyr 2la Arg Lys Pne
50 S &C
Gln Gly Arg val Thr Met Thr Glu £sp Thr Ser Thr Zsp Thr Vval Tyr
&5 70 75 80




7 LT 5416 B

-
4
Y

[¢5]

[¢}]

“hr 2la Val Tyr

tg
)
t
e
>
%)
a

Q)
()]
]
<
1

N
N
[#7]
[@]
I

1y Tyr 2he asp Esn Trp
s 110
la Pro Ser Val

O K

Ut = e
L =D

(€10
=
§ N (D

o

=3
=
(a1
o=
Fort
n
14
}—
37}

Phe Pro

130 1
Leu Gly Cs Lys &
145 158
Trp Asn la Leu Thr Ser Gly val Thr Phe Pro Rla val
65 170 175
ly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val

N - E = Q=
2lz Pro Cys Sar Lxy

Q
ur
]
[
+3
jon

3
G
ts

Vzl Thr val

(@]
t<
[
=
[(]
f
=
v
'_1
G (n
»3
»
3
'
)
[
e
t
o]
(]

.t m
o (b
o1y

o b S}
w v o
¥

N
®
Iy
Im
l<
13
<,
I
1

v
]
o

Leu Gln Ser

Ser Ser Ser 2 Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Vval Glu Lys Tyr Gly Pro
210 215
Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Pro Ser Val
225 230 235 240
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255
Pro Glu Vel Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gin Glu &sp Pro Glu
260 265 270
Val Gln Phe 2sn Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285
Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asa Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 285 30¢
Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320
Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335
Ser Lys Rla Lys Gly Gln Pro Arg CGlu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
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Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365
Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380
Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 : 395 400
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Sex Arg Leu Thr val Esp Lys Ser Ar
405 410 415
Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
£20 425 £€30
His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
4353 440 445

<210> 67
<211> A60
<212> DNR
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ctgctygaata acttcizatee cag azagtacagt gjzaggigga tazcgoccte $5C
caategyggre 2cToccagga gag 2 gagcagge gcazggacag cctacage 540
ctcagcages ccctgacget gag gactac acaczzagt C GCC
gaagtcacce atcagggect gag gtca e
<21C> 68
<211> 220
<212> PRT
<213> Homesapien
<400> 68
Asp Ile Val Mst Thr Gln Ser Prc Asp Ser Leu ARlz Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Alez Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Serx
20 25 30
Ser Asn Asn Asn Asn Tyxr Leu Val Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Phe Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 gC
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Rsp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Glin
85 90 95
Tyr Tyr Phe Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
109 105 110
Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160
Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp
165 170 175
Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190
Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser
195 200 205
Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 2sn Arg Gly Glu Cys
210 215 220
<210> 69
<211> 556
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 69
caggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaage ctggggectc agtgeaacgic €0
tectgcaagg tttceggata caccctcact gatttatcca tgcactgget gegacagget 120
cctggazaag ¢gcttgagtg gatgggaggt tttgatcctyg zzgatggtge aacaztctzc 18)
gcacagaagt tccagggceag agtcaccatg accgaggacea catcttczga cacagcectacs 240
eatggagctga gcagectgag atctgaggac acggecgtgt attacigtgc aacccacgzz 390
ttttggagtg gttattttca ctactgggge cagggaaccc tgotcaccgt ctectcaget 360
tccaccaagg gee catccgt ctteeccctg gegeectget ccaggageac ctcecgagage 420
acagcecgeee tgggetgect ggtcaaggac tacttecceg aaccggtgac ggtgtegtgs 48¢C
eactcaggcg cccigaccag cggcgtgeac acctteccgg ctgicetaca gtectcaggs 549
ctctactcee tcagea : 556

<210> 7¢
<2l1> 185




<Zlz> PET
<Z13> Homosasis:
<2C0> 70
Gin Val Gin Leu Val Gln Ser Gly
i 5
Ser Val Lys Vel Ser Cys Lvs Vzl
20 '
Sexr Met Eis Tro Val Arg Gln &le
35 0
Gly Gly Phe Esp Pro Glu Asp Gly
56 55
Gln Gly &rg Val Thr Met Thr Giu
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ssar
g5
Ala Thr His Glu Phe Trp Ser Gly
. 160
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120
Pro Leu Rle Pro Cys Ser BRrg Sex
130 135
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
145 i50
Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
165
Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
180
<210> 71
<211> 476
<212> DNR
<213> Homosapisn
<400> 71
gacatcgtga tgaccecagte tccagactec
atcaactgca agtccagcca gagtgittta
tggtaccagc agaaaccagg acagcctect
gaatccgggg tccctgaccg aatcagtege
atcagcagec tgcaggctga agatgeggca
ccgtggacgt tcggecaagg gacceaggta
gtctteatet tccegecate tgatgageag
ctgctgaata zcttctatec cagagaggec
<210> 72
<211> 158
<212> PRT
<213> Homosapien
<48G6> 72
Asp Ile Vel et Thr Gln Ser Pro
18 5
Glu Arg 2lz Tnr Tle RBsn Cys Lvs
29 -
Ser Asn Rsn Lys Ser Tyr lsu Tar
33 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Fhe Tr=o
50 55
?ro Asp Arg Iis Ser Gly Ser Gliy
65 70 ’
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Ala
Ser

Val
175

gagggccace
ctacttaact
atctatcegg
cactctecace
ttatagtagt
tgcaccatct
tgttgtatas
taacge

Leu
15

Phre

Gly

60

129
180
240
300
358G
420
478
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Zle Ser Ser Lszu GIn Ala Glu As» Ala Rla val Tyr Tyvr Cys Glrn Glr
g3 SC 95
Tyr Tyr Ser Ssr 2ro Trp Thr Pnz Gly Gln Gly Thr Lvs Val Glu Tle
199 5 110
Lys Arg Thr Val Alz Ala Pxo Ser Vel Phe Ile Phe Pro 2ro Ser Ass
115 128 125
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Rgn
130 135 140
Phe Tyr Pro BRrg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
143 150 155
<210> 73
<211> 546
<212> DNR
<213> Homoszapien
<400> 73
caggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaage ctggggectc agtgaaggtc 6C
tcctgcaagg tittccggata caccctcagt gaattatcca tgecactgggt gecgacagget 120
cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggt tttgatectg zagatggtga aataatccac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagcctac 240
atggagctga gcagectgag atctgaggac acggceccgtgt attactgtge aacaggcegat 300
ttttggagtg gttattacct tgactggtgg ggccagggaa ccctggtcac cgtctcecteca 360
gcttccacca agggccecate cgtcttceccec ctggegecet getceccaggag cacctecgag 420
agcacagcceg ccctggactg cctggtcaag gactacttce ccgaaccggt gacggtgicg 480
tggaactcag gcgcectgac cagcggegtg cacaccttee cggetgtect acagtectce 540
ggactt 546
<210> 74
<211> 182
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 74
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 Val Ser Gly Tyr Thr Leu Ser Glu Leu
20 25 30
Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Ile Ile HEis Ala Gln Lys Phe
50 55 €0
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Thr Gly Asp Phe Trp Ser Gly Tyr Tyr Leu Asp Trp Trp Gly Gln
160 105 110
Gly Thr'Leu Val Thr Val Ser Sexr ARla Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 12¢ 125
Phe Pro Lsu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Zlz
130 135 i¢0
Lev Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Pne Pro Glu Pro Val Thr Val Sex
148 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Rla Leu Thr Sex Gly Val His Thr Pnhe Pro Ala Val
165 170 175
Leu Gln Ser Serx Gly Leu
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<z10> 73
<211l> 437
<212> pNp
<213> Hemosapizn
<400> 75
gaaatagtga tgatgcagte tccagezace ctygtctgtge
ctctectgea gggocagtea gagtgttasc agcaacttag
ggccaggete cecaggctect catceaacggt gcatccacca
aggttcagtg gecagtgggte tgggacagzg ttoaccetca
gaagattttg caatttatta ctgtcagecag tataatgact
ggagggacca aggtggagat caatcgaact gtggeigeac
ccatctgatg agcagttgaa atctggezact gcetetgttyg
tatcccagag aggccazagt acagtcgggaa ggtggat
<210> 76
<211> 152
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 76
Glu Ile Val Met Met Gln Ser Pro Zla Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Rla Ser Gln
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Asn Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Rla Ile Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 90
Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro ®ro Ser Asp,
115 120
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135
Ala Lys Val Gln Trp Glu Gly Gly
145 150
<210> 77
<211> 470
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 77
caggtccage tggtacagte tagggctgag gtgaagaage
tectgcaagg tttecggata cacectcact gaattatcca
cctggaaaag ggcttgagtg gactgggaggt tttgatcctg
gcacagaagt tcczgggcag agtcaccatg accgaggaca
atggagctga gcagectgag atctgaggac acggeegtgt
ttttggagtg gtcattitga ctactggyge cagggzacce
tccaccaagg geccateggt ctteccectg gegeectget
acagcggeee tggectgect ggtcaaggac tacttcecceg
<210> 78

<211> 158
<212> PRT
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Ser Gly

Gln Ser
80

Pro Thr

95

Val Alz

Lys Ser

Arg Glu

agtgaaggcic
gcgacagget
aacaatgtac
cacagcectac
aaccgacga
ctectcee
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Thr
Leu

Leu
130
Cys

<210> 79
<211> 490
<212> DNR
<213> Homos

<400> 79

gacatcgtga
atcaactgca
tggtatcage
gaatccgggg
atcagcagcc
ccgtggacgt
gtcttecatet
ctgctgaata
caatecgggta

<210>
<211>
<212>
<213>

80
163
PRT
Homos

<400> 80
Asp Ile Val
1
Glu Arg Ala
Gin
35
Lvs

Asn

Pro
50

Pro Asp Arg

Ile Ser Ser

Ser Tyr

Pne 7T

AsSD
100
Thr

Gln
Cys
1 Arg
Glu
Met
70

Leu
Trp
Ser

Ser

Asp
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st
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Ser
Ser
Arg

135
Tyr Phe

150

apien

tgacccagtce
agtccagcca
agaagccagg
tcectgaceg
tgcaggctga
tcggecaagyg
tccegeeate
acttctatcc

apien

Leu
Ser
Gln

85
Pro

Gln
Asn
Tyr
Leu
Cly
70

Ala

Trp

tccagactce
gagtgtttta
acagcctcct
attcagtgge
agatgtgges
gaccaaggtg
tgatgagcag
cagagaggcec

Glu

Thx

; Tyr
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Glu Asp
90

Phe
105
Ser Thr
Ser
Glu Pro
155

ctggetgtgt
tacagtccca
aagctgctec
agcgggtcetg
gtttattact
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt

Ser Leu
10
Ser Gln

Tyr Gln

Rla Ser Ile

Tnr
75

Gly
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Ala
90
Gly Gln

105

Gly

Val -

Lys
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Tyr

Gly
110
Pro Ser
125

er Thr

ctctggacga
accaaaagaa
tttactgggce
ggacagattt
gtcaacaaag
gaactgtggce
gzactgcectce
ggaaggtgga

Serx
Vel Leu
30
y Lys Pro
45

Clu Ser
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Rla

Tyr Cy

95
Gln

Val

Ala

gagggecac
ctacttagtt

atctatccgg
cactctcacc
ttattttact
tgcaccatct
tgttgtgtge
taacgcceetce

Leu
15
Tyr

Asp
Ser
Gly Gln
Gly Vval
Thr
g0

Gln

Leu

Gln
95
Glu
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120
180
240
300
360
420
480
480




Lys Arg Th
z1
Glu Gln L=
130
Phe Tyr Fro
145

<210> 81
<211> 5%6
<212> DNR

- Yal RAla Ala Pro
1 Lys Ser Gly Thr

Arg Glu Ala Lys Va

(€3]

o (b
[T s I

;];A R

}—

135

s

150

<213> Homosapien

<400> 81

caggtccagce
tcectgcaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggagctga
ttttggagtg
tccaccaagyg
acagccgcece
aactcaggcg
ctctactccce

<210> 82
<211> 185
<212> PRT

tggtacagtce
tttcecggata
ggcttgagtg
tccagggceag
gcagcctgag
gttattttea
gcccatecegt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagca

<213> Homosapien

<400> 82

tggggctgag
caccctcagt

gatgggaggt
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Ser Val Val
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gtgaagaage
gaattatcca
tttgatcectg

agtcaccatg accgaggaca

atctgaggac
ctactggggc
ctteccecectg
ggtcazggac
cggcgtgceac

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Cly

1

Ser Val Lys

Ser Met His

35

Gly Gly Phe

50
Gln Gly Ar
65

Met Glu Leu
Rla Thr His
Thr Leu Val

115
Pro Leu Ala

130

Gly Cys Leu
Asn Ser Gly

Gln Ser Ser

<210> 83
<211> 47¢

5

Val Ser Cys Lys Val

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Asp Pro Glu Asp Asp

55

acggeccgtgt
cagggaaccc
gcgecctget
tacttceccg
acctteceegg

&la Glu Vval

Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser

70

Ser Ser Leu Arg Ser

Asp Phe Trp Ser Gly

Thr Val Ser Ser Ala

Pro Cys Ser Arg Ser
5

Vel Lys Asp Tyr Ehe
150
Rla Leu Thr Ser Gly

185

Gly Leu Tyr Ser Leu Se

75
Glu Asp Thx

Tyr Phe His

Ser Thr Lys
Thr Ser Glu

Pro Glu Pro

155

Val His Thr
i70
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Phe Pro
Cvs
1490
Val Z&sp

ctggggecte
tgcactgggt
aagatgatga
catctacaga
attactgtgce
tggtcacegt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtectaca
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Pro Ser 2sp
Leu Leu Asr asn

Asn Als Leu

~690

agtgaaggtce
gcgacagget
aacaatctac
cacagcctte
aacccacgat
ctcectcaget
ctecgagage
ggtgtcgtgy
gtcctcagga

Gly Ala
15

Glu Leu
Trp Met
Lys Phe
Ala Phe
Tyr Cys
95

Gln Gly
Val Pha
Ala Leu

Ser

Val Leu
175

60

120
180
240
300
360
420
480
540
556
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<212> DNR
<Z13> Homoszapien
<400> 83
gacatcgitge tgacccagtce tecagactec ctggetgtgt ctetgggcga gagggecace 60
atcaactgcea agtccageca gagtgttita tacagctcecg aceatazgag ctacttagit 120
tggtaccagc agazaccagg acagectect aaggtgctce tttactggge atctzttegg 180
gaatcegggg tccctgaccg attcagtsge agegggtctg ggacagattt cactctcace 240
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggez gtttattact gicagcaata ttatactagt 300
ccgtggacgt tcggeceaagg gacczaggtsg gaaatcaaac gzactgtgge tgcaccatcet 380
gtcttcatct tccecgecate tgatgagcag ttgaaatctg gaactgeete tgttgtgtge 420
ctgctgaata acttctatcc cagagzggec zaagtacagt ggazggtgga taaccge 7%
<210> 84
<211> 158
<212> PRT
<213> Homoszpien
<400> 84
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu 2la Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asp Asn Lys Ser Tyr Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Lys Val Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ile Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 S0 95
Tyr Tyr Thr Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110
Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Glin Trp Lys Val Asp Asn
145 150 155
<210> 85
<211> 543
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 85
caggtceage tggtacagte tggggetgag gtgaagaage ctggggectc agtgazggtc 60
tcctgtaagg ttteecggata caccctecact geaattatcca tgcactgggt gcgacagget 120
cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggt tttgatcctg aagatggtga aacaatctac 180
gcacagaacgt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagcctac 240
atggagctga gcagectgag atctgaggac acggecgtgt attactgtge aatccacgag 300
ttttggagtyg gttattttga ctactgggge cagggaacce tggtcacegs ctcttcaget 360
tccaccaagg geecateegt cttecccetg gegeectget ccaggagcac ctecgagage 420
acagccgece tgggetgect ggtcaaggac tacttccceg aaccggtgac ggtgtcgigg 480
aactcaggeg ccctigaccag cggcegtgeac accttccegg ctgtcctaca gtectcagge 540
ctt 543
<216>-86
<211> 181

<212> PRT
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Ser Met Hi

AN

Gly Gly Phe Zsp Pro Glu Asp y Glu Thr Ile Tyr Ala Glrn Lys Fhe

50 55 60

Gln Gly Arg Vel Thr Met Thr Glu 2sp Thr Ser Thr Esp Thr Als Tyr

65 70 75 ga

Met Glu Leuw Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Rla Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ile His Glu Phe Trp Ser Gly Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Cly

5 110
Tnr Leu Val Thr Val Ser Ser Rlz Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125
Pro Leu Alaz Prc Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Tnr Val Ser Trp

145 150 155 160

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

Gln Ser Ser Gly Leu

180

<210> 87

<211> 477

<212> DNR

<213> Homosapien

<400> 87

gacatcgtga tgacccagtc tccagactce ctggetgtgt ctetgggcga gagggecace 60
atcaactgca agtccagect gagtgtttta tacagctcca acaatzagaa ctatttagtt 120
tggtaccttc agaaaccagg acagcctcct aagttgectca tttactggge atctacccgg 180
gaatccgggg teccctgaceg attcagtgge agegggtetg ggacagattt cactctcace 2490
atcagcagec tgcaggecga agatgtggea gtttattact gtcagecaata ttatagttet 300
ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggtg gaaatcaaac gaactgtggce tgcaccatct 360
gtcttcatet tcccgecatce tgatgagecag ttgaaatetg gaactgccte tgttgtgtge 420
ctgctgaata actictatcc cagagaggec aaagtacagt ggazggtgga taacgece 477

<210> 88

<211> 158

<212> PRT

<213> Honosepien

<400> 88
Asp Ile Val et Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Giu Arg Ala Tnr Ile Asn Cvs Lys Ser Ser Leu Ser Val i
20 25 3
Ser Asn Esn Lys Asn Tyr Leu 1 Trp Tyr Leu Gln Lys P

3

ro Gly Gln

Fro Pro Lys Leu Leu Ile Ty
50 55
Pro Asp Arg Pne Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phs Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Lsu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

rp Elaz Ser Thr g Glu Ser Gly vzl



Phe
145

<210> 89
<211> 1335
<212> DNR

<213> Homos

<400> 89

caggtccage
tecctgcaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggaactga
ttttggactg
tccaccaagg
acagecggcecee
aactcaggcg
ctctactcce
acctgcaacg
tgttgtgteg
ttceceeccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtec
gtcteccaaca
ccececgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tcettettee
ttctcatget
ctgtetcegg

<210>
<211> 445
<212> PRT
<213> Homos

90

<400> 90

Gln Val
1

Ser Val

Gln

Ser Met

50
Asp

Glu

Thr

faJEpe
S22 =&

100
Vel

Arg

apien

tggtacagte
tttccggata
ggcttgagtg
tccaggacag
gcagcctgag
gttattatga
gcccateggt
tgggctgect
ctctgaccag
tcagcagegt
tagatcacaa
agtgcccacc
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegttgt
aaggcectecce
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtaaa

apien

val
5
Ser

Leu Gl
Val
20
Trp

Asp Gl

Val Thnr

70
Ser Le
85
Phe

Cys

Arg

Met
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tggggctgag
caccctcact
gatgggaggt
agtczccatg
atctgaggac
ctactggggce
ctteccectyg
ggtcazaggzac
cggcgigeac
ggtgaccgtg
gcccageggee
gtgcccagea
caccctcatg
agacccecgag
aaagccacgyg
gcaccaggac
agcccccate
caccctgecce
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctcetg

n Ser Gly

Lys Val

Gln Thr
40
Gly

u Asp

Thy Glu

u

116

gtgaagaagc
gaattatcca
tttgatectyg
accgaggaca
acggecegtgt
cagggaaccc
gcgccectget
tacttccceg
accttceccag
ccctecagea
accaaggtgg
ccacctgtgg
atctccecgga
gtccagttcea
gaggagcagt
tggctgaacg
gagaaaacca
ccateceggg
tacccecageg
accacaccte
gacaagagca
cacaaccact

Glu
10
Gly

Val
Tyr
Gly Lys
Thr Ile
Ser

75
Thr

Thr

Asp
S0

Tyr Asp

1~

Val
0
Pro
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ctggggecte
tgcactgggt
aagatggtga
catctacega
attactgtgce
tggtcacegt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtectaca
acttcggcac
acaagacagt
caggaccgtce
ccectgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tctccaaaac
aggagatgac
acatcgcegt
ccetgetgga
ggtggcagca
acacgcegaa

Pro
. Thr
30

Glu

Gln

Thr
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agtgaaggtc
gcgacagact
aacaatctac
cacagcctac
aacaaacgat
ctcetcagece
cteccgagage
ggtgtcgtag
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcgeeaaa
agtcttecte
cacgtgegtg
ggacggcgtyg
gttccgtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctececgacgge
ggggaacgtc
gagcctctec

Ala

Phe
Rla Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1335
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Thr Ser Gly Val His Thr Phe Prc Rla Val

s

Bsn Ser Giy ARlis

haos
~
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wn
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4

Gln Ser Ser Gly Tyr Ser L=u Ser Ser Val Val Thr

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asa Val Esp
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Giu

Ala Gly Proc Ser Val Phe Leu
225 230 235 240
Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
250 255
Val Asp Val Ser His Glu Glu Val Gln
260 265 270
Phe Asn Trp Tyr Val Glu Val His Asn Alz Lys Thr Lys
275 280 285
Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300
Thr Val Val Eis Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320
Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335
Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350
Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 430
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445
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<210> 91
<211> 660
<212> DNR
<213> Homcsapien

<400> 92

gacatcgtga tgacccagtce tccagactece ctggetgtat
atcaactgca egtccagcca gagtgtitta tacagctccea
tggtaccagc agaaaccagg acagectect aagacgctca
gaatccgggg tccetgaccg attcagtgge agegggtcetg
atcagcagcc tgcaggotga agatgtggga gtttattact
ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggtg gazatcaagc
Gtettcatet tcecegecate tgatgageag ttceaatctg
ctgctgaate actictatcc cagagaggcce esagtacagt
caatcgggta actcccagga gagtgicaca gagcaggace
Ctcagcagca ccctgacget gagcaazgea gactacgage
gaagtcaccc etcagggect gagctegece gtcacaaaga
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gagggecace €90

ctacttagtt 120
atctaccegg 180
cactctcacec 240
ttatactagt 300
tgcaccatct 350
tgttgtgtgec 42¢C
taacgeccte 480
cacctacagc 340
ctacgectge 600
gggagactgt €E€0
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Sex

Tyr Thr

Thr
115
Leu

Arg

Gln
130
Tyr

Glu

Phe
145
Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys
195
Pro Val

210

Ser

<210> 93
<211> RGO
<212> DNR
<213> Homos

<400> 93

caggtgcage
acctgcactg
cagcaccecag
tacaaccegt
tecectgaage
tatagcaget
ctcagcttec
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc

<210>
<21i>
<212>
<213>

c4
186
PRT
Homos

<400> 94

Ser
Gln
85

Pro

Ala

Gln

Asn

2 Ile
Gly
70

Ala
Txp
Ala
Gly Thr

Ala

Ser
Cys

Leu

150

Ser
165
Leu

val

apien

tgcaggagte
tctctggtgg
ggaagggcct
ccctcaagag
tgacctctgt
cgtccccact
accaagggcc
gccgecectgg
tceggcegeece
tactccctca

apien

Gln
Ser
Tyx

Ser

Glu

Ser Thr

Ala

Phe
215

gggcccagga
ctccatcage
ggagtggat

tcgagttatce
gactgccecgeg
ggttcgacec
catccgtctt
gctgecectgot
tgaccaccgg

g Ser

118

Ser
10
Ser

Val

Gly
105
Val

Phe Ile

Val Val

Gln Trp Lys

155

Val Thr Glu
170

Leu Thr Leu

igs

Glu

Val Thr

Arg Gly Glu

ctggtgaage
agtggtggtt
gggtacatct
atatcagtag
gacacggcecg
ctggggccag
ccecectggeg
caaggactac
cgtgcacacc

K]
1=

U]

Ser

Ala
130
Gly

cgtcacagac
actactggag
attecagtgg
ecacgtctaa
tgtattactg
ggaaccctgg
ccetgctceca
ttcceccgaac
ttcecggetg

LT 5416 B

Leu

Gln
95
Glu

Ser
Asn
Ala

Lys
175
Asp T

Leu

cctgteecte
ctggatcecac
gagcacctac
gaaccagttc
tgcgagatca
tcaccgtctc
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte

60

120
i80
240
300
360
420
480
540
560




Ser Leu Lys Lsu ]

Cys Ala Arg

Arg Leu

Ile
50
Lys Sex

Gly Asn

115
Pro Pro

130

Val val

Cys

<210>
<211>
<212>
<2i3>

<400>

gacatccaga
atcacttgee
gggaaagcce
aggttcagecg
gaagattttg
gggaccaaag
tctgatgage
cccagagagqg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp
3

-

Asp Arg
Leu Gly
Tyr Ala

50
Ser Gly S=sr GlLy

Pro

Ile Gln b

Pro Gly Leu

Glu Leu
Val
180

95
458
DNR

Homosapien

95

96

152

PRT
Homosapien

96

Glu Asp Phe Als

Phe _

Pro

100

tgaccecagtce
gggcaagtca
ctaagcgecet
gczgtggatc
caacttatta
tggatatcaa
agttgaaatc
ccaeagtaca

Thr
5
ile

Gln

Ser

Thr
85
Gly

Ile

Ser

Ser

His

Ala

n
[{t)
=

3
ot
La]

Tyr
55
Ile

Val

Leu
135
Gln

Pro

g Thr

- -
; L2u

12¢C
Leu

Gly
Asp

Leu

tccatectee
gggcattaga
gatctatget
tgggacagaa
ctgtctacag
acgaactgtg gctgcaccat
tggaactgcc tetgttgtgt
gtggaaggtg gataacgc

119

Leu Leu Pro

155

Gln Arg Arg
170

Leu Pro

185

ctgtctgeat
aatgatttag
gcateccagtt
ttcactctea
cataatagtt

Ser Leu
10

2la Ser Gln
Gly Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75
: Gln

%0

Ile Lys

His 2Zsn

LT 5416 B

Vzl Lys 2ro Ser Glrn
15
Ser Ile Ser Ser Giy
390
Gly Lys Gly Leu Glu
45
Tyr Tyr Asn Pro Ser
60
Ser Lys Asn Gln Phe
. 80
Thr ERla Val Tyr Tyr
95
Val Arg Pro Leu Gly
110
His Gln Gly Pro Ile
125
Leu Arc Glu His Ser
1490
&rg Thr Gly Asp Gly
160
Ala His Leu Pro Gly
175
ctgtaggaga cagagtcace 60
getggtatca gcagaaacca 120
tgcazagtgg ggtccecatca 180
caatcagcag cctgcageet 240
acccattcac ttteggeeet 300
ctgtcttcat cttccegeeca 360
gcctgctgaa taacttctat 420
458
Ser REla Ser Val Gly
15
Cly Ile Arg Asrn Asp
30
Pro Lys Rrg Leu Ile
45
Ser Rrg Phe Ser Gly
6C
Ser Sexr Leuw Gln Pro
80
Fsn Ser Tyr Pro Phe
95
Prxg Thr Val Ala Ala
130



120

LT 5416 B

Pr¢ Ser vzl Phe Ile Phe Proc 2ro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Giy
115 129 125
Thr Ala Ser ¥zl Vel Cys Leu Leu Esn Asn Phe Tyr Bro Arg Glu &l:z
130 135 140
Lys Val Gln Trxp Lys Val Asp Asn
145 150
<210> 97
<211> 55¢
<212> DNR
<213> Homoszapien
<400> 97
caggtccagc tggtacagtc tggggoctgag gtgaagaage ctggggcctc agtgaaggte €0
tcctgcaagg tttccggata caccctcact gaattatcca tgcactgggt gcgacagget 120
cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggt tttgatcetg aagatggtga aacaatctac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagcctac 240
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcegtgt attactgtge aacagatcge 300
gagttttgga gtggttattt ctaccactgg ggccagggaza ccctggtcac cgtctectca 360
gecteccacea agggeccatc ggtettcecee ctggecgecet getcecaggag cacctecgag 420
agcacagcgg ccctgggetg cctggtcaag gactacttcc ccgaacecggt gacggtgtceg 480
tggaactcag gcgcectctgac cageggegtg cacaccttec cagetgtcct acagtcecteca 540
ggactctact ccctcagceca 559
<210> 98
<211> 186
<212> PRT
<213> Homosapien B
<400> 98
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Rla
1 5 10 1S
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Glu Leu
20 25 30
Ser Met His Trp Val Arg Gln ARla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 g0
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Thr Asp Arg Glu Phe Trp Ser Gly Tyr Phe Tyr His Trp Gly Gln
160 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser RAla Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala 2la
130 133 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
185 170 175
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser leu Ser
180 i85
<210> 993
<211> 491
<212> DNR
<213> Homosapien



121

<100> 93
gacatcgtga TZaCCCECTo Tecagactca ciggctotgt
aZcaactgcs zgtccagoca gagtgtittz tacagotecz
tggtaccagc zgazzaccagy acagjoctcecot aaactgctcsa
gaatcecgyggg tccocagacceg cticagiggs ageygggtctg
atcagcagcc tgceaggetge agatgtggesz gtttattact
ccgtggacgt tcggecaagg gaccaaggtag gaaatcaaac
gtcttcatct tecccgecatce tgatgageag ttgaaatctg
ctgctgaata actictatce cagagaggcc zaggtacagt
ccaatcgggt 2z
<21C> 100
<211> 1863
<212> PRT
<213> Homcsapien
<400> 100
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
1 3 10
Glu Arg Alzs Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Asn Glu Asn Phe Leu Ala Trp Tyr Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ales Ser Thr
50 55
Pro Asp Arg Pne Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85 90
Tyr Tyr Asn Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly
100 105
Lys Arg Thr Val Alz Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Vval
130 135
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys
145 150 155
Pro Ile Gly
<210> 101
<Z211> 543
<212> pNR
<213> Homcsapien
<400> 101
caggtccagc tggtacagtc tggggctgeg gtgaagaage
tcectgecaagg tticeggata caccctcact gezsttatcca
cctggaaaag ggcttgagtg geatgggaggt tttgatccty
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca
atggagctga gcageoctgag atctgaggac acggecegigt
ttttggagtc gttatttiga ctactgggge cagggaaccc
tccaccaagg geccateggt cttcccectg geogecctget
acagcggccec tgggcetgect ggtcaaccac tacttecceg
aactcaggcecg ctcectgaccag cggegtgezc accttceccag
ctt
<210> 102
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<210>
<211>
<212>
<213>

103
491
DNR
Homos

<400> 103

gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccagc
gaatccgggg
atcagcagcce
ccgtggacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
ccaatcgggt

<210>
<211>
<212>
<213>

104
163
PRT

<400> 104
Zsp Ile Val
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Val

60

120
180
240
300
360
420
480
£91

gagggccace
ctacttagtt
atctacccgyg
cactctcacc
ttatagtact
tgcaccatct
tgttgtotge
taacgcecetc
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<210> 105
<211> 488
<212> DNR

<213> nomos

<400> 105
caggtccage
tcctgecaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggagctga
ttttggagtyg
tccaccaagg
acagcggcecece
aactcaggcg

<210>
<211>
<212>
<213>

106
166
PRT
Homos

<400> 1086

Gln Val Gln
1

Ser Val

Ser Met

Cly Gly
50
Gln Gly !
65
Met Glu

Ela Thr

Gin
83
Pro
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Leu
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agtgaaggtc
gcgacaggcet
aacaatctac
cacagectac
aacagacgat
ctccteagee
ctccgagage
ggtgtegtgg
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15
Glu
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Lys E
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Tyr
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360
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<210> 107
<Z11> 448
<212> DIk
<213> Homoszagpian
<400> 187
gacatcgtga tgacccagtc tccagzIice ctggetatgt ctctgegcga gagggecace 18
stceaactgca agtccageca gagtgitita tacagetceca acaztzagas ctacttagtt 120
tggtaccage agazaccagg acagesioct aagetgcetea =ttactgggc atctacccgy 180
gaatccgggy ToCcigacceyg attcagigse agcgggtety ggacagattt cactcteace 2490
stcagcagce tgcaggeciga agatgtgges ctttattact gtcagcaate ttatagtcecke 380
acgtggacgt tcggecaagg gaccaaggie gazatcaaac czacigigge tgcaccatct 3&C
gtcttcatct tecccgecate tgatgageag ttgazatctg gzactgecte tgttgtgtge 420
ctgctgaata actictatcec cagagagd 449
<210> 1908
<211> 149
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 108
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Fro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Rla Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Val p Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 4G 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp 2Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gin
85 90 g5
Tyr Tyr Ser Pro Thr Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile
100 105 110
Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
1i5 120 125
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Rlz Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140
Phe Tyr Pro Arg Glu
145
<210> 108 .
<211> 540
<212> pNR
<213> romosapien
<400> 109
caggtccage tggtacagtc tggggcicag gtgaagaage ctggggoctc agtgaagete €0
tcctgcaagg ttitceggata caccctcact gaattatccz tgcactgggt gegacagget 120
cctggaaaag ggctigagtyg gatgggaggt tttgatcetg aagatggtga aacaatctac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagcectiec 240
atggagctga gcagectgag atcigaggac acggccgtgt attactgtge aacggacgas 338
ttttggagtg gttattttiga ctactgsgoe cagggaacce tggtcaccegt cteectcagee 3€0
tccaccaagg geccateggt ctteccoetg geogecctget ccaggageac ctecgagacs £20
acagcggcce toggctgcct ggtcazggac tacttcececg azccggigac ggtgtegisg 480
aactcaggcg ctcigaccag cggcgogcac accitcccag ctgtcctaca gtectcagga 549

<210> 110



LT 5416 B

<221» 133
212> pPET
<213> Homzszoisn
<400» 110
Gin Vel Gln Lsu Vel Gln Ser Glv 2ila Glu Vsl Lys Lys ?ro Gly Els
z 5 10 15
Ser Vel Lvs Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Lsu Tnr Glu Leu
22 23 30
Ser Met His Tro Vel Arg Gln Alas Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp M¥ec
33 Ay 45
Cly Gly Pne 2sp Pro Glu 2sp Gly Glu Thr Ile Tyr Elaz Glr Lys Zhe
5C 53 &C
Gln Gly Arg Yal Thr Met Thr Glu &Zsp Thr Ser Thr Zsp Thr Ala Tvr
63 70 75 85
Met Glu Leu Ssr Ser Leu Arg Ser Giu Asp Thr Rla Val Tyr Tyxr Cys
85 90 95
Ala Thr Asp Esp Phe Trp Ser Gly Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 10¢ 110
Thr Leu Val Tnhr Val Ser Ser Alz Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Fhe
115 120 125
Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ssar Thr Ala Ala Leu
130 135 1490
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160
Asn Ser Cly Ala Leu Thr Ser Gly Vel His Thr Phe Prc Rla Val Leu
165 170 175
Gln Ser Ser Gly
180
<210> 111
<211> 478
212> DNR
<213> Homosapisn
<400> 111
gacatcgtga tgacccagtc tccagactce ctggetgtgt ctctgggega gagggeccace 60
atcaactgea agtccagcca gagtgtttta tacagctcca aczataagaa ctacttaget 120
tggtaccagc agaaaccagg acagcctecct azgetgetca tttactggac atctacccgg 180
gaatccgggg tecctgaccg attcagtgge agegggtetg tgacagattt cactcteace 24
atcagcagee tgeaggctga agatgtggeca gtttattact gtcagcaata ttatagtict 300
ccgtggacgt tcggccaagg gaccaagetg gaaatcaaac gaactgtgge tgcaccatct 360
gtcttecatcet tccegecate tgatgageoag ttgasatetg gazzcigecte tgttgtgige 420
ctgctgaata acttctatce cagagaggce zaagtacagt ggaaggtgga taacgect 478
<210> 112
<211> 159
<212> PRT
<213> Ecmosapien
<400> 112
Asp Ile Vel Met Thr Gln Ser Pro 2sp Ser Leu Rla Vel Ser Leu Gly
z 3z 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Szr Val Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asn Asn Lys Eksn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gin Lys 2ro Gly Gla
33 43 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Thr Ser Thr Erg Glu Ser Gly val
50 55 60
Pro ASp Arg Pnhe Ser Gly Ser Gly Ser Val Thr Esp Pna Thr Leu Thr
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Prc

113
542
DNR
Homos

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 113

caggtcecagce
tcctgcaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggagctga
gaatatagtg
tccaccaagg
acagcggccec
aactcaggcg
ct
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212>
<213>

114
180G
PRT
Homos

<400>

Gln
1

Ser

114
Val Gln

Val Lys
His

35
Phe

Ser Met

Gly Gly
50
Gln Gly
65
Met Glu

Ala Thr

Thx Leu

Leu
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Cys
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Gly
145
Asn Ser

Gln Ser

Leu I
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apien

tggtacagtc
tttccggata
ggcttgagtyg
tccagggeag
gcagectgag
gcteactttga
gcccateggt
tgggctgeet
ctctgaccag

apien

val
5
Ser

Leu

Val
20

Trp Val

Ser
85
Glu

Ser

Arg
100

Thr Val

Ser

Asp

tggggctgag
cacccteagt
gatgggaggt
agtcaccatg
atctgaggac
ctactggggce
cttcccectyg
ggtcaaggac
cggecgtgeac

Gly
Val
y Ala
40

Gly
Glu
Arg

Ser

Sex

135

150

Thr

126

) O
= O

i Phe

val val
Lys
155

gtgaagaagc
gaattatcca
tttgatcctg
accgaggaca
acggcecgtgt
cagggaacce
gcgecctget
tacttececcyg
accttcccag

Glu Val
10

Gly

Ala

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Lys

: Thr Ile

Thr Ser
75
Asp Thr
30
Phe Asp

Thr Lys

Glu
Glu Pro
1553
His Thr
170
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ctggggectc
tgcactgggt
aagatggtga
catctacaga
tttactgtge
tggtcaccgt
ccaggagcac
zaccggtgac
ctgtcctaca

Lys Pro
Ser
30

Glu

Thr
Gly
Tyr Gln
Thr
Phe
Gly

110
Ser

Trp

2ro
125
Thr Rla

Val
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Gln
95
Glu
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Ser R

Asn Asn

Ala

60

120
180
240
300
360
420
480
540
542

agtgaaggtc
gcgacaggct
aacaatctac
cacagcctac
aacaaagaqgyg
ctectcagee
ctcecgagage
ggtgtegtgg
gtcctcagga

Gly Ala
15
Glu Leu

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95
Gln Gly

Val



<210> 1153
<21i1> 477
212>
<213> Homos

<400> 115

gacatcgtga
atcaactgca
tggttccage
gaatcecgggg
atcagecgcee
ccgtggacgt
gtcttcatct
ctgctgaata

<210> 116
<211> 15¢%
<212> PRT

tgacccagtc
agtccageca
agaaaccagg
tcecectgaceg
tgcaggcetega
tcggccaagg
tcecgecatce
zcttctatcee

<213> Homosapien

127

agcgggtctg
gtttattcct
gaactcaaac
ttgaaatctg
azagtacagt

<400> 116
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Ser Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Phe Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Rla Ser Thr
50 55
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75
Ile Ser Arg Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85 90
Tyr Phe Ile Thr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly
100 105
Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Alas Ser Val Val
130 135
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
145 150 155
<210> 117
<211> 459
<212> DNR
<213> Homosarien
<400> 117
caggtgcagc ctgagcagtc gggtccagca ctggtgaage
acctgtgeca tctcegggga cagtgtctet agcaacagtg
cagtccectt cgagaggect tgagtggctg ggaaggacat
agtgatcatg cagtatctgt gagaagtcga ataaccatct
cagttctcee tgecagctgaa ctctgtgact cecgaggace
agagatcgga ttagtgggac ctatgteggt atggacgtct
accgtcteet cagceiccac cazgggesca teggtettec
gagcacctcc gagagcacag cggcoctogg ctgectggc
<210> 118

<211> 1353

ctctgogocga
acagtaagaa
tttzctgggce
ggaczgattt
gtcagceaata
gaactgtggce
gaactgcecte
ggaaggtgge

LT 5416 B

gagggccace €
ctacttagect 1

atctaccege
cactctcacce
ttttattact
tgcaccatet
tgttgtgtac
taacgce

Alza Val Ser Leu Gly

15

Ser Val Leu Tyr Ser

30

Gln Lys Pro

45

Gly Gln

Arg Glu Ser Gly Val

Asp Phe Thr Leu Thr

Tyr Sexr Cys

Thr Lys Val
110
Phe Pro Pro

125

80
Gln Gln
95
Glu Leu

Ser Asp

Cys Leu Leu Asn Asn

140

Val Asp Asn Ala

cctcgecagac
ctgcttggaa
actacszggtc
acccagacac
cggctgtgta
ggggccaagg
cceiggegec

cctectcacte
ctggatcage
caagtggtat
atccaagasac
ttactgtgca
gaccacggtc
cctgectcececag

60

120
180
24C
360
3€0
420
458



128
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<2i12> PRT

<4Q0> 118
Gln Val Gln Pro Glu Gln Ser Giy Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
7hr Leu Ser Leu Thr Cys Ela Ile Ser Gly Asp Ser Vel Ser Ser Asn
20 25 30
Ser Ala Ala Tro 2sn Trp Ile Arg CGln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Ser ASp His Rla
50 55 €0
Val Ser Val &rg Ser Arg Ile Thr Ile Tyr Pro Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75 80
Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ale Vel
85 90 95
Tyr Tyr Cys Rlz Rrg Asp Arg rle Ser Gly Thr Tyr Val Gly Met Asp
100 105 110
Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Rla Ser Thr Lys
115 120 125
Gly Pro Ser Val Pne Pro Leu Ala Pro Leu Leu Gln Glu His Leu Arg
130 135 140
Glu His Ser Gly Pro Gly Leu Pro Gly
145 150
<210> 119
<211> 526
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 119
ccagctcage tcctgggget getaatgetc tgggtccctg gatccaatga ggatattgtg 60
atgacccaga ctccactctc cctgeecgtce acccctggag agecggecte catctectge 120
aggtctagtc agagectcett ggatagtgat gatggaaaca cctatttgga ctggtacctg 180
cagaagccag ggcagtctce acagctcctg atctatacge tttcctttcg ggectetgga 240
gtcccagaca ggttcagtgg cagtgggtcea ggcactgatt tcacactgac aatcagcagg 300
gtggaggctyg aggatgttgg agtttattac tgcatgcaac gtatagagtt tcetctcact 360
ttcggeggag ggaccaaggt ggagatcaaa cgaactgtgg ctgcaccatc tgtctteate 420
tcccgecat ctgatgagca gttgaaatct ggaactgect ctgttgtgtg cctgctgaat 480
aacttctatc ccagagaggc caaagtacag tggaaggtgg ataacg 526
<210> 120
<211> 175
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 120
Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp val Pro Gly Ser Asn
1 5 10 15
Glu Asp Ile Vzl Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pzo
20 25 30
Gly Glu Pro Alz Ser Ile Ser Cys ARxg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp
35 40 45
Ser Asp Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly
50 55 60
Gln Ser Pro Gla Leu Leu Ile Tyr Thr Leu Ser Phe Arg Ala Ser Gly
g5 70 5 0
Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Pne Thr Leu
85 S0 95
Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met
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100 ils 110
Gla Arg Ile Giu Phe Pro Len Thr Fhe Gly Gly Giy Thr Lys Val Glu
113 20 125
Ile Lys Arg Thr Val Zla Ala P2ro Sexr Val Phe Ils Zhe Pro Pro Ser
130 i35 140
Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Zla Ser val Val Cys Leu Leu &sn
145 150 155 16C
Asn Phe Tyr Pro Rrg Glu Alz Lvs Val Gln Trp Lvs Vzl Asp Asn
165 170 175
<210> 121
<211> 459
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 121
caggtccagg tggtacagtc tggggctgag gtgaagaacc ctggggecte agtgaaggtc 60
tcctgecaagg tttccggate caccectcact gaattatcca tgeactgggt gegacagget 120
cctggaaaag ggcttgagtyg gatgggaggt tttgatcctg aagatggtga aacaatctac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagtctac 240
atggagctga gcagcectgag atctgaggac acggecgtgt attactgtge aaccaacgat 300
ttttggagtg gttattttga ctactgggge cagggaacce tggtcaccgt ctectcagece 360
tccaccaage gececateggt cttececectyg gegeectget ccaggagcac ctccgagage 420
acagcggeece tgggetgect ggtcaaggac tacttccceg aaccggtgac ggtgtcgtgg 48C
aactcaggcg ctctgacca 459
<210> 122
<211> 166
<212> PRT

<213> Homosapien

<400> 122
Gln Val Gln Val Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Asn Bro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Ser Thr Leu Thr Glu

20 25 30
Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35 40 45
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Ala Gln Lys
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Val
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Alz Val Tyr Tyr
85 90 95
Pre Trp Ser Gly.Tyr Phe Asp Tyr Tre Gly Gln

Ala Thr Asn Asp

Thr Leu Val Thr Val Ser

115

Pro Leu Ala
130

Cly Cys

Ser Rla Ser Thr Lys Glv Pro Ser Val

Ser Thr
140
Val Thr Val Ser

Ser Ser Tar Ser Glu

Pro
155

Lys Asp Tyr Phs Pro Glu
150

Ser Leu Thr

123

536

DNR
Homosavien

<210>
<211>
<212>
<213>
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caggtctica Zttcictgtt gctctggatc tetgatgtct atggggacat cgtgatgacs €0
cagtctccag actccctgge tgtgtctctg ggcgagaggg ccaccatcac ctgcaagtcee 120
agccagactg ttizatacag ctccaacaat aagzactact tegtttggte tcagecagaza 160
tcaggacagc ctcctzagct gectcattcac tgggcatcta tccgggeaate cgggeotccct 240
gaccgattca gtggecagegg gtetgggace gatttcacge tcaccateag cagectgeag 300
gctgaagatg tggcagttta ttactgtcag caatattata gtagrcegtg gacgttcgge 36C
caagggacca aggtggaaat caaacgaact gtggctgcac catctgtett catctteccg 420
ccatctgatg agcagttgaa atctggaact gectctgttg tgtgectget gaataacttc 480
tatcccagag aggccaaagt acagtggzag gtggataacg cccticcast cgggta 536
<210> 124
<211> 178
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 124
Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trxp Ile Ser Asp Val Tyr Gly Asp
1 5 10 15
Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu ARla Val Ser Leu Gly Glu
20 25 . 30
Arg Ala Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Thr Val Leu Tyr Ser Ser
35 40 45
Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Gln Pro
50 55 60
Pro Lys Leu Leu Ile His Trp Rla Ser Ile Arg Glu Ser Gly Val Pro
65 70 ) 75 80
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
85 30 95
Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Vel Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
100 105 110
Tyr Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
115 120 125
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 140
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
145 150 155 160
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Pro
165 170 175
Ile Gly
<210> 125
<211> 414
<212> pNRr
<213> nomosapien
<400> 125
caggtgcagg ctgagcagtc gggtccaggz ctggtgaage cctcgcagac cctctcacte 60
acctgtgcca tctccgggga cagtgtctct agctacagtg ctgcttggaa ctggatcagg 120
cagtccceett cgagaggect tgagtggctg ggaaggacat actacaggtc caagtggtat 180
agtgatcatg cagtatctgt gagaagtcga ateaaccatct zcccagacac atccaagaac 240
cagttctcce tgcagctgaa ctectgigact cccgaggaca cggctgtgta ttactgtgez 380
agagatcggz ttagtgggac ctatgtcggt atggacgtct gegoccaagg gaccacggte 360
accgtetect cagecctccac caagggecce ateggtette ccectggeee ccte ¢1¢
<210> 126
<211> 138

<212> PRT
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<213> Homosapien

<£00> 126
Gln Val Gln &lz Glu Gln Sexr Gly Pro Gly Leu Val Lvs Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Als Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Tyr
20 23
Ser Ala Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Prc Ser Arg Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Sexr Asp His Rla
50 55 69
Val Ser Val Arg Ser Arg Ile Thr Ile Tyr Pro Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75 80
Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Vzl Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val
85 S0 95
Tyr Tyr Cys Ala Rrg Asp ARrg Ile Ser Gly Thr Tyr Val Gly Met Asp
160 igs 110
Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Rla Ser Thr Lys
115 120 125
Gly Pro Ile Gly Leu Pro Pro Gly Pro Leu
130 135
<210> 127
<211> 514
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 127
gtcttcattt ctctgttget ctggatctect ggtgecctacyg gggacatcgt gatgacccag 60
tctecagact ccctggetgt gtectectggge gagagggeca ccatcaactg caagteccage 120
cagagtgttt tatacagttc caacaataag aactacatag tttggtacca gcagaaacca 180
gggcagcctce ctaagttgct catttactgg acatctacec gggaatccgg ggtcecctgac 240
cgattcagtg gcagcgggte tggaacagat ttcactctca ctatcagtag cctgecagget 300
gaagatgtgg cagtttatta ctgtcagcaa tattttagtt ctcegtggac gttecggccaa 360
gggaccaaag tggacatcaa acgaactgtg gctgcaccat ctgtcttcat cttccecgeca 420
tctgatgagc agttgazatc tggaactgec tctgttgtgt gectgetgaa taacttctat 480
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gata 514
<210> 128
<211> 171
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 128
Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser Gly Alz Tyr Gly Asp Ile
1 5 10 15
Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Sex Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg
20 25 30
Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn
35 40 45
Asn Lys Asn Tyr Ile Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
50 55 €0
Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Thr Ser Tnr Arg Glu Ser Gly Val Pro Rsp
€5 70 75 €C
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
85 S0 55
Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val ARla Vel Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Phe
100 105 110
Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Zsp Ile Lys Arg
115 120 125



Thr Val Alz Rle Pro Ser Val fas
130 135

Leu Lys Ser Gly Thr Rla Sexr Val

145 15C

Prc Arg Glu Zla Lys Val Glmn Trp

185

<210> 128

211> 44¢

<212> DNR

<213> Homosavien

<400> 129

cagtcgggte caggactggt gaagcceoice

ggggacagtg tctctageaa cagtgectget

ggccttgagt ggctgggasag gacatactac

tctgtgagaa gtcgaataac catctaccca

ctgaactctg tgactcecga ggacacggcet

gggacctatg tcggtatgga cgtetgggsge

tccaccaagg geccatcggt cttecccetg

cacagcggcce ctgggetgece tggce

<210> 130

<211> 148

<212> PRT

<213> Homosapien

<400> 130

Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys

1 5
Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val
20
Trp Ile Arg Gin Ser Pro Ser Arg
5 490

Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Ser
50 55

2rg Ile Thr Ile Tyxr Pro Asp Thr

65 70

Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp

85
Asp Arg Ile Ser Gly Thr Tyr Val
10C
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Rla
115 12C

Pro Leu Ala Pro Leu Leu Gln Glu
130 135

Gly Leu Pro Gly

145

<210> 131

<211> 5065

<212> DNR

<213> Homoszapien

<400> 131

gggctgectaa tgctciggat acctggatce

ctctctetgt ccgtcaccee tggacagecg

ctcctgtate gtgzicgesa gacctatitg i

ccacaacacc tgatctatgea agtttccasd

132

-1
-t

Phe

[}

|—

Cy

Val
170

cagaccctcet
tggaactgga
aggtccaagt
gacacatcca
gtgtattact
caagggacca
gcgeeectge

Ser
10
Ser

His
Lys
Ala
90

Met
Thr

His Leu

W
w
n
T

[y

Sl ¥
LR o
<O

i3

M
[
v
wn
&)
2]
W
s}

cactcacctyg
tcaggeagte
ggtatagtga
agaaccagtt
gtgcaagaga
cggtcaccgt
tccaggagea

Ser
Ala
30

Gly
val

Ser

Lo g
o
n w o

[

ttgggatgac
cctcteagtce
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Giu Gin
Pne Tvx
160

tgeccatctec
cccttcgaga
tcatgcagtz 1
cteectgeag
tcggattagrt
ctecteagece
cctecgagag

Leu
15

Trp Asn

Arg Thr
Arg
Leu G
Ala
95
Gln
Val

Gly

[£))

ccagactce
Lag cag
aggcca
taggtt

cr oY (v
= 00 N O
OO O

[N I Ca i
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ggcagigggt ctgggacaca titcacactyg zazatcagece
ggggtttatt actgcecatgea aactatacac cttecgcetea
¢gtggagatce aacgeaactgt ggcitgcacca tetgtcttea
cagttqgaaat ctggezzctge ctctgttetg tgcctygctga
gccaaagtac agtggaagst ggata
<210> 132
<211> 168
<212> PRT
<213> Homosapien
<400> 132
Gly Leu Leu Met Leu Trp Ile Prc Gly Ser Ser
1 5 10
Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro
20 5
Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr
35 40
Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln
50 55 ’
Ile Tyr Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val
65 70 75
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys
85 8a
Ala Asp Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln
100 105
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
115 120
Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
145 150 155
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
165
<210> 133
<211> 447
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 133
gagcagtcgg gtccaggact ggtgaagece tegeagacce
tccggggaca gtgtctctag caacagtget gettggaact
agaggccttg agtggctggg aaggacatac tacaggtcca
gtatctgtga gaagtcgaat aaccatctac ccagacacat
cagctgaact ctgtgactcce cgaggacacg gectgtgtatt
agtgggacct atgtcggtat ggacgtctgg ggccaaggga
gcctecacca agggceccate ggtctteceee ctggegecee
gagcacagcg geccitgggct gectgge
<210> 134
<211> 149
<212> PRT
<213> Homosagien
<£00> 134
Glu Gln Ser Gly fro Gly Leu Val Lys 2ro Ser
1 5 10
Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser

20

25

T ot oof

a Q 0O«
O WQWQ
Q «

ot O
CroO Qe

(T () ot
B ot of ()
O O O W
0

M OO O

n

His
110
Gln Thr
Glu
140
Phe

Leu

Pro

tctecactcac
ggatcaggca
agtggtatag
ccaagaacca
actgtgcaag
ccacggtcac
tgctccagga

Gln Thr Leu

Ser Ala
30

Asn
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._g__
agggzacce
atctgatg
tcceagac

QO

W

Gly
Ala
Lys
His
Phe
Val
95

Leu
Val Ala
Lys Ser

Glu
160

Arg

ctgtgccate
gtcccetteg
tgatcatgea
gttctcecty
agatcggatt
cgtctcctce
gcacctcecga

Ser 1
15
Ala

<

W s (WO (W

O WM,
O QOO

(823
u

€0

120
180
240
300
360
420
447



]

Tyr T
50
Brg

Leu 7/
Asp Arg

Thr
115

Thr

Pro
130
Gly

Pro Leu

145

<210>
<211>
<212>
<213>

135

520
DNR

Homos

<400> 135

caggtctteca
cagtctccag
agccagactg
ccaggacagc
gaccgattca
gctgaagatg
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag

<210> 136
<211> 173
<212> PRT
<213> Homos

<400> 136
Gln Val Phe
1
Ile

Val Met

Arg Ala Ala
35
Asn Lys
50
Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu
Sex
115
Val

Lys

Thr
130
Leu Lys

Pro Azg

Leu A

apien

tttctetgtt
actcectgge
ttttatacag
ctcccaaget
gtggcagegyg
tggcagttta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt

apien

Ile Ser

e
5
Thr Gln
20

Ile Asn

Asn Tyr

Leu Ile
Gly
85

Gln Ala
100
Pro Trp
Ela
Ser

Glu

Leu
Ser
Cys
Leu
Tyr
70

Ser

Glu

gctctggace
tgtgtctctg
ctccaacaat
gctcatttac
gtctgggaca
ttactgtcaz
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag

Leu

Lys

Val

Phe
Ser
135
Ala

Val

134

Leu
Eis

Lys

75
Ala

Met

Thr

tctggtgect
ggcgagaggyd
aagaactact
tgggcatcta
gatttecactc
caatattata
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg

Ile
10
Leu

Ser
Dla
Gln Thr
Gln Gln
Thx
Thr
9¢C
Val

Ile
Val

Lys

acggggacat
ccgecatcaa
tggtttggta
cccgggaate
tcaccatcag
aaagtccgtg
catctgtcett
tgtgectget

Tyxr
‘Leu

30
Tyr

Gly
r Leu
Gln

110
Glu

Gly

cgtgatgacc
ctgecaagtcc
ccagcagaaa
cggggtccect
cagcctgeag
gacgttcgge
catcttceceg
gaataacttc

Gly
15
Gly

Asp

Ser

Gln

Thr
95

Gln
Ile

Asp Glu

Fhe
160

Asn

LT 5416 B

60

120
180
240
300
360
420
480
520



<210> 137

<211> 490

<212> DNR

<213> Homosaglien

<400> 137

caggtccagc tggtacagtc tggggetgag

tcctgcaagg tttccggata cacccteact

cctggaaaag ggettgagtg gatgggaget

gcacagaagt tccagggcag agtcatcaty

atggagctga gcagcctgag atctgaggac

ggtggatata gtggctactt tgactgcectgg

gcttccacca agggeccatce cgtettecce

agcacagccg ccctgggetg cctggteaag

tggaactcag

<210> 138

<211> 163

<212> PRT

<213> Homosapien

<400> 138

Gln Val Gln Leu Val Gin Ser Gly

1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val
20

Ser Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asn Gly

50 55

Gln Gly Arg Val Ile Met Thr Glu

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser

85
Ala Thr Asp Gln Gly Gly Tyr Ser
100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

130 135

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

145 150

Trp Asn Ser

<210> 138

<211> 540

<212> DNR

<213> Homosapien

<400> 139

agacccaggt cttcatttet ctgttgctcet

tgacccagte tccagactecc ctggetgtgt

agtccagcecca gagtatittta tacagectcecs

agaaaccagg acagcctect aagthgetces

tccctgaccg attcagtgge agcgggtcetg

tgcaggctga agatgtggca gtttattact

170

gtgaagaagc
gasttatcca
tttgatectg
&ccgaggaca
gcggeegtgt
ggccagggaa
ctggcgecect
gactacttcce

Glu
10
Ser Gly
25
Pro Gly Lys
Thr
Thr Ser
75
Glu Asp Thr
90
Gly Tyr Phe
105
Ala

Ser Thr

Ser Thr Ser
Glu

155

Phe Pro

ggatctctgs
ctctgggeg:
ataataagaz
tttactggge
ggacagattt
gtcagcaata

ctggggcctce
tgcactgggt
acaztggtga
catctacaga
attactgtge
ccciggtcac
gctccaggay
ccgaaccggt

Glu
140
Prc

s
v QQ

rtQ

cr oot oot
0O 0 M 0

ct O N
f

Lys
Leu
Leu
45

Ala
Asp
val
Cys
Gly
125

Ser

Val

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Txp
110
Pro

Thr

Thr

LT 5416 B

agtgaaggtc
gcgacaggcet
aacaatccac

Gly Ale

Glu Leu

Trp

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
85
Gly Gln

Ser Val

Ala Ale
Val

Ser
160

gacatcghgsa
atcazactgca
tggtaccage
geatccgegg
atcagcagcec
ccteegacgt

80

120
18C
240
30C
360
420
480
490

60

120
180
249
300
380



Ala
35
Asn

Arg

Asn
50
Pro Lys

Asp Arg

Ser Ser
Sex
115
Thr

Tyr

Arg
130
Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly

<210> 141
<211> 518
<212> DNR
<213> Homos

<400> 141
accatggagt
caggtccage
tcectgcaagg
cctggaaaag
gcacagaagt
atggagctga
ttttggagtg
tccaccaagg
acagcggcct

<210>
<211>
<212>
<213>

142
172
PRT
Homos

<400> 142

SR e

Se
Gl

As

Il
70

Ser Gl

85

Leu Gln Al

100
Ser

Pro Pr

val Ala Al

Lys Ser
15
Glu Al

165

Ar

arpien

ggacctggag
tggtacagtc
ttteceggata
ggcttgagtg
tccagggceag
gtagcetgag
gttattttga
gcccateggt
gggctgecetg

apien

Gly

vvvvv
e

[(}]

It

oy

Leu

n
181
[Ay]
L2

n

n Cys
Leu
55

e Tyr Tx

y Ser

a Glu

o Thr
Pro
135
Thr

a

0

a Lys

ggtcctctte
tggggctgag
cacccteact
gatgggaggt
agtcaccatg
aactgaggac
ctactggacce
cttececectg
gtcaaggact

136

Trp
10
Ser

Ser
Tyr
Thr

75
Thr

Ser

Gly
90

Ala Val

Val
105
Gly

Gln Gly

Val Phe Ile
Val
155

Lys

Ser Val

Gln Trp
170

ttggtggcag
gtgaagaagc
gaattatcca
tttgatcctg
accgaggaca
ecggecegtgt
cagggaaccc
gcgceectget
acttccec

v

Thr Met Glu Trp Thr Trp Axg Val Leu Phe Leu

1

-

5

10

Sex Cly

Val Ser
30

Leu

Ala

Ile
45
Lys

Ser
Gln Pro
€0

g

Glu Ser

3
e’

tg
5
(0]
a1

Asp

-3

Cys
110
Val

Tyr
Thr Lys
125
Phe Pro Pro
140
Cys Leu

Val Asn

cagctacagg
ctggggecte
tgcactgggt
aagatggtga
catctacaga
attactgtac
tggtcaccgt
ccaggagcac

Vel Ala Ala

Tyr
15
Leu

Tyr
Gly
Val

80
Thr

Gly

Leu
95
Gln Gln

Glu Ile

Ser Asp

Asn
160
Leu

Asn

Ala
175

~
e

cacccacge
agtgaaggte
gcgacaggcet
aacaatctsac
cacagcctac
aacggacgsat
ctcctecagee
ctccegagage

Ale Thr
15

~

60

120
180
240
360
360
420
480
518



Gly Thr His 2le Gln Val Gln Lau
Lys Prc Gly Bla Ser Val Lys Val
35 ey
Leu Thr Clu Leu Ser Met Eis Trz
50 55
Leu Glu Trp Met Gly Gly Phe Esp
65 70
Ala Gln Lys Phe GEin Gly Axg Val
85
Asp Thr Alz Tyr Met Glu Leu 3Ser
100
Val Tyr Tyr Cys Thr Thr Asp Asp
115 12¢C
Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr
130 135
Pro Ser Vel Phe Pro Leu Ala Pro
145 150
Thr Ala Ala Trp Ala Ala Trp Ser
165
<210> 143
<211> 518
<212> DNR
<213> Homosapien
<400> 143
caggtctteca tttectectgtt getctggatc
cagtctccag actccetgge tgtgtctcig
agccagagte ttttatacag ctccaazaat
ccaggacage ctccaaaget getcattaac
gaccgattca gtggcagegg gtctgggaca
gctgaagatg tggcagttta ttactgtcag
caagggacca aggtggaaat caaacgaact
ccatctgatg agcagttgaa atctggaact
tatcccagag aggcaaagta cagtggaagg
<210> 144
<211> 173
<212> PRT
<213> Homeszapien
<400> 144
Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 5
Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp
20
Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser
35 40
Lys Asn Lys Asn Tyr Leu Val Trp
50 55
Pro Lys Leu Leu Ile Asn Trp Ala
65 70
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
g3
Ser Ser Lsu Gln Ala Glu Bsp Val
100
Tyr Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly
115 120
Axg Thr Val Rlz Rla Pro Ser Vel
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tctggtgect
ggcgagaggyg
aagaactatt
tgagcatceta
gatttcacte
caatattata
gtggctgcac
gcctetgttg
tggatacge

Ile
10
= Leu

Ser
Al

Gln Ser

Gln

75
Thr Asp
90
Val

Gly Thr

Ile pPhe

Gln L
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Asp
110
- Phe

ot
[

(9]

Thr

Ser

acggggacat
ccaccatcaa
tagtttggta
ccecgggaatce
tcaccateag
gttctcegtyg
catctgtett
tgtgectget

[9)
—
<
;
-

m

160

cgtgatgace

ctgcaagtce

ccagcagaaa
cggggtccet
cagcctgceag
gacgttcgge
catcttceeg
gaataacttc

Gly
15

Gly
Ser

Gln
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Val
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95
Gln
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Gln L
1¢5

Tyr F

<210>
<211>
<212>
<213>

145
436
DNR
Eomos

<400> 145

gagcagtcgg
tctggattca
ctggagtggg
aagggccgat
agcctgagag
tactacggta
aagggcccecat
gecectggget

146
145
PRT
Homosg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 1486
Glu Gln Ser
1

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp
50
Thr Ile
65
Ser Leu

Ser Ser

Val Thr

Ala Pro
130
Leu
145

<210>
<211>
<212>
<213>

147

428
DNR

Hecmos

<400> 147

gctccgetac
actcagcecce
agcagtggca
cccaccactg
ggctecatceg

138

135
Ser Giy Thr Rla Ssr Vel Val Cys
150 155
Glu Ala Lys Tyr Ser Giy Arg Trp
165 170
apien
ggggaggegt ggtccageet gggaggtece
cttcagtag ctatggcatg cactgggtcec
tggcagttat atggtatgat ggaaataata
tcaccatctc cagagacact tccaagaaca
ccgaggacac ggctgtgtat tactgtgcga
tggacgtetg gggcecaaggg accacggtca
cggtetteecc cectggegecc tgetccagga
gcectgyg
apien
Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly
5 10
Alg Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser
20 25
Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40
Asn Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser
55
Arg Asp Thr Ser Lys Asn Thr Leu
70 75
Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyxr Tyr
85 90
Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp
100 105
Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
120
Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr
135
apien
Ttctcaccct ccteogctcac tgecacaggtt
actctgtgtc ggagtctccg gggsagacgg
gcattgccag caactatgtg cagtggttcc
taatctatga ggatgaccaa agaccctctg
acagctecte caactcectgec tecctcaccee

~ A

Lev

Leu L&u AsSnh

|-+

Erg

tgagzactcte
gccaggetcece
aatactatgce
cgcitgtatet
gagatagcag
ccgtctecte
gcacctccega

Leu

Met
30
val

Gly

Gln

110
Val Phe
125

Ala Leu

Asn ¢h
i€

O

ctgtgcageg
aggcaagdgd
agactccegtyg
gcaaatgzac
ctcgtactac
agcctecace
gagcacagceg

Arg Leu

-]
¥

e}

His
Ile

Arg Phe

Met Asn
80
Asp Ser
95
Thr

-3

Pro Leu

Gly Cys

a2 ttttatgeig

ctgcacccgce
gggcagttcc
tcggttetgt
gaggactgag
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gacgagget
gggaccaag

g
=
~
C

ccectectce

<210> 148
211> 142
212> PRT

213>

<400> 148

Ala
1
Asn

Thr
Tyr
Ile

65
Gly

Ser

Gln

Pro Leu

Phe Met

Val Thr I

35
Val Gln
50
Tyr Glu

Ser Ile

115
Pro Lys
130

<210> 149
<211> 76
<212> PRT

<213>

<400> 149

Gln
1

Pro Asp

Asn Arg Lys

Ser

Ser Lys
35

Lys Glu Ile

50

Asp His Leu

65

Glu
100
Val

Ala

1z

Ile
20
Cys

Homosapien

) L=
o IS 1 IN0)]
o} i

w
o
"

Phe
Rsp
Ser
85

Asp
val

Ala

Homosapiern

Ile

=]
=
51

Gln
Cys
Gln
Gln
70

Ser
Glu
Phe

Pxo

Asn
Val
Lys
Asp

Gln
70

Thr B

Gln 2

55
Arg

Sex ?

Ala
Gly

Ser
135

Pro
55
Thr

» Leu

His

Ala
4]
Lys

Gln

139

Rla

w N
o @
L

(0]
[

Leu
25
Val

Gly
Ala
90

Tyr

Thr

Leu

Thr
10
Ala

Phe

Cys
Ser

Phe

Trp V

Lys
75

Ser
Ser

60
Pro

Cys

Ser
Pro

30
Ala

Asn
Arg
30

Ile

Asp

Phe
Ser
85

Asp

Leu

Phe
15

Ile
Val

Ser

Gly

Ser

Ala

Met
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VH1-24
MCP1-1.31.1 HC
MCPl-l.lO_hC
MCP1-1.11 EC
MCR1-1.12 EC
MCP1-1.13 HC
MCP1-1.18 HC
MCP1-1.2_HC
MCP1-1.3 HC
MCP1-1.5.1_HC
MCP1~-1,6_HC
MCP1-1.7_HC
MCP1-1.8_HC
MCP1-1.9_HC
MCP1-2.3 HC
MCP1-3.10_HC
MCP1-3.15_KHC
MCP1-3.16_HC
MCP1-3.2_HC
MCP1-3.4_EC
MCP1-3.5_HC
MCP1-3.6_EC
MCP1-3.7_HC
MCP1-3.8_EC
MCP1-4.5_HC
MCP1-4.6.3_HC
MCP1-4.7_HC
MCP1-5.3_HC
MCP1-4.8.1_HC
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Seky palyginimas, naudojant VH1-24

CDRI1 CDR2

DR
QVQLVESS Z"V<F3C15VKVSCKVQ”VTQLEL~JHKVPQPPG";Jd..GGFD?EDGETIY
QVQLVQSGAZVXXZGASVKVSCKVSGYTLTELSMENVRQAPGNGLEW GG DEEDGETIY
QVQLVQ:uA_V(K’GRSVKVSC(VSCYTLTELSMHTV?QADG(CJ""{GG?DPEDGSTIY
QVQVV(GSE: "PCASVKVSCKVSGSTLTALSMHWVRQAPGKGLEWIGGTDPEDGETIY
QVQLVQ°’3TVKK?GASVKVSCKVSGY'JTEL Mng?QAPGAG'AH”CC?DPEDGE-IY
QVOLVOSCREVKKPGASVXVSCXVSGHTLTEL SMHYUVRQAPGKGLEWMGGFDPEDDETIY
QVQLVQSGA:V(K?GASVKVSCKVSGV”LLELSMnfJRQAPGKGL WIGGFDEPEDGETIY
QVQLVQSGAZVXXPCAZVXVSCKVSGY Tz TZLEMAUVRQARPGKGLEWMNGGITPEDGETSY
QVOLVQSGREVXKPCASVKVSCKVSCYTLTELSMARVRRI PGKCLEVMGGEDEIDEITIY
QVQLVQSCREVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKCLEWYGGFDPEDDETTY
QVQLVQSGREVXKPGASVKVSCXVSGYTLTELSMEWVRQAPGKGLEWMGGTDPEDGETIY

X

QVQLVQSCGATVXKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHNVRQAPGKCGLEWMGGFDPEDGETIY
QVQLVQSGAEVXKPGASVKVSCKVSGHEIFTZ LS IHWVRQAPGKGLEWMCGEDPEDGETIY
QVQLVQSCA:V(K“GASVKVSCKVSGV”LTZLSV'WV?QAPGKGLEWNCCVDPEDGETIN
QVQLVQSGREVKKPGASVXVSCKVSGYTLTELSMAWVRQAPGKGLEWMGGFDPEDDETIY
QVQLVQSGAEVK&PGASVKVSCKVSGYTLTE;SMHHVRQAPGKGLBWFGG7DP“ DGETIY
QVQLVQSGREVKKPGASVQVSCKVSGDTLTELSMHWVRQAPGKGL?WMGG:D3 DGETIY
QVQLVQSGASVXXPGRSVKVSCKVSGYTLTDLSMEWVROAPGKGLEWMGCEFDPEDGETLY
QVQLVQSGREVKKPGASVKVSCKVSGYTLSELSMENVRQAPGKCLEWMCCTDPEDGEIIH
QVQLVQSC EVXXPGASVKVSCKVSGYTLTZLSMHWVRQAPGKGLEWMGGEDPEDGETMY
QVQLVOSCAEVKXPGASVKVSCXVSGYTLSELSHMHENVIQAPGKGLENMGEFDPEDDETIY
QVQLVQSGQLV(KanSV(VSCKVSGYTJTLLS%HQVRQAPGKCLJWWGCVDPEDGETIY
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQT PGKGLEWMGGFDPEDGEETIY
QVQLVQSGATVXKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLEIMNGGFDPENGET IH
QVQLVQSGATZVKKPGASVKVSCKVSCYTLTELSMHWVROAPGKGLEWMGGEFDPEDGETIY
QVQLVQSGAEVXKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSHHNVROAPGKGLEWMGEFDPELGETIY
QVQOLVQSCAZVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHEWVRQAPGKGLEW MGG FDPEDGETIY
QVQLVQSGAZVXKPGASVKVSCKVSGYTLSZLSMAWVRQAPCGKGLEWMGGFDPEDGETIY
QVQLVQSCAZVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELS MERVRQAPGKGLEW MGG FDFEDGETIY

a3

»

Fig. 7A



VH1-24
MCP1-1.1.1_KC
MCP1-1.10_HC
MCP1-1.11 KC
MCP1-1.12__EC
MCP1-1.13 HC
MCP1-1.18_ EC
MCP1-1.2_HC
MCP1-1.3 HC
MCP1-1.571_HC
MCP1-1.6_HC
MCP1-1.7_HC
MCP1-1.8 HC
MCP1-1.9 HC
MCP1-2.3_HC
MCP1-3.10_HC
MCP1-3.15_HC
MCP1-3.16_HC
MCP1-3.2_HC
MCP1-3.4_HC
MCP1-3.5_HC
MCP1-3.6_HC
MCP1-3.7_HC
MCP1-3.8_EC
MCE’l-"l.S__HC
MCP1-4.6.3_HC
MCP1-4.7_HC
MCP1-5.3_HC
MCP1-4.8.1 HC

LT 5416 B

CDR2 CDR3

L
AQKFQGRVTMTEDT STOTAYMELSSLRSEDTAVY YCAT -~ e e e e e e e
AQRFQGRVVXTZDPSTDTAYMELSSLRSZIDTAVYYCATNEFWSGYF—~~== DYWGQGTLV
AQKFQGRVTMTEDTSTOTAYMELSSLRSEDTAVYYCATNEFWSGYF -~ ~-- DYWCQGTLV
AQKFQGRYVTHTEDTSTPTVYMELSSLRSIDTAVYYCATNDEWSGYF ~~-—- DYWGQGTLV
AQKFCGRVIMTEDTSTDTAYMELSSLESEDTAVYYCATNDFWSGYY --~~~KYWGQGTLV
AQKFQDRVTNTELTSTOTAYMELSSLRSEDTRVYYCATNDFWSGYF——~—= DCWGQGTLV
AQ&FQGRV”NTEDTS”DTVYFLLSSLQSUD'AAYYLATREFWTGYF ----- DEVGQGTLV
AQKFRGRVIMTEZDTSTDTAHMELSSLRSEDTAVYYCATNDFWSGYF~~-~~ DYWGQGTLV
ROKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATNDEWSGYH— =~ GHWGQGTLV
AQKFQGRVTMTZDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVY FCATNDEFWSGYF~~~=~ DCWDQGTLV
AQKFCGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATWYSGIYLAF---~DIWGQGTMV
AQKFQGRVSMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYFCATNEFWSGYFwr-—= DYWGQGTLV
RAQKFQGRVIMTEDTSTDTVYMELSSLRSEDTAVYYCATNDFWSGYF-~~~~ DYWGQGTLV
AQKFQGRVIMTEDT STDTGYMELSSLRSEDTAVYYCATDPGGYSGYF~~~~DHWGQRGTLY
AQKFQGRVTMTEDT STHTAYMELSSLRSEDTAVYYCATHDFWSAYF— -~~~ YYWGQGTLV

AQKFQGRVMMTEDLT STDTAFMDLSSLRSEDTAVYYCATDDMLTPHYLYFGHMDVWGQRGTTV
ARKFQGRVTMTEDTSTDTVYMELSSLRSEDTAVYFCATDSRGYSGY F——~~DNWGQGTLV
AQKFQGRVTMTEDTSSDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATHEFWSGYF-~—-~ DYWGQGTLV
AQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATGDFWSGYYL~~~~DWAGCGTLY
AQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDDFWSGY F—~=—~ DYWGQGTLV

AQKTQGRVTIMTEDTSTDTAFMELSSLRSEDTAVYYCATHDFWSGY F—mmmm EYWGQGTLV
AQKFQGRVIMIEDPSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATHEFWSGYF--~~~ DYWGQGTLV
AQKFQDRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATNDFWTGYY=~-~- DYWGQGTLV
AQKFQGRVIMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDQGGY SGYF-~--DCWGQGTLYV
AQKEQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDDFWSGYF~—=~- DYWGQGTLV
AQKFOGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDDEWSGYF—~=~~ DYWGQGTLV
AQKFQGRVIMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATDDFWSGYF--—~—~ BYWGQGTLV
AQKFQGRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVEFYCATKREYSGYF--~-~ DYWGQGTLV
AQKFQGRVIMTEDTSTDTAYMELSSLRTEDTAVYYCTTDDEWSGYF-—-——- DYWGQGTLV

Fig. 7A(tesinys)



VH1-24

MCP1-1.1.1 HC

MCP1-1.10 HC -
MCP1~-1,11 HC
MCP1-1.12 HC
MCP1-1.13 HC
MCP1-1.18 HC

MCP1-1.2_HC
MCP1-1.3 HC

MCP1-1.5.1 HC

MCP1-1.6 HC
MCP1-1.7_HC
MCP1-1,8_HC
MCP1-1.9_HC
MCP1-2.3 HC

MCP1-3.10 HC
MCP1-3.15_HC
MCP1-3.16_HC

MCP1-3.2_HC
MCP1-3,4_HC
MCP1-3.5 HC
MCP1-3.6 HC
MCP1-3.7 HC
MCP1-3.8_ HC
MCP1-4.5 HC

MCP1-4.6.3 HC

MCP1~4. 7_Hc'
MCP1-5.3 HC

MCP1-4.8.1 HC

Fig. 7A(tes.)
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Dendrograma:
Vil -24
f i MCPi-18_HC
l MCP1-3.10_HC
r—————-——-——MCH-] 9_HC
L MCP1-3.8_HC
L MCP1-3.15_HC
MCP{-53_HC
MCPI-1.1.1_HC

MCP1-1.10_HC

MCPi~1.7_HC

MCP1-3.18_HC

MCP1-36_HC

MCPi-1.18_HC

MCP1-1.12_HC
_'4 MCP1-3.7_HC
WCP1-1.3_HC

MCP1-32_HC

MCP1-1.13_HC
F—’_'E:::MCH -15.1_HC
MCP3 -2.3_HC

1 chi-3s.He

MCPI-1.11_HC
—_1—_' MCP1-1.8_HC
MCPI-12 HE

MCPi-45_He
MCP1-4.63_HC
MCP1-4.7_HC

b—MCPt-3.4_HC

MCP}-4.8.)_HC

T L T T L T A L e o T A A

Fig. 7B
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Seku sulyginimas, naudojant VK-B3

VK-B3
MCP1-1.1.1_LC
MCP1-1.10_LC
MCP1-1.11_LC
MCP1-1.12_LC
MCP1-1.13_LC
MCP1-1.14.1.1 IC
MCP1-1.18 _LC
MCP1-1.3 I
MCP1-1.5.1_LC
MCP1-1.7_LC
MCP1-1.8 LG
MCP1-1.9 LC
MCP1-2,3_LC
MCP1-3.14.1.1 _IC
MCP1-3.15_IC
MCP1-3.16_LC
MCP1-3.4_IC
MCP1-3.5_LC
MCP1-3.6_LC
MCP1-3.7_LC
MCP1-3.8_LC
MCP1-4.5_LC
MCP1-4.6.3 LC |
MCP1-4.7_LC
MCP1-4.8.1_LC
MCP1-5.3_IC

CDR1 CDR2

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNXEYLAYYQQKPGQPPKLLIYHE
DIVMTQSPDSLAMSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYL VY YQQKPGQP XKLL Yilk
DIVMTQS?ASLAESLC;RATINCKSSQSVL.SSNNKHVLVWVQLKLGQDPVLLE-115
DIVMTQSPDSLAVSLGERATITCKSSQTVLYSSNNKNYLVY YQQKSGQPPKLLIHGAS
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYS VV(NYLVEYQQKPGQPDKJBIYWAS
DIVMTQSPDSLAVCLGERATINCKSSQSVLYS PNNXEFL VW YQQRPGQPPKLLI YHAST
DIVMTQSEDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYIVWYQQKPGQPPXLLIVHTSTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNXNYLVHYQQKPGQPEX LI YWASIR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNXNYLANYXQKPGQPPKLLIYHTYIR
DIVITQSPD~~..SLGZRATINCKSSQSVLYRSNNKNYLVTYQQKPGQPPK'LIYWASIR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLVWYQQRPGQPPKLLIYWASTR
DIVMIQSPGSLAVSLGERATINCKSSQSILFRSNNKNYLTHWYQQKPGQPPKLLIYHASIR
DIVMTQSPDFLAVSLGERPTINCKSSQSVFYSSNNKNYLVHWYQQKPGQPPRLLLYHWASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYGSNNKSYLAWYQOKPGQPPAXLLIYAASTR
DIVMTQSEDSLAVSLGERARINCKSSQTVLYSSNNKNYLVRYQOKPGQPPKLLI YWASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNNNYLVWYQQKPGQPPKLLIYWASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGZRATINCKS SQSVLFSSNNKSYLTWYQOKPGQPPXLLIFWASIR
DIVMTQSPDSLAVSLDERATINCKSSQSVLYSPNOXNYLVWYQQKPGQPPKLLLYWASIR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSDNKSYLVWYQQKPGQPPKVLEYWASIR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSLSVLYS SENKNYLVWYLQKPGQPPKLLT YWASTR
DIVMTQSEDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNRNYLVWYQOKPCQPPKTLIVRASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSILYSSNNXNYLVWYQQOKPGQPPKLLIY#ASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYRSNNRSYLVIYQOKLGQSPRLLIYWASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYS SNNKNYLVWYQOKPGOPPKLLIYWASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNXNYLAWYQOKPGQPEKLLIYWTSTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLYSSKNANYLVHYQQXPGQPPKLLINVASTR
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNSKNYLAWFQOKPGOPPKLLIYWASTR

Fig. 8A



Seky sulyginimas, naudojant VK-08

CDRI1

R——
s VK-08 JIGMTRSZISLEASVEDRVTITCQASODISNYL
MCP1-2.4 LT DIQUTQSPSSLSASY VPITCQASGDI
MCP1-3.11 LC DIQMTQSF3SLEASVEDAVTITCQRS)!

VX-08 RESGSGSGIDETITISSLQPEDIATYYCQYD
MCP1-2.4 LC RESGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCOQYD
MCP1-3.11 LC RFSGSGSGTORT

Fig. 9A

Dendrograma:

VK-08

QLKPGXAPKLLIYDA:

hekdwhkr ek ke w kb kR ke TRk, wRHN AW RT IR I AR N R TN T Roxw Xk

TEGRGTRLEIK
STINSLQPEDIATYYCQISYNNLEPYSFGQGTKLEIX

Kwrkkwkr b ek kew wekrbkwkkkehd ok wkx

MCP1-2.4_LC

Fig. 9B
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VK-B3
MCP1-1.1.1 IC
MCP1-1.10_LC
MCP1-1.11 LC
MCP1-1.12_LC
MCP1-1.13_LC
MCP1-1.14.1.1 LC
MCP1-1.18 LC
McP1-1.3_LC
MCP1-1.5,1 _IC
MCP1-1.7_LC
MCP1-1.8_LC
MCP1-1.9_LC
MCP1-2.3_LC
MCP1-3.14.1.1_IC
MCP1-3.15_LC
MCP1-3.16_LC

g

whnlplalaly
QOO0

ESGVPDRF¥SGSESGTDF
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CDR2 CDR3

—

ESGVPDRTSGSESGTDRT

ESGVFDRFSSSGSETDFT
A

LTISSLQAZDVAVYYCOQYYSTRP~—— = mmwmma
LTISSLOAEDVAVYYCQQYFSSPWTFGQGTKVEI
LTISSLOAZDVAVYYCQQYYRSPHTFGQGTKVEIK
ESGVPDRFSGSGSGIDFTLTISSLOAEZDVAVYYCQOYYSSPHIFGQGTKVEIX
ESGVPDRISGSGSGTDETLTINSLQREDVAVYYCCQYEYSPHTFGQGTKVEIK
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOQYYSSPHTFGQGTKVEIX
ESGVPDRFSGSGSGTDITLTISSLOAEDVAVYYCQOQYFSSPUWTFGQGTKVDIK
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQYYSTPLTFGGGTKVEIK
ESGVPDRTSGSGSCGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQEEYSIPWTFGQGTKVEIX
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYFCQQYYSSPHTFGQGTKVEIX
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQYFYSPWTFGQGTKVEIK
ESGVPDRFSGSGSGSNFTLTITSLQAEDVAIYYCQOQYYSSPWTFGQGTKVEIX
ESGVPDRESGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQRYYSSPHTFGQGTKVEIXK
ESGVPDRFSGSGSGIDFTLTISSLQAADVAVYYCQOQHYSTPCSFGQGTKLEIX
ESGVPDRFSGSGSCTDFTLTISSLOAEDVAVYYCCQY YKSPRTFGOGTKVE I
EFGVFDRFSCSGSCTDETLTISSLOAEDVAVYYCQQYYFSPHWTFGQGTKVEIX
ESGVPDRISGSGSGTDLTLTISSLQAEDAAVYYCCQYYSSPWTFGQGTKVEIK
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCCQSYFTPWTFGQGTKVEIX
ESGVPPRFSGSCSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYTSPWTFGQGTKVEIK
ESGVPDR¥SGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQOYYSSPWTFGQGTKVEIXK
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVGVYYCQQYYTSPWTEGQGTKVEIK
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOREDVAVYYCQQYYSSPPTFGQGTKVEIK
ESGVPDRESGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPHWTFGQGTKVEIXK
ESGVPDRFSGSGSGIDFTLTISSLQAEDVAVYYCQOYYSPTWTFGQGTKVEIK
ESGVPDREFSGSGSVIDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQYYSSPHTFGQGTKVEIX
ESGVPDRFSGSGSGTDEFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSSPHWTFGQGTKVEIK
ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRLOAEDVAVY SCOQYFITPHTFGQGTKVELX

TR

Fig. 8B(tgsinys)
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Seky sulyginimas, naudojant VHO-1

VHE-1
MCP1-1.4.1.1 HC

MCP1-1.14.1.7 HC
MCP1-3.14,1.1 HC

VH6-1
Mcpl-1.4.1.1 HC
MCP1-1.14.1.1_HC
MCP1-3.14,1.1 HC

Dendrograma:

CDRI1 CDR2
QVQLQGSGPGLVKPSCTLSLTCAISEDSVS SHSARNNNI RGSPSRGLEWLGRTYYRIKHY
OVOAEQSG2ELVKPSQTLSLTCATSGDSVSSNSA AWNTIRQSPSRGLEWLGRTYY 4
QVQREQSGEGLV RPSQTLSL"CAISCJSVSSYSP ATMNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSXKKY
QVQAEQSGPELVXPSQTLSLTCAISGDSVSSNSARWNWIRQSPS RGLEWLGATYYRSXWY

CDR2 . CDR3
L et SN
NDYAVSVKSRITINPDTSXNQFSLOLNSVIPEDTAVYYCAR-—~—-—=~——===~—-=~~-=

SDHAVSVRSRITIYPDTSXNQFSLQLNSVTPEDTAVY YCARDRISGTYVEMDVEGQGTTV
SDERVSVRSRITIYPDTSKNQFSLQLNSVTEEDTAVYYCARDRISGTYVGHMDVIHGREDTV

toletrlin

SDHAVSVRSRITIE?DTSKNQTSLQLVSVTPdDTnVYYCnRDRISGTYVCMJVﬁCga.:v

VSS§
Vss
VEE]

Fig. 10A

MCPi-1.4.1.1_HC

MCP1-3.14.1.1_HC

MCP1-1.14.1.1_HC

Fig. 10B
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