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EP2780373 KOREJZOVA LEGAL v.o.s.

PROTILATKY ANTI IL-36R

Popis

Vypis sekvenci

[0001] Pfedkladana pfihlaSka obsahuje vypis sekvenci, ktery byl

5 predlozen ve formatu ASCII pfes EFS-Web, a je timto zaclenén jako
celek odkazem. Tato kopie ASCII, vytvofena 12. listopadu 2012, ma
nazev 09-0583WO.txt a ma velikost 147,390 bajtu.

OBLAST TECHNIKY

[0002] Tento vynalez se obecné tyka protilatek anti-IL-36R pro
10 diagnostické a terapeutické pouziti. Protilatky mohou byt pouzity ve
farmaceutickych prostfedcich a soupravach obsahujicich takoveé
slouceniny. Protilatky jsou pouzitelné pfi Ié€eni rdznych onemocnéni
nebo poruch, napfiklad imunologickych, zanétlivych, autoimunitnich,

fibrotickych a respiracnich onemocnéni u lidi.

15  STAV TECHNIKY

[0003] Rodina cytokint IL-1 je slozena z 11 rdznych ligandl, jmenovité
IL-la (také nazyvaného IL-1F1), IL-1B (IL-1F2), antagonisty receptoru IL-
1 (IL-1Ra nebo IL-1F3), IL-18 (IL-1F4), IL-1F5 az IL-1F10 a IL-1F11
(nebo IL-33). Je znamo, ze IL-la a IL-1B indukuji prozanétlivé aktivity na
20 navazani na receptor IL-1 typu | (IL-1RI) a migraci pomocného proteinu
koreceptoru IL-1 (IL-1RAcP), zatimco IL-1Ra pusobi jako kompetitivni
inhibitor vazby IL-1 na IL-1RI, a tak vykazuje protizanétlivou aktivitu.
Cetné studie uvadsji, ze IL-18 je prozanétlivy cytokin, ktery je induktorem
IFN-y, zatimco IL-33 byl popisovan jako imunoregulacni cytokin zapojeny
25 zejména do kontroly odpovédi Th2. Novi ¢lenové rodiny IL-1, vCetné IL-
1F5, IL-1F6, IL-1F8 a IL-1F9, byli identifikovani prostfednictvim
vyhledavani v databazich DNA na homology IL-1. U lidi a mySi se
vSechny geny kodujici tyto cytokiny mapuji na méné nez 300 kb
chromozomu 2q, kde jsou obklopeny geny IL1A, IL1B, a IL1RN. IL-1 F6,

30 IL-1F8 a IL-1F9 sdileji homologii aminokyselinové sekvence 21 % az
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37 % s IL-1 a IL-1Ra, zatimco IL-1F5 vykazuje 52% aminokyselinovou
sekvencni homologii s IL-1Ra, coz naznacuje, ze IL-1F5 by mohl

pfedstavovat antagonistu endogenniho receptoru.

[0004] IL-1F6, IL-1F8 a IL-1F9 se vazou na IL-1Rrp2, receptor rodiny IL-
1R, a pouzivaji IL-1RAcP jako koreceptor ke stimulaci intracelularnich
signall podobnych tém, které jsou indukovany IL-1, zatimco se ukazalo,
Ze IL-1F5 inhibuje v bunkach Jurkat T IL-1, které nadmérné exprimuji IL-
1Rrp2, F9-indukovanou aktivaci NF-kB. Stejné jako IL-1B, vSechny tyto
homology IL-1 postradaji vedouci peptid a nemohou byt uvolnény
konvencni sekre¢ni drahou, i kdyz studie naznacuji, Ze uvolhovani
agonistd IL-1Rrp2 mulze byt Ffizeno mechanismy odliSnymi od
mechanismld regulujicich sekreci IL-1B. Aby bylo mozné potvrdit
specifické biologické uclinky téchto cytokinl a uznat, Zze se vSechny
vazou na stejny receptor, bylo nedavno navrzeno zménit nomenklaturu
homologl IL-1. IL-1Rrp2 je nyni oznacovan jako IL-36R a jeho ligandy
jsou pojmenovany IL-36a (IL-1F6), IL-36B (IL-1F8) a IL-36y (IL-1F9).
Kromé toho byl IL-1F5, u kterého bylo prokazano, ze vykazuje

antagonistické ucinky na receptor, pfejmenovan na IL-36Ra.

[0005] Messengerové RNA pro IL-36a, IL-36B a IL-36y jsou vysoce
exprimovany v nékolika tkanich, zejména ve vnitinich epitelialnich
tkanich, které jsou vystaveny patogenim, a v kuazi. Je zajimavé, ze
exprese IL-36Ra a IL-36a je signifikantné upregulovana u lidskych
keratinocytl stimulovanych IL-1B/TNF-a a mRNA IL-36Ra a IL-36y jsou
vysoce zvySeny v psoriatické kuzi s Iézemi. Kromé toho je produkce
proteint IL-36y v lidskych keratinocytech zvySena po stimulaci TNF-a a
IFN-y. ZvySena mRNA [L-36a a exprese proteinu byla hlaSena také u

chronického onemocnéni ledvin.

[0006] Transgenni mySi nadmérné exprimujici IL-36a v keratinocytech
vykazuji zanétlivé kozni léze, které sdileji nékteré rysy s psoriazou.
s deficitem IL-36Ra, coz podporuje regulaéni funkci IL-36Ra in vivo.
Zanétlivy kozni stav u keratinocytové specifického transgenu IL-36a je

dokonce podobné&jsi lidské psoriaze, pokud jsou mySi léeny 12-O-
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tetradekanoylforbol 13-acetatem, a pfipomina lidské onemocnéni
histologicky, molekularné a jeho odpovédi na IéCiva. Kromé toho je lidska
psoriatickd kUze s lézemi transplantovana imunodeficientnim mySim
normalizovana, kdyz jsou mysi |éCeny protilatkou anti-IL-36R, pficemz se
tvrdi, Ze k udrzeni lézniho fenotypu v lidské psoriatické kuzi je nutna osa
IL-36 (Blumberg H. et al., J. Immunol 2010; 185: 4354-4362). Celkové
tato data naznacuji, ze ligandy IL-36R, vCetné IL-36a., IL-363 a IL-36y,
vykazuji prozanétlivé ucinky in vitro a in vivo, a Zze IL-36Ra pusobi jako

pfirozeny antagonista, a tak napodobuje systém IL-1/IL-1 Ra.

[0007] Existuje tedy dukaz, Ze ligandy IL-36R se podileji na fadé
chorobnych stavld, a existuje potfeba novych terapeutickych latek
zamérfujicich se na tuto drahu, zejména pro pouziti pfi IéCeni zanétlivych

onemocnéni.
Shrnuti vynalezu

[0008] Rozsah vynalezu je definovan pfipojenymi naroky. Predkladany
vynalez feSi vySe uvedenou potfebu poskytnutim bioterapeutik, zejména
protilatek, které se vazou na IL-36R. Protilatky podle predkladaného
vynalezu blokuji IL36 ligandem zprostfedkovanou signalizaci (a, B
a/nebo y). Protilatky podle pfedkladaného vynalezu jsou také pouzitelné
napriklad pro IéCeni zanétu/fibrozy zprostfedkované epitelem u nemoci,
jako je psoriaza, zanétlivé onemocnéni stiev, sklerodermie, CHOPN a

chronické onemocnéni ledvin.

[0009] V jednom aspektu, pfedkladany vynalez poskytuje protilatku anti-
IL-36R nebo jeji fragment vazajici antigen obsahujici variabilni oblast
lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 80; a
variabilni oblast téZkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 87;

variabilni oblast lehkého Ffetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 80; a variabilni oblast tézkého fetézce obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 88; nebo
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variabilni oblast lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 80; a variabilni oblast tézkého fetézce obsahujici

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 89.

[0010] V jednom aspektu ma protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu vysokou molekularni/bunéénou vazebnou uc€innost. V jednom
provedeni se protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného vynalezu vaze
na lidsky IL-36R pfi Kp <0,1nM. V dalSim aspektu se protilatka anti-IL-
36R podle predkladaného vynalezu, zvlasté humanizovana protilatka
anti-IL-36R, vazZe na lidsky IL-36R pfi Kp <50pM. V jednom aspektu, se
protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného vynalezu vaze na bunky

exprimujici IL-36R pfi ECgo<5nM.

[0011] V dalSim aspektu ma protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu ma vysokou na bunkach zalozenou uc€innost funk&niho
blokovani. V jednom aspektu, protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu blokuje vSechny tfi agonistické ligandy IL-36R (a, B, y) pfi ICgo
<5nM, v bunécénych liniich a primarnich burkach souvisejicich s

onemocnénim.

[0012] V jednom aspektu ma protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu ma molekularni/bunéCnou vazebnou ucfinnost a na burikach

zalozenou ucinnost funkéniho blokovani uvedené vyse.

[0013] V dalSim aspektu, protilatka anti-IL-36R podle pFfedkladaného
vynalezu ma vysokou selektivitu, napfiklad vysSi nez 1000nasobnou
selektivitu proti lidskym IL-1R1 nebo IL-836R negativnim bunécnym liniim.
V dal§im aspektu se protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného vynalezu
nevaze na bunééné linie negativni na lidsky IL-1 R1 nebo IL-36R.

[0014] V provedeni jedna se protilatka anti-IL-36R, nebo jeji fragment

vazajici antigen, vaze na lidsky IL-36R pfi Kp stejné jako nebo <0,1nM.

[0015] V provedeni dva je protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment
vazajici antigen podle provedeni jedna monoklonalni protilatka nebo jeji

fragment vazajici antigen.
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[0016] V provedeni tfi je protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment vazajici
antigen podle provedeni jeden nebo dva humanizovana protilatka nebo

jeji fragment vazajici antigen.

[0017] V provedeni Ctyfi se protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment
vazajici antigen podle provedeni tfi vaze na lidsky IL-36R pfi Kp stejné

jako nebo <50pM.

[0018] V provedeni pét se protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment
vazajici antigen podle kteréhokoli z provedeni jedna az Ctyfi nevaze na
lidsky IL-1R1.

[0019] Pfedkladany vynalez poskytuje protilatku anti-IL-36R nebo jeji
fragment vazajici antigen podle provedeni Sest, kde protilatka nebo jeji

fragment vazajici antigen obsahuje:

a) variabilni oblast lehkého TFetézce obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 26 (L-CDR1); aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 104 (L-CDR2); aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 44 (L-
CDR3); a

b) variabilni oblast tézkého fetézce obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 53 (H-CDR1); aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 62 (H-CDR2); aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 72 (H-
CDR3), kde protilatka nebo jeji fragment vazajici antigen obsahuje
variabilni oblast lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 80; a variabilni oblast tézkého fetézce obsahujici

aminokyselinovou sekvenci z kterékoli ze SEQ ID NO: 87, 88, 89.

[0020] V jednom provedeni pFfedkladany vynalez poskytuje protilatku
nebo jeji fragment vazajici antigen obsahujici variabilni oblast lehkého
fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 80; a
variabilni oblast téZkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 87; nebo

variabilni oblast lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 80; a variabilni oblast tézkého fetézce obsahujici

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 88; nebo
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variabilni oblast lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 80; a variabilni oblast tézkého fetézce obsahujici

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 89.

[0021] V urcitych provedenich pfedkladany vynalez poskytuje protilatku
anti-IL-36R, kde tato protilatka obsahuje lehky fetézec obsahujici
aminokyselinovou sekvenci z kterékoli ze SEQ ID NO: 118; a tézky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci z kterékoli ze SEQ ID NO:
125, 126 a 127.

[0022] V jednom provedeni pFfedkladany vynalez poskytuje protilatku
anti-IL-36R, kde tato protilatka obsahuje lehky fetézec obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 118; a tézky fetézec obsahujici

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 125.

[0023] V dalSim provedeni pfedkladany vynalez poskytuje protilatku anti-
IL-36R, kde tato protildtka obsahuje Ilehky fetézec obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 118; a tézky fetézec obsahujici

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 126.

[0024] V jesté dalSim provedeni pfedkladany vynalez poskytuje protilatku
anti-IL-36R, kde tato protilatka obsahuje lehky fetézec obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 118; a tézky fetézec obsahujici

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 127.

[0025] V jednom provedeni je protilatka nebo jeji fragment vazajici
antigen podle vynalezu monoklonalni protilatka. V jednom provedeni je
protilatka nebo jeji fragment vazajici antigen podle vynalezu
humanizovana protilatka. V jednom provedeni je protilatka nebo jeji
fragment vazajici antigen podle vynalezu monoklonalni humanizovana

protilatka.

[0026] V dalSim provedeni pfedkladany vynalez poskytuje farmaceuticky
prostfedek obsahujici protilatku nebo fragment vazajici antigen podle
kteréhokoli z pfedchozich provedeni a farmaceuticky pfijatelny nosic.

[0027] V dalSim provedeni pfedkladany vynalez poskytuje protilatku
nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky prostiedek podle

kteréhokoli z pfedchozich provedeni, pro pouziti v [ékafstvi.
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[0028] V dalSsim provedeni pfedkladany vynalez poskytuje protilatku
nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky prostfedek podle
vynalezu pro pouziti pfi |é€eni zanétlivého onemocnéni, autoimunitniho
onemocnéni, respiracniho onemocnéni, metabolické poruchy, epitelialné

zprostifedkované zanétlivé poruchy, fibrézy nebo zhoubného nadoru.

[0029] V dalSim provedeni pfedkladany vynalez poskytuje protilatku
nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky prostfedek pro
pouziti podle vynalezu, kde pouziti je pro léCeni lupénky, zanétlivého
stfevniho onemocnéni, psoriatické artritidy, roztrousené sklerdzy,
revmatoidni artritidy, COPD, chronického astmatu nebo ankylézujici
spondylitidy. V dalS§im provedeni pfedkladany vynalez poskytuje
protilatku nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky prostiedek
pro pouziti podle vynalezu, kde pouziti je pro léCeni zanétlivého

stfevniho onemocnéni.

[0030] V jesté dalSim provedeni pfedkladany vynalez poskytuje protilatku
nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky prostiedek pro

pouziti podle vynalezu, kde onemocnéni je Crohnova nemoc.
[0031] DalSi provedeni vynalezu zahrnuji:

— izolovany polynukleotid obsahujici sekvenci kodujici protilatku
anti-IL-36R nebo fragment vazajici antigen podle vynalezu, s
vyhodou sekvenci DNA nebo RNA;

— izolovany polynukleotid podle vynalezu, koédujici (a) variabilni
oblast lehkého Fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ
ID NO: 80, a variabilni oblast téZzkého fetézce obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 87, 88 nebo 89; nebo (b)
lehky fetézec a tézky fetézec obsahujici aminokyselinové
sekvence SEQ ID NO:118 a popfipadé SEQ ID NO: 125; SEQ ID
NO:118 a popfipadé SEQ ID NO: 126; nebo SEQ ID NO:118 a
popfipadé SEQ ID NO: 127;

— vektor obsahujici a polynukleotid podle vynalezu, s vyhodou
expresni vektor, vyhodnéji vektor obsahujici polynukleotid podle

vynalezu ve funkéni asociaci s fidici sekvenci exprese;
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hostitelskou bunku obsahujici polynukleotid podle vynalezu a/nebo
vektor podle vynalezu;

zplUsob vyroby protilatky anti-IL-36R nebo fragmentu vazajiciho
antigen podle vynalezu, s vyhodou zplUsob rekombinantni
produkce zahrnujici pouziti polynukleotidu podle vynalezu, a/nebo
vektoru podle vynalezu a/nebo hostitelské bunky podle vynalezu;
takovy zpusob s vyhodou zahrnuje kroky (a) kultivaci hostitelské
bufiky za podminek umoziujicich expresi protilatky anti-IL-36R
nebo fragmentu vazajiciho antigen a (b) izolaci protilatky anti-IL-
36R nebo fragment vazajici antigen;

diagnostickou soupravu obsahujici protilatku anti-IL-836R nebo
fragment vazajici antigen podle vynalezu;

diagnostickou soupravu podle vynalezu, pro pouziti pfi zplsobu in
vivo diagnostiky zanétlivého onemocnéni, autoimunitniho
onemocnéni, respiratniho onemocnéni, metabolické poruchy,
epitelialné zprostfedkované zanétlivé poruchy, fibrézy, zhoubného
nadoru, lupénky, zanétliveho stfevniho onemocnéni, psoriatické
artritidy, roztrouSené sklerdézy, revmatoidni artritidy, COPD,
chronického astmatu, ankylézujici spondylitidy, nebo Crohnovy
nemoci;

ex vivo diagnosticky zpusob zahrnujici pouziti protilatky anti-IL-
36R nebo fragmentu vazajiciho antigen podle vynalezu;

ex vivo diagnosticky zpusob podle vynalezu, pro diagnostiku
zanétlivého onemocnéni, autoimunitniho onemocnéni,
respiratniho onemocnéni, metabolické poruchy, epitelialné
zprostifedkované zanétlivé poruchy, fibrézy, zhoubného nadoru,
lupénky, zanétlivého stfevniho onemocnéni, psoriatické artritidy,
roztrouSené sklerdzy, revmatoidni artritidy, COPD, chronického

astmatu, ankylézujici spondylitidy, nebo Crohnovy nemoci.

Strucény popis obrazku

[0032]
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Obr. 1: Antagonistické ligandy IL-36 (IL-36RA/IL1F5, IL-38/ILF10)

inhibuji kaskadu signalizace.

Obr. 2: Analyzy genovych CipU ukazuji, ze ligandy IL-36R (IL-36 RA,

IL-36 a a IL-36 y) jsou upregulovany v psoriatické kuzi

Obr. 3: Expresni profil vyuZivajici fezy lidské kUzZe. Formalinem

fixované zalité v parafinu s titracemi protilatek pouZzitim
protilatky 33D10

Obr. 4: Metoda hodnoceni epidermalni tloustky fezu lidské kuze

Popis vynalezu

[0033] Tento vynalez se tyka protilatek anti-IL-36R. V jednom aspektu
jsou protilatky podle predkladaného vynalezu pro diagnostické a

terapeutické pouziti, napfiklad u lidi.

[0034] Pfedkladany vynalez poskytuje protilatky, které se vazou na IL-
36R, zejména na lidsky IL-36R. Pfedkladany vynalez se také tyka
humanizovanych protilatek, které vazou IL-36R. Ve specifickych
provedenich byla sekvence téchto humanizovanych protilatek

identifikovana na zakladé sekvenci urcitych vedoucich mysSich protilatek.

[0035] Aniz bychom si pfali byt vazani touto teorii, ma se za to, ze
protilatky anti-IL-36R nebo jejich fragmenty vazajici antigen se vazou na
lidsky IL-36R, a tak interferuji s vazbou agonistl IL-36, a tim blokuji
alespon CasteCné signalni kaskadu z IL-36R k zanétlivym mediatoram.

To je znazornéno na obrazku 1.

[0036] V jednom aspektu jsou protilatky podle pfedkladaného vynalezu
pro pouziti v modelech lidského onemocnéni. IL-36R je také znamy jako
IL-1RL2 a IL-1Rrp2. Bylo popsano, Ze agonistické ligandy IL-36 (a, B,
nebo y) iniciuji signalni kaskadu zapojenim receptoru IL-36, ktery pak
tvofi heterodimer s pomocnym proteinem IL-1 receptoru (IL-1 RACcP).
Antagonistické ligandy IL-36 (IL-36RA/IL1F5, IL-38/ILF10) inhibuji
signalni kaskadu (viz obrazek 1).
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[0037] V jednom aspektu ma protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu vysokou molekularni/bunéénou vazebnou ucinnost. V jednom
aspektu se protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného vynalezu vaze na
lidsky IL-86R s Kp <0,1nM. V dalSim aspektu se protilatka anti-IL-36R
podle pfedkladaného vynalezu, zejména humanizovana protilatka anti-IL-
36R, vaze na lidsky IL-36R s Kp <50pM. V jednom aspektu se protilatka
anti-IL-36R podle pfedkladaného vynalezu vaze na bunky exprimujici IL-
36R s ECgp <5nM.

[0038] V dalSim aspektu ma protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu vysokou na bunkach zalozenou ucinnost funkéniho blokovani.
V jednom aspektu, protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného vynalezu
blokuje vSechny tfi agonistické ligandy IL-36R (a, B, y) pfi ICgo <5nM, v

bunécnych liniich a primarnich burikach souvisejicich s onemocnénim.

[0039] V jednom aspektu ma protilatka anti-IL-36R podle predkladaného
vynalezu molekularni/bunéCnou vazebnou uc€innost a na burikach

zalozZenou ucinnost funkéniho blokovani uvedené vyse.

[0040] V jednom aspektu je protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu humanizovana protilatka. V jednom aspektu je protilatka anti-IL-
36R podle pfedkladaného vynalezu monoklonalni protilatka. V jednom
aspektu je protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného vynalezu uplna
protilatka. V jednom aspektu je protilatka anti-IL-36R podle
pfedkladaného vynalezu humanizovana monoklonalni protilatka,

napfiklad uplna humanizovana monoklonalni protilatka.

[0041] Protilatka nebo jeji fragment vazajici antigen podle
pfedkladaného vynalezu rozpoznava specificky “epitop antigenu IL-36R*
nebo “epitop IL-36R". Jak se zde pouziva, tyto terminy se tykaji molekuly
(napf. peptidu) nebo fragmentu molekuly schopné imunoreaktivity s
protilatkou anti-IL-36R.

[0042] Epitopy jsou nejCastéji proteiny, kratké oligopeptidy, mimetika
oligopeptidd (tj. organické slou€eniny, které napodobuji vazebné
vlastnosti antigenu IL-36R na protilatky), nebo jejich kombinace. Ma se

za to, Ze minimalni velikost epitopu peptidu nebo polypeptidu pro
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protilatku je pfiblizné Cctyfi az pét aminokyselin. Peptidové nebo
polypeptidové epitopy obsahuji napfiklad alesponn sedm aminokyselin
nebo napfiklad alespon devét aminokyselin nebo napfiklad mezi pfiblizné
15 az pfiblizné 20 aminokyselinami. Protoze protilatka mize rozpoznavat
antigenni peptid nebo polypeptid ve své terciarni formé&, aminokyseliny
obsahujici epitop nemusi byt sousedici a v nékterych pfipadech nemusi
byt dokonce na stejném peptidovém fetézci. Epitopy mohou byt urCeny
raznymi technikami znamymi v oboru, jako je rentgenova krystalografie,
vyménna hmotnostni spektrometrie s vodikem/deuteriem (HXMS), mistné
zaméfena mutageneze, alaninova skenovaci mutageneze a zpuUsoby

screeningu peptidd.

[0043] Obecna struktura protilatek nebo imunoglobulinu je odbornikim v
oboru dobfe znama. Tyto molekuly jsou heterotetramerni glykoproteiny,
obvykle pfiblizné 150 000 daltonu, sloZzené ze dvou identickych lehkych
(L) Fetézcu a dvou identickych tézkych (H) fetézcl, a obvykle se oznacuji
jako protilatky uplné délky. Kazdy lehky fetézec je kovalentné napojen na
tézky fetézec jednou disulfidovou vazbou za vzniku heterodimeru, a
heterotetramerni molekula je vytvofena kovalentni disulfidovou vazbou
mezi dvéma identickymi tézkymi fetézci heterodimerd. Ackoli jsou lehké
a tézké fetézce spolu spojeny jednou disulfidovou vazbou, pocet
disulfidovych vazeb mezi dvéma tézkymi fetézci se liSi podle izotypu
imunoglobulinu. Kazdy tézky a lehky fetézec ma také pravidelné
rozlozené disulfidové mustky uvniti fetézce. Kazdy tézky fetézec ma na
aminokonci variabilni doménu (Vy), nasledovanou tfemi nebo C&tyfmi
konstantnimi doménami (Ci, Chz, Chz @ Cha), stejné jako oblast pantu
mezi Cy1 a Cpo. Kazdy lehky fetézec ma dvé domény, aminokoncovou
variabilni doménu (V) a karboxykoncovou konstantni doména (C.). V.
doména se nekovalentné asociuje s Vg doménou, zatimco C_. doména je
obvykle kovalentné navazana na Cpy doménu prostifednictvim disulfidové
vazby. Pfedpoklada se, Ze rozhrani mezi variabilnimi doménami lehkého
a téZzkého fetézce tvofi konkrétni aminokyselinové zbytky (Chothia et al.,
1985, J. Mol. Biol. 186: 651-663). Variabilni domény jsou zde také

oznacovany jako variabilni oblasti.



10

15

20

25

30

12

[0044] Nékteré domény v ramci variabilnich domén se mezi raznymi
protilatkami znacné |iSi, tj. jsou “hypervariabilni“. Tyto hypervariabilni
domény obsahuji zbytky, které jsou pfimo zapojeny do vazby a
specificity kazdé konkrétni protilatky pro jeji specifickou antigenni
determinantu. Hypervariabilita, ve variabilnich doménach jak lehkého
fetézce, tak téZzkého fetézce, je koncentrovana do tfi segmentd znamych
jako oblasti urcujici komplementaritu (CDR) nebo hypervariabilni smycky
(HVL). CDR jsou definovany porovnanim sekvenci v Kabat et al., 1991,
In: Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., zatimco
HVL (zde také oznacCované jako CDR) jsou strukturalné definovany podle
trojrozmérné struktury variabilni domény, jak je popsano v Chothia and
Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917. Vysledkem téchto dvou metod je
mirné odlisna identifikace CDR. Jak je definovano Kabatem, CDR-L1 je
umisténa na pfiblizné zbytcich 24-34, CDR-L2 na pfiblizné zbytcich 50-
56, a CDR-L3 na pfiblizné zbytcich 89-97 ve variabilni doméné lehkého
fetézce; CDR-H1 je umisténa na pfiblizné zbytcich 31-35, CDR-H2 na
pfiblizné zbytcich 50-65 a CDR-H3 na pfiblizné zbytcich 95-102 ve
variabilni doméné tézkého fetézce. Pfesna Cisla zbytku, které zahrnuji
konkrétni CDR, se budou liSit v zavislosti na sekvenci a velikosti CDR.
Odbornici v oboru mohou rutinné urcit, které zbytky obsahuji konkrétni
CDR vzhledem k aminokyselinové sekvenci variabilni oblasti protilatky.
CDR1, CDR2, CDR3 tézkych a lehkych fetézcu proto definuji jedinecné a

funkéni vlastnosti specifické pro danou protilatku.

[0045] Tyto tfi CDR v kazdém z tézkych a lehkych fetézcl jsou oddéleny
oblastmi zakladni struktury (FR), které obsahuji sekvence, které maji
sklon byt méné variabilni. Od aminového konce po karboxylovy konec
variabilnich domén tézkého a lehkého fetézce jsou FR a CDR
uspofadany v poradi: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 a FR4.
Konfigurace FR ve velké mife B-listu pfivede CDR v kazdém z Fetézcu do
vzajemné tésné blizkosti, stejné jako k CDR z druhého fetézce. Vysledna

konformace pfispiva k vazebnému mistu pro antigen (viz Kabat et al.,
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1991, NIH Publ. No. 91-3242, Vol. |, pages 647-669), ackoli ne vSechny

zbytky CDR se nutné pfimo podileji na vazbé antigenu.

[0046] Zbytky FR a konstantni domény Ig se pfimo nepodileji na vazbé
antigenu, ale pfispivaji k vazani antigenu a/nebo zprostfedkuji
efektorovou funkci protilatky. Ma se za to, Zze nékteré zbytky FR maji
vyznamny uc€inek na vazbu antigenu alespoii tfemi zpusoby:
nekovalentni vazbou pfimo na epitop, interakci s jednim nebo vice
zbytky CDR, a ovlivnénim rozhrani mezi tézkymi a lehkymi fetézci.
Konstantni domény se pfimo nepodileji na vazani antigenu, ale
zprostfedkuji rizné efektorové funkce Ig, jako je ucCast protilatky na
bunécné cytotoxicité zavislé na protilatce (ADCC), cytotoxicité zavislé na

komplementu (CDC) a bunécné fagocytdze zavislé na protilatce (ADCP).

[0047] Lehké fetézce imunoglobulind obratlovcu jsou pfifazeny k jedné
ze dvou jasné odliSnych tfid, kappa (k) a lambda (A), na zakladé
aminokyselinové sekvence konstantni domény. Pro srovnani, tézkeé
fetézce sav€ich imunoglobulind jsou zafazeny do jedné z péti hlavnich
tfid podle sekvence konstantnich domén: IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. IgG a
IgA se dale déli na podtfidy (izotypy), napf. 1gG+, 1gGa, 1gGs, 1gG4, IgA1 a
IgA.. Konstantni domény tézkého fetézce, které odpovidaji rdznym
tfidam imunoglobulind, se nazyvaji a, 6, €, y, a u. Struktury podjednotek
a trojrozmérné konfigurace tfid nativnich imunoglobulini jsou dobfe

znamy.

[0048] Terminy “protilatka®“, “protilatka anti-IL-36R"*, “humanizovana
protilatka anti-IL-36R", “humanizovana epitopova protilatka anti-IL-36R" a
‘variantni humanizovana epitopova protilatka anti-IL-36R* konkrétné
zahrnuji monoklonalni protilatky (v€etné udaplnych monoklonalnich
protilatek), polyklonalni protilatky, multispecifické protilatky (napf.
bispecifické protilatky) a fragmenty protilatek, jako jsou variabilni domény
a dalSi Casti protilatek, které vykazuji poZzadovanou biologickou aktivitu,
napf. vazbu IL-36R. Termin “monoklonalni protilatka“ (mAb) oznacuje
protilatku, ktera je vysoce specificka, zaméfena proti jediné antigenni
determinanté, “epitopu®. Modifikator “monoklonalni“ tedy oznacuje

protilatky zaméfené proti identickému epitopu, a neni tfeba jej chapat
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tak, ze by vyzadoval produkci protilatky jakymkoli konkrétnim zpusobem.
Mélo by byt ziejmé, Ze monoklonalni protilatky mohou byt vyrobeny
jakoukoli technikou nebo metodologii znamou v oboru; vcetné napfr.
hybridomové metody (Kohler et al., 1975, Nature 256:495) nebo
metodami rekombinantni DNA znamymi v oboru (viz napf. US pat. €.
4,816,567), nebo zplUsoby izolace monoklonalnich  protilatek
rekombinantné produkovanych za pouziti fagovych knihoven protilatek
pfi pouziti technik popsanych v Clackson et al., 1991, Nature 352: 624-
628, a Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581-597.

[0049] Termin “monomer” oznacCuje homogenni formu protilatky.
Napfiklad pro protilatku plné délky znamena monomer monomerni
protilatku, ktera ma dva identické tézké fetézce a dva identické lehké

retézce.

[0050] Chimérni protilatky se skladaji z variabilnich oblasti tézkého a
lehkého fetézce protilatky z jednoho druhu (napf. savce jiného nez
Clovék, jako je myS$) a konstantnich oblasti t€Zkého a lehkého fetézce
protilatky z jiného duhu (napf. lidské) a mohou byt ziskané napojenim
sekvenci DNA kodujicich variabilni oblasti protilatky z prvniho druhu
(napf. mySi) na sekvence DNA pro konstantni oblasti protilatky z druhého
(napf. lidského) druhu, a transformaci hostitele expresnim vektorem
obsahujicim tyto spojené sekvence za ucCelem umoZzZnéni produkce
chimérni protilatky. Alternativné by chimérni protilatka mohla byt také ta,
ve které je jedna nebo vice oblasti nebo domén tézkého a/nebo lehkého
fetézce identicka s, homologni s, nebo varianta odpovidajici sekvence v
monoklonalni protilatce z jiné tfidy nebo izotypu imunoglobulinu, nebo z
konvenéni nebo zarodetné sekvence. Chimérni protilatky mohou
zahrnovat fragmenty takovych protilatek, za pfedpokladu, Ze fragment
protilatky vykazuje poZadovanou biologickou aktivitu své vychozi
protilatky, napfiklad se vaze na stejny epitop (viz napf. US pat. €.
4,816,567; a Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851 -
6855).

[0051] Terminy “fragment protilatky“, “fragment protilatky anti-IL-36R",
“fragment epitopové protilatky anti-IL-36R*, “humanizovany fragment
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protilatky anti-IL-36R", “humanizovany fragment epitopové protilatky anti-
IL-36R", “variantni humanizovany fragment epitopové protilatky anti-IL-
36R"“ oznacCuje Cast uplné protilatky anti-IL-36R, ve které je zachovana
variabilni oblast nebo funk&ni schopnost, napfiklad specificka vazba
epitopu IL-36R. Prfiklady fragmentu protilatek zahrnuji, bez omezeni,
fragment Fab, Fab’, F(ab’),, Fd, Fv, scFv a scFv-Fc, protilatku typu
diabody, linearni protilatku, jednofetézcovou protilatku, minibody,
protilatku diabody vytvofenou z fragmentu protilatky a multispecifické

protilatky vytvofené z fragmentu protilatky.

[0052] Protilatky plné délky mohou byt oSetfeny enzymy, jako je papain
nebo pepsin, za vytvofeni pouzitelnych fragment( protilatek. St&peni
papainem se pouziva k produkci dvou identickych fragmentl protilatky
vazajicich antigen nazyvanych fragmenty “Fab“, kazdy s jedinym mistem
vazajicim antigen, a zbytkového fragmentu “Fc". Fragment Fab také
obsahuje konstantni doménu lehkého fetézce a doménu Cy; té€Zkého
fetézce. OSetieni pepsinem poskytne fragment F(ab’),, ktery ma dvé

mista vazajici antigen a je stale schopen zesitovat antigen.

[0053] Fragmenty Fab’se 1iSi od fragmentd Fab pfitomnosti dalSich
zbytkd zahrnujicich jeden nebo vice cysteinl z pantové oblasti protilatky
na C-konci domény Cyi. Fragmenty protilatky F(ab’). jsou pary
Fab’fragmentd spojenych cysteinovymi zbytky v pantové oblasti. Jsou

také znamy jiné chemické vazby fragmentu protilatek.

[0054] Fragment“Fv“ obsahuje kompletni antigen-rozpoznavaci a
vazebné misto sestavajici z dimeru variabilni domény jednoho téZzkého a
jednoho lehkého fetézce v tésném nekovalentnim spojeni. V této
konfiguraci interaguji tfi CDR kazdé variabilni domény, aby definovaly
misto vazajici antigen na povrchu dimeru Vu-Vi.. Souhrnné udéluje

protilatce specifitu vazajici antigen Sest CDR.

[0055] Fragment protilatky “jednofetézcovy Fv* nebo “scFv* je
jednofetézcovou variantou Fv, obsahujici domény Vy a V| protilatky, kde
domény jsou pfitomny v jediném polypeptidovém fetézci. Jednofetézcovy
Fv je schopen rozpoznavat a vazat antigen. Polypeptid scFv muze

pfipadné také obsahovat polypeptidovy linker umistény mezi doménami
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Vy a Vi, aby se usnadnila tvorba poZzadované trojrozmérné struktury pro
vazbu antigenu fragmentem scFv (viz napf. Puckthun, 1994, In The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosenburg and

Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315).

[0056] “Diabody“ oznacuje malé fragmently protilatek se dvéma misty
vazajicimi antigen, pficemz tyto fragmenty obsahuji variabilni doménu
tézkého fetézce (Vuu) pfipojenou na variabilni doménu lehkého fetézce
(VL) ve stejném polypeptidovém fetézci (Vu-VL nebo V -Vy). Diabody jsou
podrobnéji popsany napf. v Holliger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 6444-6448.

[0057] Mezi dalSi uznavané fragmenty protilatek patfi fragmenty, které
obsahuji par tandemovych segmentld Fd (Vy-Cui-Vu-Chi) za vzniku paru
oblasti vazajicich antigen. Tyto flinearni protilatky® mohou byt
bispecifické nebo monospecifické, jak je popsano napfiklad v Zapata et
al. 1995, Protein Eng. 8 (10): 1057-1062.

[0058]“Humanizovana protilatka® nebo “fragment humanizované
protilatky“ je specificky typ chimérni protilatky, ktera obsahuje variantu
aminokyselinové sekvence imunoglobulinu nebo jeji fragment, ktera je
schopna vazat se na pfedem urCeny antigen, a ktera obsahuje jednu
nebo vice FR, které maji v podstaté aminokyselinovou sekvenci lidského
imunoglobulinu a jednu nebo vice CDR majicich v podstaté
aminokyselinovou sekvenci imunoglobulinu odliSného od clovéka. Tato
aminokyselinova sekvence odliSna od Clovéka Casto oznaCovana jako
‘“importovana“ sekvence je typicky pfevzata z “importované® domény
protilatky, zejména variabilni domény. Humanizovana protilatka obecné
zahrnuje alesponn CDR nebo HVL protilatky odlisné od Clovéka, vlozené
mezi oblasti FR variabilni domény lidského téZkého nebo lehkého
fetézce. Predkladany vynalez popisuje specifické humanizované
protilatky anti-IL-36R, které obsahuji CDR odvozené z mySich
monoklonalnich protilatek nebo humanizované CDR vlozené mezi oblasti
FR variabilnich domén tézkého a lehkého Fetézce lidské zarodelné
sekvence. Rozumi se, ze urcité mySi zbytky FR mohou byt dllezité pro

funkci humanizovanych protilatek, a proto urcité zbytky variabilnich
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domén tézkého a Ilehkého fetézce Ilidské =zarodecné linie jsou
modifikovany tak, aby byly stejné jako zbytky odpovidajici mysSi

sekvence.

[0059] V dalSim aspektu humanizovana protilatka anti-IL-36R obsahuje v
podstaté v8echny z alespon jedné, a obvykle dvou variabilnich domén
(jako jsou obsazeny napfiklad ve fragmentech Fab, Fab’, F(ab’) 2, Fabc
a Fv), ve kterych v8echny nebo v podstaté vSechny CDR odpovidaji
fragmentum imunoglobulinu odliSného od Clovéka, a konkrétné v tomto
dokumentu, vSechny CDR jsou mySi nebo humanizované sekvence, jak
je podrobné popsano zde nize, a vSechny nebo v podstaté vSechny FR
jsou ty z konvencniho lidského imunoglobulinu nebo zarodecné
sekvence. V dalSim aspektu humanizovana protilatka anti-IL-36R také
zahrnuje alespon c¢ast imunoglobulinové oblasti Fc, obvykle oblasti
lidského imunoglobulinu. Obvykle bude protilatka obsahovat jak lehky
fetézec, tak alespon variabilni doménu tézkého fetézce. Protilatka maze
také zahrnovat podle potfeby jednu nebo vice oblasti Cn1, pantu, Cug,

Chs a/nebo Cnha té€Zzkého fetézce.

[0060] Humanizovana protilatka anti-IL-36R muze byt vybrana z jakékoli
tfidy imunoglobulint, véetné IgM, IgG, IgD, IgA a IgE, a jakéhokoli
izotypu, v€etné 1gG+, 1gG», 1gGs, 1gGs, IgA1 a IgA,. Konstantni doména
muUze byt napfiklad konstantni doména fixujici komplement, kde je
zadouci, aby humanizovana protilatka vykazovala cytotoxickou aktivitu, a
izotyp je typicky IgG+. Pokud takova cytotoxicka aktivita neni zadouci,
muUze byt konstantni doména jiného izotypu, napf. IgG,. Alternativni
humanizovana protilatka anti-IL-36R muize zahrnovat sekvence z vice
nez jedné tfidy nebo izotypu imunoglobulinu, a vybér konkrétnich
konstantnich domén pro optimalizaci poZzadovanych efektorovych funkci
spada do béznych znalosti v oboru. Ve specifickych provedenich
prfedkladany vynalez poskytuje protilatky, kterymi jsou protilatky 1gG1, a
konkrétnéji jsou to protilatky 1gG1, ve kterych dochazi k vyfazeni

efektorovych funkci.

[0061] Oblasti FR a CDR nebo HVL humanizované protilatky anti-IL-36R
nemusi pfesné odpovidat vychozim sekvencim. Napfiklad jeden nebo
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vice zbytkl v importované CDR nebo HVL nebo konvenéni nebo
zarodecné sekvenci FR mohou byt zménény (napf. mutagenizovany)
substituci, inzerci nebo deleci tak, ze vysledny aminokyselinovy zbytek
jiz neni identicky s pavodnim zbytkem v odpovidajici poloze ve vychozi
sekvenci, ale protilatka si pfesto zachovava funkci vazby na IL-36R.
Takova zména obvykle nebude rozsahla, a bude to konzervativni zména.
Obvykle alespont 75 % zbytkd humanizované protilatky bude odpovidat
zbytklm sekvence vychozi FR konvenéni nebo zarodecné linie a
importované CDR, Castéji alespon 90 % a nejCastéji vice nez 95 % nebo

vice nez 98 % nebo vice nez 99 %.

[0062] Imunoglobulinové  zbytky, které ovliviuji rozhrani mezi
variabilnimi oblastmi tézkého a lehkého fetézce (,rozhrani V -V4“) jsou
ty, které ovliviuji vzajemnou blizkost nebo orientaci dvou fetézcu.
Nékteré zbytky, které mohou byt zapojeny do mezifetézcovych interakci,
zahrnuji zbytky V| 34, 36, 38, 44, 46, 87, 89, 91, 96 a 98 a zbytky Vy 35,
37, 39, 45, 47, 91, 93, 95, 100 a 103 (s pouzitim systému c&islovani
uvedeného v Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1987)). US pat. €.
6,407,213 také diskutuje, Zze do této interakce mohou byt také zapojeny
zbytky jako zbytky V| 43 a 85 a zbytky Vi 43 a 60. | kdyZ jsou tyto zbytky
ukazany pouze pro lidsky IgG, jsou pouzitelné pro rizné druhy. Dulezité
zbytky protilatek, u kterych se duvodné ocekava, ze budou zapojeny do
mezifetézcovych interakci, jsou vybrany pro substituci do konvencéni

sekvence.

[0063] Terminy “konvenc¢ni sekvence® a “konvenéni protilatka“ se tykaji
aminokyselinové sekvence, ktera obsahuje nejCastéji se vyskytujici
aminokyselinovy zbytek na kazdém misté ve vSech imunoglobulinech
jakékoli konkrétni tfidy, izotypu nebo podjednotkové struktury, napf.
variabilni doméné lidského imunoglobulinu. Konvenéni sekvence muze
byt zalozena na imunoglobulinech konkrétniho druhu nebo mnoha druhd.
Pod pojmem “konvencni“ sekvence, struktura nebo protilatka se rozumi
konvencni lidska sekvence, jak je popsana v urcitych provedenich, a

odkazuje na aminokyselinovou sekvenci, ktera obsahuje nejCastéji se
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vyskytujici aminokyselinové zbytky na kazdém misté ve vSech lidskych
imunoglobulinech jakéhokoli konkrétni tfidy, izotypu nebo podjednotkove
struktury. Konvenéni sekvence tedy obsahuje aminokyselinovou
sekvenci, ktery ma v kazdé poloze aminokyselinu, ktera je pfitomna v
jednom nebo vice znamych imunoglobulinech, ale ktera nemusi presné
duplikovat celou aminokyselinovou sekvenci néjakého jednotlivého
imunoglobulinu. Konvenéni sekvence variabilni oblasti neni ziskana z
zadné pfirozené produkované protilatky nebo imunoglobulinu. Kabat et
al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., a jeji

varianty.

[0064] Lidské zarodetné sekvence se pfirozené nachazeji v lidské
populaci. Kombinace téchto zarodeCnych genua vytvafi rozmanitost
protilatek. Zarodecné protilatkové sekvence lehkého fetézce protilatky
pochazeji z konzervovanych lidskych zarode¢nych kappa nebo lambda v-
genl a j-genu. Podobné sekvence tézkého fetézce pochazeji z
zarode¢nych v-, d- a j-gend (LeFranc, M-P and LeFranc, G,“The

Immunoglobulin Facts Book“ Academic Press, 2001).

[0065] Jak se zde pouziva, “varianta“, “variantni anti-IL-36R",
‘humanizovana variantni anti-IL-36R" nebo “variantni humanizovana anti-
IL-36R“ se kazda tyka humanizované protilatky anti-IL-36R, ktera ma na
alespon lehkém Fetézci variabilni mysSi CDR. Varianty zahrnuiji ty, které
maji jednu nebo vice aminokyselinovych zmén v jedné nebo obou
variabilnich doménach Iehkého fretézce nebo tézkého fetézce, za
pfedpokladu, Ze zména aminokyseliny podstatné neovlivhuje vazbu
protilatky na IL-36R.

[0066] “Izolovana“ protilatka je protilatka, ktera byla identifikovana a
separovana a/nebo izolovana ze slozky svého pfirozeného prostredi.
Kontaminujicimi slozkami pfirozeného prostfedi protilatky jsou ty
materialy, které mohou interferovat s diagnostickym nebo terapeutickym
pouzitim protilatky, a mohou to byt enzymy, hormony nebo jiné

proteinové nebo neproteinové rozpusténé latky. V jednom aspektu bude
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protilatka vycisténa alespon na vice nez 95 % hmotnostnich izolace

protilatky.

[0067] |zolovana protilatka zahrnuje protilatku in situ v rekombinantnich
bunkach, ve kterych je produkovana, protoze alespon jedna slozka
pfirozeného prostifedi protilatky nebude pfitomna. Obvykle v8ak bude
izolovana protilatka pfipravena alespon jednim purifikacnim krokem, ve

kterém je odstranén rekombinantni bunécny material.

[0068] Vyraz “UCinnost protilatky“ oznacluje faktory, které pfispivaji k
rozpoznavani antigenu protilatkou nebo k ucinnosti protilatky in vivo.
Zmény v aminokyselinové sekvenci protilatky mohou ovlivnit vlastnosti
protilatky, jako je poskladani, a mohou ovlivnit fyzikalni faktory, jako jsou
pocCatecni rychlost vazby protilatky na antigen (ka), disociaéni konstanta
protilatky z antigenu (kq), afinitni konstanta protilatky pro antigen (Kd),

konformace protilatky, stabilita proteinu a polo€as protilatky.

[0069] Termin “epitopové znacdeny”, jak je pouzivan v tomto dokumentu,
se tyka protilatky anti-IL-36R fuzované s “epitopovou znacCkou“.
‘Epitopova znacka“ je polypeptid, ktery ma dostateCny pocet
aminokyselin pro poskytnuti epitopu pro produkci protilatky, avsak je
navrzen tak, Ze neinterferuje s pozadovanou aktivitou humanizované
protilatky anti-IL-36R. Epitopova znacka je obvykle dostatecné jedinec¢na,
takze protilatka vytvofena proti epitopové znaCce v podstaté zkfizené
nereaguje s jinymi epitopy. Vhodné polypeptidy znaCek obecné obsahuiji
alespon 6 aminokyselinovych zbytkt a obvykle obsahuji pfiblizné 8 az 50
aminokyselinovych zbytkd nebo pfiblizné 9 az 30 zbytkl. Pfiklady
epitopovych znacek a protilatky, ktera se vaze na epitop, zahrnuji
polypeptid HA znacek chfipky a jeho protilatku 12CA5 (Field et al., 1988
Mol. Cell. Biol. 8: 2159-2165; znaCku c-myc a protilatky proti ni 8F9, 3C7,
6E10, G4, B7 a 9E10 (Evan et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5 (12): 3610-
3616; a glykoprotein D (gD) viru Herpes simplex a jeho protilatku
(Paborsky et al. 1990, Protein Engineering 3 (6): 547-553). V nékterych
provedenich je epitopovou znacCkou “epitop vazajici se na zachranny
(salvage) receptor”. Jak se zde pouZziva, vyraz “epitop vazajici se na

zachranny receptor® oznacuje epitop oblasti Fc molekuly 1gG (jako je



10

15

20

25

30

21

lgG+, 19G2, 1gGs nebo 1gGs), ktery je zodpovédny za prodlouzeni

sérového polocasu molekuly 1gG in vivo.

[0070] V nékterych provedenich mohou byt protilatky podle
pfedkladaného vynalezu konjugovany s cytotoxickym cinidlem. To je
jakakoli latka, ktera inhibuje nebo zabranuje funkci bunék a/nebo
zpUsobuje destrukci bunék. Tento termin ma zahrnovat radioaktivni

, |125’ Y90a Re186)

izotopy (jako je 1™ , chemoterapeuticka latky a toxiny,
jako jsou enzymaticky aktivni toxiny bakterialniho, houbového,
rostlinného nebo ZivoCiSného pldvodu, a jejich fragmenty. Takové
cytotoxicka latky mohou byt spojeny s humanizovanymi protilatkami
podle prfedkladaného vynalezu za pouziti standardnich postupl a pouzity

napfiklad k IéCeni pacienta indikovaného k terapii protilatkou.

[0071]“Chemoterapeutické latka“ je chemicka slou€enina pouzitelna pfi
|éEeni zhoubnych nadoru. Existuje mnoho pfikladd chemoterapeutickych
latek, které by mohly byt konjugovany s terapeutickymi protilatkami podle
pfedkladaného vynalezu. Priklady takovych chemoterapeutickych latek
zahrnuji alkyla¢ni latky, jako je thiotepa a cyklofosfamid; alkylsulfonaty,
jako je busulfan, improsulfan a piposulfan; aziridiny jako benzodopa,
karboquon, meturedopa a uredopa; ethyleniminy a methylamelaminy
véetné altretaminu, triethylenemelaminu, trietylenfosforamidu,
triethylenethiofosforamidu a trimethylolomelaminu; acetogeniny (zejména
bullatacin a bullatacinon); kamptothecin (v€etné syntetického analogu
topotekanu); bryostatin; callystatin; CC-1065 (vCetné jeho syntetickych
analogu adozelesinu, karzelesinu a bizelesinu); kryptofyciny (zejména
kryptofycin 1 a kryptofycin 8); dolastatin, auristatiny (v€etné analogu
monomethyl-auristatinu E a monomethyl-auristatinu F); duokarmycin
(v€etné syntetickych analogli, KW-2189 a CBI-TMI); eleutherobin;
pankratistatin; sarcodictyin; spongistatin; dusikaté yperity, jako je
chlorambucil, chlomafazin, cholofosfamid, estramustin, ifosfamid,
mechlorethamin, hydrochlorid mechlorethamin oxid, melfalan,
novembichin, fenesterin, prednimustin; trofosfamid, uramustin;
nitrosomocoviny jako karmustin, chlorozotocin, fotemustin, lomustin,

nimustin, ranimustin; antibiotika, jako jsou enediynova antibiotika (napf.
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calicheamicin, zejména calichemicin gamma1l a calicheamicin phil1, viz
napfiklad Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33: 183-186; dynemicin, vCetné
dynemicinu A; bisfosfonaty, jako je klodronat; esperamicin; stejné jako
neokarzinostatinovy chromofor a pfibuzné chromoproteinové enedinové
antibiotické chromofory), aclacinomysiny, aktinomycin, authramycin,
azaserin, bleomyciny, kaktinomycin, chromomycin, dactinomycin,
carabicin, kaminomycin, karzinofilin, chromomyciny, daktinomycin,
daunorubicin, detorubicin, 6-diazo-5-oxo-L-norleucine, doxorubicin
(Adriamycin™) (vCetné morfolino-doxorubicinu, kyanomorfolino-
doxorubicinu, 2-pyrrolino-doxorubicinu a deoxydoxorubicinu), epirubucin,
esorubicin, idarubicin, marcellomycin, mitomycininy, jako mitomycin C,
mykofenolova kyselina, nogalamycin, olivomyciny, peplomycin,
potfiromycin, puromycin, quelamycin, rodorubicin, streptonigrin,
streptozocin, tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubicin; antimetabolity,
jako je methotrexat a 5-fluorouracil (5-FU); analogy kyseliny listové jako
je denopterin, methotrexat, pteropterin, trimetrexat; analogy purinu, jako
je fludarabin, 6-merkaptopurin, thiamiprin, thioguanin; analogy pyrimidinQ
jako ancitabin, azacitidin, 6-azauridin, karmofur, cytarabin, dideoxyuridin,
doxifluridin, enocitabin, floxuridin; androgeny, jako je kalusteron,
dromostanolon propionat, epitiostanol, mepitiostan, testolakton;
antiadrenalni latky, jako je aminoglutethimid, mitotan, trilostan;
doplfiova¢ kyseliny listové, jako je kyselina frolinova; aceglaton;
aldofosfamidovy glykosid; kyselina aminolevulinova; eniluracil; amsakrin;
bestrabucil; bisantren; edatraxat; defofamin; demokolcin; diaziquon;
elfomithin; eliptinium acetat; epothilon; etoglucid; dusi¢nan gallity;
hydroxymocovina; lentinan; lonidamin; maytansinoidy, jako je maytansin
a ansamitociny; mitoguazon, mitoxantron; mopidamol; nitracrine;
pentostatin; fenamet; pirarubicin; losoxantron; kyselina podofylinova; 2-
ethylhydrazid; prokarbazin; PSK®; razoxan; rhizoxin; sizofuran;
spirogermanium; kyselina tenuazonova; triaziquon,; 2,2’,2"-
trichlorotriethylamin; trichotheceny (zejména toxin T-2, verracurin A,
roridin A a anguidin); urethan; vindesin; dakarbazin; mannomustin;
mitabronitol; mitolactol; pipobroman; gacytosin; arabinosid (,Ara-C");
cyklofosfamid; thiotepa; taxoidy, napf. paklitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers
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Squibb Oncology, Princeton, NJ) a docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-
Poulenc Rorer, Antony, Francie); chlorambucil; gemcitabin (Gemzar™);
6-thioguanin; merkaptopurin; methotrexat; analogy platiny, jako je
cisplatina a karboplatina; vinblastin; platina; etoposid (VP-16); ifosfamid;
mitoxantron; vincristin; vinorelbin Navelbine™); novantron; teniposid;
edatrexate; daunomycin; aminopterin; xeloda; ibandronat; CPT-11;
inhibitor topoisomerazy RFS 2000; difluormethylornitin  (DMFO);
retinoidy, jako je Kkyselina retinova, kapecitabin, a farmaceuticky
pfijatelné soli, kyseliny nebo derivaty kterékoli z vySe uvedenych latek.
Do této definice jsou také zahrnuty antihormonalni latky, které pusobi
regulaci nebo inhibici hormonalniho pusobeni na nadory, jako jsou
antiestrogeny a selektivni modulatory receptoru estrogenu (SERM),
vCetné napfiklad tamoxifenu (v€etné Nolvadex™), raloxifenu,
droloxifenu, 4-hydroxytamoxifenu, trioxifenu, keoxifenu, LY117018,
onapristonu a toremifenu (Fareston™); inhibitory aromatazy, které
inhibuji enzym aromatazu, ktera reguluje produkci estrogenu v
nadledvinach, jako napfiklad 4(5)-imidazoly, aminoglutethimid, megestrol
acetat (Megace™), exemestan, formestan, fadrozol, vorozol (Rivisor™) ,
letrozol (Femara™) a anastrozol (Arimidex™); a antiandrogeny, jako je
flutamid, nilutamid, bikalutamid, leuprolid a goserelin; a farmaceuticky
pfijatelné soli, kyseliny nebo derivaty kterékoli z vySe uvedenych.
Jakakoli jedna nebo vice z téchto latek muze byt konjugovana s
humanizovanymi protilatkami podle pfedkladaného vynalezu za

poskytnuti pouzitelné terapeutického latky pro lIé€eni rznych poruch.

[0072] Protilatky mohou také byt konjugovany na proléciva. “Prolécivo” je
prekurzorova nebo derivatova forma farmaceuticky ucinné latky, ktera je
méné cytotoxicka pro nadorové bunky ve srovnani s vychozim IéCivem, a
je schopna byt enzymaticky aktivovana nebo pfevédena na aktivnéjsi
formu. Viz napfiklad Wilman, 1986,“Prodrugs in Cancer Chemotherapy®,
In Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting
Belfast and Stella et al., 1985, "Prodrugs: A Chemical Approach to
Targeted Drug Delivery, In: "Directed Drug Delivery, Borchardt et al.,
(ed.), pp. 247-267, Humana Press. Pouzitelna proléciva zahrnuji, bez
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omezeni, proléCiva obsahujici fosfat, proléCiva obsahujici thiofosfat,
proléCiva obsahujici sulfat, proléCiva obsahujici peptidy, proléciva
modifikovana D-aminokyselinami, glykosylovana proléciva, prolécCiva
obsahujici B-laktam, pfipadné substituovana proléciva obsahujici
fenoxyacetamid a pfipadné substituovana proléCiva obsahujici
fenylacetamid, 5-fluorocytosin a jina proléciva s obsahem 5-fluorouridinu,
ktera mohou byt pfeménéna na aktivnéjSi cytotoxické volné IécCivo.
Pfiklady cytotoxickych léCiv, ktera mohou byt derivatizovana do formy

prolécCiv, zahrnuji, bez omezeni, chemoterapeutické latky popsané vyse.

[0073] Pro diagnostické i terapeutické monitorovaci ucely mohou byt
protilatky podle vynalezu také konjugovany k znacce, bud samotné
znatce nebo znaCce a dalSimu druhému Cinidlu (prolécivo,
chemoterapeutické latka a podobné). Znacka, na rozdil od ostatnich
druhych latek, oznacuje latku, ktera je detekovatelnou slou¢eninou nebo
smési, a mUze byt konjugovana pfimo nebo nepfimo s humanizovanou
protilatkou podle predkladaného vynalezu. ZnaCka mulze byt sama
detekovatelna (napf. radioizotopové znacky nebo fluorescenéni znacky)
nebo, v pfipadé enzymatické znacky, mulze katalyzovat chemickou
zménu substratové slouCeniny nebo smési, ktera je detekovatelna.
ZnaCena humanizovana protilatka anti-IL-36R muze byt pfipravena a

pouzita v riznych aplikacich, v€etné in vitro a in vivo diagnostiky.

[0074] Protilatky podle pfedkladaného vynalezu mohou byt formulovany
jako soucast lipozomalniho pfipravku, aby se ovlivnilo jejich dodani in
vivo. “Lipozom“ je maly vacek slozeny z rliznych typu lipidd, fosfolipidu
a/nebo povrchové aktivnich latek. Lipozomy jsou pouzitelné pro dodavani
savci slouCeniny nebo formulace, jako je zde popsana humanizovana
protilatka anti-IL-36R, voliteIné vazana na nebo v kombinaci s jednim
nebo vice farmaceuticky aktivnimi c&inidly a/nebo znackami. Slozky
lipozomu jsou obvykle uspofadany ve dvouvrstvé formaci podobné
lipidovému usporfadani biologickych membran.

[0075] Nékteré aspekty predkladaného vynalezu se tykaji izolovanych
nukleovych kyselin, které kéduji humanizované protilatky nebo fragmenty

vazajici antigen podle predkladaného vynalezu. “lzolovana“ molekula
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nukleové kyseliny je molekula nukleové kyseliny, ktera je identifikovana a
separovana od alespon jedné kontaminujici molekuly nukleové kyseliny,
se kterou je obvykle spojena v prfirodnim zdroji nukleové kyseliny
protilatky. Izolovana molekula nukleové kyseliny se odliSuje od molekuly

nukleové kyseliny, tak jak existuje v pfirodnich bunkach.

[0076] V rlznych aspektech pfedkladaného vynalezu bude jedna nebo
vice domén humanizovanych protilatek rekombinantné exprimovana.
Takova rekombinantni exprese muze vyuzivat jednu nebo vice
kontrolnich sekvenci, tj. polynukleotidovych sekvenci nezbytnych pro
expresi operativné spojené kdédujici sekvence v konkrétnim hostitelském
organismu. Kontrolni sekvence vhodné pro pouziti v prokaryotnich
bunkach zahrnuji napfiklad sekvence promotoru, operatoru a vazebného
mista ribozomu. Eukaryotni kontrolni sekvence zahrnuji, ale nejsou
omezeny na promotory, polyadenylacni signaly a enhancery
(zesilovace). Tyto kontrolni sekvence mohou byt pouzity pro expresi a
produkci humanizované protilatky anti-IL-86R v prokaryotnich a

eukaryotnich hostitelskych bunkach.

[0077] Sekvence nukleové kyseliny je “operativné spojena“, kdyz je
umisténa do funkéniho vztahu s jinou sekvenci nukleové kyseliny.
Napfiklad presekvence nebo sekreCni vedouci sekvence nukleoveé
kyseliny je operativné spojena s nukleovou kyselinou kédujici polype ptid,
pokud je exprimovan jako preprotein, ktery se uclastni sekrece
polypeptidu; promotor nebo enhancer je operativné spojen s kodujici
sekvenci, pokud ovlivhuje transkripci sekvence; nebo vazebné misto pro
ribozom je operativné spojeno s kodujici sekvenci, pokud je umisténo
tak, aby usnadnilo translaci. Obecné “operabilné spojena“ znamena, zZe
spojované sekvence DNA jsou sousedici a v pfipadé sekreCni vedouci
sekvence sousedici a ve Ctecim ramci. Enhancery jsou vSak volitelné
sousedici. Propojeni |Ize provést ligaci na vhodnych restrikCnich mistech.
Pokud takova mista neexistuji, I1ze pouzit syntetické oligonukleotidove

adaptéry nebo linkery.

[0078] Jak se zde pouziva, vyrazy “burnka“, “buné&éna linie“ a “bunécna

kultura“ se pouzivaji zaménitelné, a vSechna takova oznaceni zahrnuji
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jejich potomstvo. “Transformanty® a “transformované bunky“ tedy
zahrnuji primarni pfedmétnou bunku a kultury z ni odvozené bez ohledu

na pocet prenosu.

[0079] Termin “savec” pro uCely IéCeni se vztahuje na jakékoli Zivo€icha
klasifikovaného jako savec, v€etné lidi, domacich a hospodafskych zvirat
a zvifat v zoo, sportovnich nebo mazli¢kl, jako jsou psi, koné&, kocCky,

kravy a podobné. Vyhodné je savec Clovék.

[0080] “Porucha“, jak se zde pouziva, je jakykoli stav, ktery by mél
prospéch z léCeni zde popsanou humanizovanou protilatkou anti-IL-36R.
To zahrnuje chronické a akutni poruchy nebo nemoci, v€etné téch
patologickych stavu, které pfedurcuji savce k dané poruse. Neomezujici
pfiklady nebo poruchy, které se zde maji |éCit, zahrnuji zanétlivé,
angiogenni, autoimunitni a imunologické poruchy, respiracni poruchy,
zhoubné nadory, hematologické malignity, benigni a maligni nadory,

leukémie a lymfoidni malignity.

[0081] Pojmy “zhoubny nador‘ a “kancerd6zni“ oznacuji nebo popisuji
fyziologicky stav u savcl, ktery je typicky charakterizovan
neregulovanym buné&nym rustem. Pfiklady zhoubnych nadord zahrnuiji,

bez omezeni, karcinom, lymfom, blastom, sarkom a leukémii.

[0082] Porucha spojena s IL-36R zahrnuje onemocnéni a poruchy
imunitniho systému, jako jsou autoimunitni poruchy a zanétlivé poruchy.
Takové stavy zahrnuji, ale bez omezeni, revmatoidni artritidu (RA),
systémovy lupus erythematodes (SLE), sklerodermii, Sjogrenliv syndrom,
roztrousenou sklerézu, psoriazu, psoriatickou artritidu, zanétlivé stfevni
onemocnéni (napf. ulcerativni kolitidu a Crohnovu chorobu), plicni zanét,
astma, idiopatickou trombocytopenickou purpuru (ITP), epitelialni

zanétlivé poruchy, fibrézu a ankylozujici spondylitidu.

[0083] Pojem “intravendzni infuze“ se tyka zavedeni latky do zZily
pacienta zvifete nebo Clovéka po dobu delSi nez pfiblizné 15 minut,

obvykle mezi pfiblizné 30 az 90 minutami.
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[0084] Termin “intravendzni bolus® nebo “intravendzni vstfik“ se tyka
podavani léCiva do zily zvifete nebo Clovéka tak, Zze télo dostane IéCivo

pfiblizné za 15 minut nebo méné, obvykle za 5 minut nebo méné.

[0085] Termin “subkutanni podavani“ oznacuje zavedeni latky pod kuzi
zvifete nebo Clovéka, vyhodné do kapsy mezi kuzi a zakladni tkani,
relativné pomalym a proslouzenym dodavanim z Iékové nadoby. Kapsu
muze vytvofit sevfeni nebo nataZeni kuze nahoru a smérem od

podkladoveé tkané.

[0086] Termin “subkutanni infuze“ se tyka zavedeni IéCiva pod kuzi
pacienta zvifete nebo €lovéka, s vyhodou do kapsy mezi kuzi a zakladni
tkani, relativné pomalym, prodlouZzenym dodavanim z Iékové nadoby po
dobu, véetné ale bez omezeni 30 minut nebo méné, nebo 90 minut nebo
méné. Pfipadné muize byt infuze provedena subkutanni implantaci
dodavaci pumpy l|éCiva implantované pod kiUzi pacienta zvifete nebo
Clovéka, pficemz pumpa dodava pfedem stanovené mnozstvi IéCiva po
pfedem urCenou dobu, napfiklad 30 minut, 90 minut, nebo ¢asové obdobi

v rozpéti delky léCebného rezimu.

[0087] Pod pojmem “subkutanni bolus“ se rozumi podavani IéCiva pod
kuzi zvifete nebo Clovéka, kde bolusové dodani léCiva je kratSi nez
pfiblizné 15 minut; v jiném aspektu méné nez 5 minut a v jesté dalSim
aspektu méné nez 60 sekund. V jesté dalSim aspektu je podavani dovnitf
kapsy mezi kuzi a podkladovou tkani, kde kapsa mulze byt vytvofena

sevienim nebo natazenim kize nahoru a smérem od podkladové tkané.

[0088] Vyraz “terapeuticky u€inné mnozstvi® se pouziva k oznaceni
mnozstvi ucinné latky, které zmirfiuje nebo zlepSuje jeden nebo vice
symptomu lé€ené poruchy. V dalSim aspektu se terapeuticky ucinné
mnozstvi tyka cilové koncentrace v séru, ktera se ukazala jako ucinna
napfiklad pfi zpomaleni progrese onemocnéni. Ug&innost mlze byt
mérena obvyklymi zplsoby, v zavislosti na stavu, ktery ma byt lIé¢en.

[0089] Terminy “léCeni” a “terapie” a podobné, jak se zde pouzivaji, maji
zahrnovat terapeuticka, stejné jako profylakticka nebo supresivni

opatfeni pro onemocnéni nebo poruchu, vedouci k jakémukoli klinicky
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zadoucimu nebo prospéSnému ucCinku, vcetné, ale bez omezeni,
zmirnéni nebo ulevu od jednoho nebo vice symptomu, regrese,
zpomaleni nebo zastaveni progrese onemocnéni nebo poruchy. Tak
napfiklad zahrnuje termin léCeni podavani latky pfed nebo po nastupu
symptomu onemocnéni nebo poruchy, ¢imz se zabrani nebo odstrani
jeden nebo vice pfiznakua choroby nebo poruchy. Jako dalSi pfiklad tento
termin zahrnuje podavani latky po klinickém projevu nemoci k potlaceni
symptomU nemoci. Dale zahrnuje “léCeni“ nebo “terapie®, jak se zde
pouziva, podavani latky po nastupu a po objeveni se se klinickych
pfiznakd, kdy podavani ovliviiuje klinické parametry nemoci nebo
poruchy, jako je stupen posSkozeni tkané nebo mnozZstvi nebo rozsah
metastaz, bez ohledu na to, zda léCeni vede nebo nevede ke zlepSeni
onemocnéni. Kromé toho, pokud smési podle vynalezu bud samotné
nebo v kombinaci s jinym terapeutickym c¢inidlem zmirni nebo zlepSi
alespon jeden symptom léCené poruchy ve srovnani s timto symptomem
v nepfitomnosti pouziti smési humanizované protilatky anti-IL-36R, mél
by byt vysledek povazovan za ucinné IéCeni zakladni poruchy bez ohledu

na to, zda jsou nebo nejsou zmirnény vSechny symptomy poruchy.

[0090] Termin “pFibalova informace“ se pouziva k oznaceni pokynl
obvykle zahrnutych do komerénich baleni terapeutickych pfipravku, které
obsahuji informace o indikacich, pouziti, podavani, kontraindikacich
a/nebo varovanich tykajicich se pouzivani téchto terapeutickych

pfipravkd.

Protilatky

[0091] V jednom aspektu jsou zde popsany a zvefejnény protilatky anti-
IL-36R, zejména humanizované protilatky anti-IL-36R, a smés a vyrobky
obsahujici jednu nebo vice protilatek anti-IL-36R, zejména jednu nebo
vice humanizovanych protilatek anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu. Popsany jsou také vazebna latky, ktera zahrnuji fragment
vazajici antigen protilatky anti-IL-36, zejména humanizované protilatky
anti-1L-36R.
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[0092] Variabilni oblasti a CDR reprezentativnich protilatek podle

pfedkladaného vynalezu a referencni protilatky jsou popsany nize:

Sekvence mysich protilatek anti-IL-36R

[0093] Variabilni oblasti a CDR referen¢nich protilatek a mySi vedouci
protilatka protilatek podle predkladaného vynalezu (mysSi vedouci;

protilatka 81B4) jsou ukazany nize:

Aminokyselinové sekvence s variabilni oblasti lehkého rFetézce (VK)

>33D10B12vK protein (protilatka 33D10)

QIVLTQSPAIMSASLGUERVIMTCTASSSVSSSYLIHWYQKKPGSSPKLWVYSTSNLASGV
PVRESGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQHHRSPVTFGSGTKLEMK (SEQ ID NO: 1)

>172C8B12 vK protein (protilatka 172C8)

DIQMTQSPASQSASLGESVIFTCLASQTIGTWLAWY QQRPGKSPQLLIYAATSLADGVDPS
RESGSGSGTQFSENIRSI.QAEDFASY YCQQV Y T'TPL. TFGGG TKIEIK (SEQ 1D NO: 2)

>67E7E8 vK protein (protilatka 67E7)

DIQMTQSPASQSASLGESVTITCLASQTIGTWLGWY QQKPGKSPQLLIYRSTTLADGVDS
RESGSGSGTKFSFKISSLQAADFASYYCQQLYSAPY TFGGGTKILEIR (SEQ 1D NO: 3)

>78C8D1 vK Protein (protilatka 78C8)

DVLLTQTPLSLPY SLGDQASISCRSSQNIVHSNGNTYLQWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRF
SGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVY YCFQGSHVPFTFGAGTKLELK (SEQ ID
N 4)

>81A1D1 vK Protein (protilatka 81A1)

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDIYKYLNWYQQKPDGTLKLLIY YTSGLHSGVPS
RESGSGSGTDESLTISNLEPEDIATY FCQQDSKEPWTEGGDTKLLEIK (SEQ 11D NO: 5)

>81B4E11 vK Protein (protilatka 81B4)
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QIVLTQSPAIMSASLGERVTMTCTASSSVSSSYFHWY QQKPGSSPKLWIYRTSNLASGVDP
GRESGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQFHRSPLTFOGAGTKLELK (SEQ 1D NO: 6)

>73C5C10 vK protein (protilatka 73C5)

DIVMTQSQKFLSTSVGVRVSVTCKASQDVGTNVLWY QQKIGQSPKPLIYSASYRHSGVP
DRETGSGSGIDFILISNVQSEDIAEY FCQQYSRYPLTFGPGTKLELK (SEQ 11D NO: 7)

>73F6F8 vK protein (protilatka 73F6)

DIVMTQSQKFLSTSVGVRVSVTCKASQDVGTINVLWY QQKIGQSPKALIY SASYRHSGVP
DRFTGSGSGTDFILIITNVQSEDLAEY FCQQYSRYPL TEGPGTKILELK (SEQ 11D NO: 8)

>76E10E8 vK protein (protilatka 76E10)

DIVMTQSQKFMSATVGGRVNITCKASQNVGRAVAWYQQKPGQSPKILI.THSASNRYTG
VPDRFIGSGSGTDFIT.TITNMQSEDLADYFCQQYSSYPLTFGAGTKILDLK (SEQ 1D NO:
9)

>89A12B8 vK protein (protilatka 89A12)

DIQMTQSPASQSASLGESVIFSCLASQTIGTWLGWY QQKPGKSPQLLIYRATSLADGVPS
RESGSGSGTINFESFKISST.QAEDLASYYCQQLYSGPY TEFGGGTKIEIR (SEQ 1D NO: 10)

Aminokyselinové sekvence variabilni oblasti tézkého retézce (VH)

>33D10B12vH Protein (protilatka 33D10)

QVOQI.QQSGTELLKPGASYKIL.SCKASGNTVTSY WMHWVYKQRPGQGI.EWIGEILPSTGRT
NYNENFKGKAMLTVDKSSSTAYMQLSSLASEDSAVY YCTIVYFGNPWEFAY WGQG LY
TVSA (SEQ ID NO: 11)

>172C8B12 vH protein (protilatka 172C8)

EVQLQQSGPELVKPGASVKLSCKASGYTFIDNYMNWVRQSHGKSLEWIGRVNPSNGD
TKYNQNFKGKATL TVIKSLSTAYMOQILNGLTSEDSAVY YCGRTKNITY SSYSYDDAMDY
WGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 12)
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>67E7E8 vH protein (protilatka 67E7)

EVQLQQSGAEFVRPGASVKEFSCTASGENIKDDYIHWVRQRPEQGLEWVGRIDPANGNT

KYAPKFQDEKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVY YCAKSFPNNYYSYDDAFAYWGQ
GTLVTVSA (SCEQ ID NO: 13)

>78C8D1 vH Protein (protilatka 78C8)

QVQLKESGPVLVAPSQSLSITCTVSGESLTKFGVHWIRQTPGKGLEWLGVIWAGGPTNY

NSALMSRLTISKDISQSQVELRIDSLQTDDTAMYYCAKQIYYSTLVDY WGQGTSVTVSS
(SEQ ID NO: 14)

>81A1D1 vH Protein (protilatka 81A1)

QVQLKESGPGLVAPSQSLFITCTYSGFSLSSYEINWVRQVPGKGL EWIL.GVIWTGITTNYN
SALISRLSISKDNSKSLVFLKMNSLQTDDTALY YCARGIGIGFY YAMDY WGQGTSVIVS
S (SEQ ID NO: 15)

>81B4E11 vH Protein (protilatka 81B4)

QVQLQQPGADFVRPGASMRLSCKASGYSFTSSWIHWY KQRPGQGLEWIGEINPGNVRT
NYNENFRNKATLTYDKSSTTAYMQLRSLTSADSAVYYCTVVEYGEPYFPY WGQGTLVT
VSA (SEQ ID NO: 16)

>73C5C10 vH Protein (protilatka 73C5)

QVQLKESGPGLVAPSQSILSITCTVSGFSLTNYAVHWVRQFPGKGLEWLGVIWSDGSTDF

NAPIFKSRISINKDNSKSQVITKMNSLQIDDTATYYCARKGGYSGSWFPFAYWGQGTLVTV
SA (SEQID NO: 17)

>73F6F8 vH protein (protilatka 73F6)

QVQLKESGPGLVAPSQSISITCTVSGFSLTNY AVHWVRQFPGKGLEWILGVIWSDGSTDY

NAPFKSRLSINKDNSKSQVFFKMNSTLQTDDTAIY YCARKGGYSGSWFEAYWGQGTLVTY
SA (SEQ ID NO: 18)
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>76E10E8 vH protein (protilatka 76E10)

QVOQLKESGPVLVAPSQSLSITCTVSGFSLL.TNYGVHWVRQPPGKGI EWIL.GVIWPVGSTNY
NSALMSRLSIHKDNSKSQVFLRMNSLQITDDTAIYYCAKMDWDDFFDYWGQGTTLTVSS
(SEQ ID NO: 19)

>89A12B8 vH Protein (protilatka 89A12)

EVQILQQSGALLVRPGASYRLSCTASGENIKDDY HTWVRQRPKQGILEWLGRIDPANGNT
KYDPREQDKATITADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCAKSIPDNYYSYDDAFAYWGQ
GTLVTVSA (SEQ 1D NO: 20y

Aminokyselinové sekvence CDR-1 lehkého fetézce (L-CDR1)
>33D10G1 L-CDR1

TASSSVSSSYLH (SEQ ID NO: 21)

>172C8B 12 L-CDR1

LASQTIGTWLA (SEQ ID NO: 22)

>67E7E8 L-CDR1

LASQTIGTWLG (SEQ ID NO: 23)

>78C8D1 L-CDR1

RSSQNIVHSNGNTYLQ (SEQ ID NO: 24)

>81A1D1 L-CDR1

RASQDIYKYLN (SEQ ID NO: 25)

>81B4E11 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)
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>73C5C10 L-CDR1

KASQDVGTNVL (SEQ ID NO: 27)

>73F6F8 L-CDR1

KASQDVGTNVL (SEQ ID NO: 27)

>76E10E8 L-CDR1

KASQNVGRAVA (SEQ ID NO: 28)

>89A12B8 L-CDR1

LASQTIGTWLG (SEQ ID NO: 29)

Aminokyselinové sekvence CDR-2 lehkého fetézce (L-CDR2)
>33D10B12 L-CDR2

STSNLAS (SEQ ID NO: 30)

>172C8B 12 L-CDR2

AATSLAD (SEQ ID NO: 31)

>67E7E8 L-CDR2

RSTTLAD (SEQ ID NO: 32)

>78C8D1 L-CDR2

KVSNRFS (SEQ ID NO: 33)

>81A1D1 L-CDR2

YTSGLHS (SEQ ID NO: 34)
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>81B4E11 L-CDR2

RTSNLAS (SEQ ID NO: 35)

>73C5C10 L-CDR2

SASYRHS (SEQ ID NO: 36)

>73F6F8 L-CDR2

SASYRHS (SEQ ID NO: 36)

>76E10E8 L-CDR2

SASNRYT (SEQ ID NO: 37)

>89A12B8 L-CDR2

RATSLAD (SEQ ID NO: 38)

Aminokyselinové sekvence CDR-3 lehkého fetézce (L-CDR3)

>33D10B12 L-CDR3

HQHHRSPVT (SEQ ID NO: 39)

>172C8B 12 L-CDRS3

QQVYTTPLT (SEQ ID NO: 40)

>67E7E8 L-CDR3

QQLYSAPYT (SEQ ID NO: 41)

>78C8D1 L-CDR3

FQGSHVPFT (SEQ ID NO: 42)
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>81A1D1 L-CDR3

QQDSKFPWT (SEQ ID NO: 43)

>81B4E11 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>73C5C10 L-CDR3

QQYSRYPLT (SEQ ID NO: 45)

>73F6F8 L-CDR3

QQYSRYPLT (SEQ ID NO: 45)

>76E10E8 L-CDR3

QQYSSYPLT (SEQ ID NO: 46)

>89A12B8 L-CDR3

QQLYSGPYT (SEQ ID NO: 47)

Aminokyselinové sekvence CDR-1 tézkého retézce (H-CDR1)

>33D10B12 H-CDRH1

GNTVTSYWMH (SEQ ID NO: 48)

>172C8B 12 H-CDRH1

GYTFTDNYMN (SEQ ID NO: 49)

>67E7E8 H-CDR1

GFNIKDDYIH (SEQ ID NO: 50)
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>78C8D1 H-CDR1

GFSLTKFGVH (SEQ ID NO: 51)

>81A1D1 H-CDR1

GFSLSSYEIN (SEQ ID NO: 52)

>81B4E11 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO: 53)

>73C5C10 H-CDR1

GFSLTNYAVH (SEQ ID NO: 54)

>73F6F8 H-CDR1

GFSLTNYAVH (SEQ ID NO: 54)

>76E10E8 H-CDR1

GFSLTNYGVH (SEQ ID NO: 55)

>89A12B8 H-CDR1

GFNIKDDYIH (SEQ ID NO: 56)

Aminokyselinové sekvence CDR-2 tézkého retézce (H-CDR2)

>33D10B12 H-CDR2

EILPSTGRTNYNENFKG (SEQ ID NO: 57)

>172C8B 12 H-CDR2

RVNPSNGDTKYNQNFKG (SEQ ID NO: 58)
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>67E7E8 H-CDR2

RIDPANGNTKYAPKFQD (SEQ ID NO: 59)

>78C8D1 H-CDR2

VIWAGGPTNYNSALMS (SEQ ID NO: 60)

>81A1D1 H-CDR2

VIWTGITTNYNSALIS (SEQ ID NO: 61)

>81B4E11 H-CDR2

EINPGNVRTNYNENF (SEQ ID NO: 62)

>73C5C10 H-CDR2

VIWSDGSTDFNAPFKS (SEQ ID NO: 63)

>73F6F8 H-CDR2

VIWSDGSTDYNAPFKS (SEQ ID NO: 64)

>76E10E8 H-CDR2

VIWPVGSTNYNSALMS (SEQ ID NO: 65)

>89A12B8 H-CDR2

RIDPANGNTKYDPRFQD (SEQ ID NO: 66)

Aminokyselinové sekvence CDR-3 tézkého retézce (H-CDR3)
>33D10B12 H-CDR3

VYFGNPWFAY (SEQ ID NO: 67)
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>172C8B 12 H-CDR3

TKNFYSSYSYDDAMDY (SEQ ID NO: 68)

>67E7E8 H-CDR3

SFPNNYYSYDDAFAY (SEQ ID NO: 69)

>78C8D1 H-CDR3

QIYYSTLVDY (SEQ ID NO: 70)

>81A1D1 H-CDRS3

GTGTGFYYAMDY (SEQ ID NO: 71)

>81B4E11 H-CDR3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>73C5C10 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

>73F6F8 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

>76E10E8 H-CDR3

MDWDDFFDY (SEQ ID NO: 74)

>89A12B8 H-CDR3

SFPDNYYSYDDAFAY (SEQ ID NO: 75)
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Mysi sekvence CDR anti-IL-36R
mysSi

Prehled sekvenci CDR referenénich protilatek a vedouci

protilatky (protilatka 81B4) protilatek podle vynalezu je uveden nize:

[0094]

Protilatka|Sekvence H-CDR Sekvence L-CDR

33D10 |GNTVTSYWMH (H-CDR1) SEQ ID No: [TASSSVSSSYLH (L-CDR1) SEQ ID
48 No: 21
EILPSTGRTNYNENFKG (H-CDR2) STSNLAS (L-CDR2) SEQ ID No: 30
SEQ ID No: 57
VYFGNPWFAY (H-CDR3) SEQ ID No: |HQHHRSPVT (L-CDR3) SEQ ID No:
67 39

172C8 |GYTFTDNYMN (H-CDR1) SEQ ID No: |[LASQTIGTWLA (L-CDR1) SEQ ID
49 No: 22
RVNPSNGDTKYNQNFKG (H-CDR2) |AATSLAD (L-CDR2) SEQ ID No: 31
SEQ ID No: 58
TKNFYSSYSYDDAMDY (H-CDR3) QQVYTTPLT (L-CDR3) SEQ ID No:
SEQ ID No: 68 40

67E7 GFNIKDDYIH (H-CDR1) SEQ ID No: LASQTIGTWLG (L-CDR1) SEQ ID
50 No: 23
RIDPANGNTKYAPKFQD (H-CDR2) RSTTLAD (L-CDR2) SEQ ID No: 32
SEQ ID No: 59
SFPNNYYSYDDAFAY (H-CDR3) SEQ |QQLYSAPYT (L-CDR3) SEQ ID No:
ID No: 69 41

78C8 GFSLTKFGVH (H-CDR1) SEQ ID No: |RSSQNIVHSNGNTYLQ (L-CDR1)
51 SEQ ID No: 24
VIWAGGPTNYNSALMS (H-CDR2) KVSNRFS (L-CDR2) SEQ ID No: 33
SEQ ID No: 60
QIYYSTLVDY (H-CDR3) SEQ ID No: |FQGSHVPFT (L-CDR3) SEQ ID No:
70 42
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81A1 GFSLSSYEIN (H-CDR1) SEQ ID No: RASQDIYKYLN (L-CDR1) SEQ ID
52 No: 25
VIWTGITTNYNSALIS (H-CDR2) SEQ |YTSGLHS (L-CDR2) SEQ ID No: 34
ID No: 61
GTGTGFYYAMDY (H-CDR3) SEQ ID |QQDSKFPWT (L-CDR3) SEQ ID No:
No: 71 43

81B4 GYSFTSSWIH (H-CDR1) SEQ ID No: |TASSSVSSSYFH (L-CDR1) SEQ ID
53 No: 26
EINPGNVRTNYNENF (H-CDR2) SEQ [RTSNLAS (L-CDR2) SEQ ID No: 35
ID No: 62
VFYGEPYFPY (H-CDR3) SEQ ID No: |HQFHRSPLT (L-CDR3) SEQ ID No:
72 44

73C5 GFSLTNYAVH (H-CDR1) SEQ ID No: |KASQDVGTNVL (L-CDR1) SEQ ID
54 No: 27
VIWSDGSTDFNAPFKS (H-CDR2) SEQ|SASYRHS (L-CDR2) SEQ ID No: 36
ID No: 63
KGGYSGSWFAY (H-CDR3) SEQ ID QQYSRYPLT (L-CDR3) SEQ ID No:
No: 73 45

73F6 GFSLTNYAVH (H-CDR1) SEQ ID No: |KASQDVGTNVL (L-CDR1) SEQ ID
54 No:27
VIWSDGSTDYNAPFKS (H-CDRZ2) SASYRHS (L-CDR2) SEQ ID No: 36
SEQ ID No: 64
KGGYSGSWFAY (H-CDR3) SEQ ID QQYSRYPLT (L-CDR3) SEQ ID No:
No: 73 45

76E10 GFSLTNYGVH (H-CDR1) SEQ ID No: |KASQNVGRAVA (L-CDR1) SEQ ID

55

VIWPVGSTNYNSALMS (H-CDR2)
SEQ ID No: 65

MDWDDFFDY (H-CDR3) SEQ ID No:
74

No: 28

SASNRYT (L-CDR2) SEQ ID No: 37

QQYSSYPLT (L-CDR3) SEQ ID No:
46
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89A12 |GFNIKDDYIH (H-CDR1) SEQ ID No: |[LASQTIGTWLG (L-CDR1) SEQ ID
56 No: 29

RIDPANGNTKYDPRFQD (H-CDR2) RATSLAD (L-CDR2) SEQ ID No: 38
SEQ ID No: 66

SFPDNYYSYDDAFAY (H-CDR3) SEQ |QQLYSGPYT (L-CDR3) SEQ ID No:
ID No: 75 47

Sekvence humanizované protilatky anti-IL-36R

[0095] Lidské sekvence zakladni struktura byly vybrany pro mysi vedouci
sekvence na zakladé zakladni struktury, struktury CDR, konzervovanych
kanonickych zbytkd, konzervovanych zbytkG na tvoficich rozhrani a
dalSich parametrd za vzniku humanizovanych variabilnich oblasti (viz
pfiklad 5).

[0096] Reprezentativni humanizované variabilni oblasti odvozené od
protilatek 81B4 (vedouci mySi protilatek podle vynalezu) a 73C5

(referenéni protilatka) jsou uvedeny nize.

Aminokyselinové sekvence variabilni oblasti lehkého fetézce (VK)

>81B4vK32_3 vK protein

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYITIWY QQKPGQAPRLLIYRTSTLASGIPD
RESGSGSGTDFTLTISRLEPEDAATYYCHQFHRSPLTFGQGTKIEIK (SEQ 1D NO: 76)

>81B4vK32_105 vK protein

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYFHWYQQKPGQAPRLLIYRTSILASGVPD
RESGSGSGTDETLTISRLEPEDFATY YCIIQFITRSPLTFGQGTKI.EIK (SEQ ID NO: 77)

>81B4vK32_116 vK protein

FIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYTTIWY QQKPGQAPRLWIYRTSRLASGVP
DRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDAATYYCHQFHRSPLTFGQGTKILEIK (SEQ 11D NO: 78)




42

>81B4vK32_127 vK protein

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMTCTASSSVSSSYFHWY QQKPGQAPRLLIYRTSRLASGVP
DRESGSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVY YCHQFHRSPLTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 79)

>81B4vK32_138 vK protein

QIVLTQSPGTLSLSPGERATMTCTASSSVSSSYITIWY QQKPGQAPRLWIYRTSRLASGVP
DRESGSGSGIDFILTISRLEPEDAATY YCHQFHRSPLIFGAGIKLELK (SEQ 1D NO: 80)

>81B4vK32_140 vK protein

QIVLTQSPGTLSLSPGERVTMSCTASSSVSSSYFHWYQQKPGQAPRLLIYRTSQLASGIPD
RESGSGSGTDUTLTISRLEPEDAATY Y CHOQUHURSPLTIGQGTKLELK (SLQ 1D NCX: 81)

>81B4vK32_141 vK protein

QIVLTQSPGTLSLSPGERATMTCTASSSVSSSYFHWYQQKPGQAPRLLIYRTSKLASGVP
DRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDFATYYCHQFHRSPLTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 82)

>81B4vK32_147 vK protein

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYFHWY QQKPGQAPRLLIYRTSHLASGIPG
RESGSGSGTDITLTISRLEPEDAAVYYCHQITIRSPLTTGQGTKILEIK (SEQ TD NO: 83)

>73C5vK39_2 vK protein

FIVMTQSPATLSVSPGVRATLSCKASQDVGTNVLWYQQKPGQAPRPLIYSASYRITSGIP
DRFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAEYFCQQYSRYPLTFGQGTKILEIK (SEQ ID NO: 84)

>73C5vK39_7 vK protein

EIVMTQSPATI.SVSPCVRATL.SCKASQDVGTNVI.WYQQKPGQAPRPLIYSASYRIISGIP
DRFSGSGSGTEFTLTISSLQSENFAVYYCQQYSRYPLTFGQGTKIEIK (SEQ TD NO: 85)

>73C5vK39_15 vK protein

EIVMTQSPATLSVSPGVRATLSCKASQDVGTINVLWYQQKPGQAPRPLIYSASYRHSGIP
ARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAEY YCQQYSRYPLTHGQGTKILEIK (SEQ 11D NO: 86)
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Aminokyselinové sekvence variabilni oblasti tézkého retézce (VH)

>81B4vH33_49 vH protein

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWIHWVRQAPGQGLEWIGEINPGNVRT

NYNENFRNKATMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVFYGEPYFPYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO: 87)

>81B4vH33_85T vH protein

QVQILVOQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWIHWVRQRPGQGLEWIGEINPGNVRT

NYNENFRNRVTMTVDTSISTAYMELSRIRSDDTAVYYCTVVIYGEPYTPYWGQGTI VT
VSS (SEQ 11D NO: 88)

>81B4vH33_90 vH protein

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWIHWVKQAPGQGLEWMGLEINPGNVR
TNYNENFRNKVIMTVDISISTAYMELSRLRSDDTAVY YCTI'VVEYGEPYFPY WGQGTLY
TVSS (SEQ ID NO: 89)

>81B4vH33_93 vH protein

QVQLVOQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSITSSWITWVROQRPGQGLEWMGLEINPGNVR

TNYNENFRNRATLTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVEYGEPYFPY WGQGTILYV
TVSS (SEQ 1D NO: 90)

>81B4vH50_22 vH protein

QVQLVOQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFISSWIHWVRQRPGQGLEWMGEILPGVVR

TNYNENFRNKVTMTVIDTSISTAYMELSRLRSDDTAVY YCTVVFYGEPYFPY WGQGTLY
TVSS (SEQ ID NO: 91)

>81B4vH50_30 vH protein

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY SFISSWIHWVRORPGQGLEWIGEINPGAVRT

NYNENFRNRVITMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCTVVFYGEPYFPY WGQGTLVT
VSS (SEQ 1D NO: 92)

>81B4vH51_13 vH protein

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWIHWVRQAPGQGLEWIGEINPGLVRT

NYNENIRNKVTMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVIYGEPYIPYWGQGTLVT
VS8 (SEQ ID NQ; 93)
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>81B4vH51_15 vH protein

QVQLVOQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFISSWIHWVRQAPGQGLEWIGEINPGAVRT

NYNENIRNKVTMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVY YCAVVIYGEPYIPYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO: 94)

>81B4vH52_83 vH protein

QVOQLVOQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFISSWIHWVRQAPGQGLEWIGEINPGSVRT

NYNENFRNKATMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVEYGEPYFPYWGQGTLVT
V5SS (SEQ ID NO: 95)

>73C5vH46_4 vH protein

QVQLQESGPGLVKPSETLSITCTVSGFSLTDYAVHWIRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDYN

APFKSRVTINKDTSKSQVSFKMSSVQAADTAVYYCARKGGY SGSWFAYWGQGTLVTV
S8 (SEQ ID NO; 90)

>73C5vH46_19 vH protein

QVQLQESGPGLVKPSETLSITCTVSGFSLTDY AVHWIRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDYN

APFKSRVTISKDTSKNQVSLKMNSLTIDDTAVYYCARKGGYSGSWEFAY WGQGTLVTV
S8 (SEQ ID NG: 97)

>73C5vH46_40 vH protein

QVQLQESGPGLVKPSETLSITCTVSGESLTDY AVHWIRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDYN

APTKSRVTISKDNSKSQVSLKMNSVTVADTAVYYCARKGGYSGSWFAYWGQOGTLVTV
SS (SEQ ID NO: 98)

>73C5vH47_65 vH protein

QVQLQESGPGLVKPSETLSITCTVSGFSL.TDY AVHWVRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDY
NAPIKSRVTISKDTSKNQVSIKLSSVIVDDTAVY YCARKGGYSGSWIAYWGQGTLVTY
S5 (SEQ ID NO: 99)

>73C5vH47_77 vH protein

QVQLQESGPGLVAPSETLSLTCTVSGFSLTDYAVHWIRQFPGKGLEWIGVIWSDGSTDF

NAPFKSRVTISKDTSKNQVSFKLSSVITDDTAVY YCARKGGYSGSWFAYWGQGTLVTV
S8 (SEQ Iy NO: 100)
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>73C5vH58_91 vH protein

QVQLQESGPGLVKPSETLSITCTVSGFSLTDYAVHWIRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDYN
APFKSRVTISKDNSKSQVSTKMSSYTADDTAVY YCARKGGYSGSWIAYWGQGTLVTVS
S (SEQ ID NO: 101)

[0097] sekvence CDR z humanizovanych variabilnich  oblasti
odvozenych od protilatek 81B4 a 73C5 ukazanych vySe jsou znazornény
nize.

Aminokyselinové sekvence L-CDR1

>81B4vK32_3 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)

>81B4vK32_105 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)

>81B4vK32_116 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)

>81B4vK32_127 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)

>81B4vK32_138 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)

>81B4vK32_140 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)

>81B4vK32_141 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)
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>81B4vK32_147 L-CDR1

TASSSVSSSYFH (SEQ ID NO: 26)

>73C5vK39_2 L-CDR1

KASQDVGTNVL (SEQ ID NO: 27)

>73C5vK39_7 L-CDR1

KASQDVGTNVL (SEQ ID NO: 27)

>73C5vK39_15 L-CDR1

KASQDVGTNVL (SEQ ID NO: 27)

Aminokyselinové sekvence L-CDR2

>81B4vK32_3 L-CDR2 (SEQ ID 102)

RTSTLAS

>81B4vK32_105 L-CDR2 (SEQ ID 103)

RTSILAS

>81B4vK32_116 L-CDR2 (SEQ ID 104)

RTSRLAS

>81B4vK32_127 L-CDR2 (SEQ ID 104)

RTSRLAS

>81B4vK32_138 L-CDR2 (SEQ ID 104)

RTSRLAS
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>81B4vK32_140 L-CDR2 (SEQ ID 105)

RTSQLAS

>81B4vK32_141 L-CDR2 (SEQ ID 106)

RTSKLAS

>81B4vK32_147 L-CDR2 (SEQ ID 140)

>73C5vK39_2 L-CDR2

SASYRHS (SEQ ID NO: 36)

>73C5vK39_7 L-CDR2

SASYRHS (SEQ ID NO: 36)

>73C5vK39_15 L-CDR2

SASYRHS (SEQ ID NO: 36)

Aminokyselinové sekvence L-CDR3

>81B4vK32_3 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>81B4vK32_105 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>81B4vK32_116 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>81B4vK32_127 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)
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>81B4vK32_138 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>81B4vK32_140 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>81B4vK32_141 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>81B4vK32_147 L-CDR3

HQFHRSPLT (SEQ ID NO: 44)

>73C5vK39_2 L-CDR3

QQYSRYPLT (SEQ ID NO: 45)

>73C5vK39_7 L-CDR3

QQYSRYPLT (SEQ ID NO: 45)

>73C5vK39_15 L-CDR3

QQYSRYPLT (SEQ ID NO: 45)

Aminokyselinové sekvence H-CDR1

>81B4vH33_49 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO: 53)

>81B4vH33_85T H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO: 53)



>81B4vH33_90 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO:

>81B4vH33_93 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO:

>81B4vH50_22 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO:

>81B4vH50_30 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO:

>81B4vH51_13 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO:

>81B4vH51_15 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO:

>81B4vH52_83 H-CDR1

GYSFTSSWIH (SEQ ID NO:

>73C5vH46_4 H-CDR1

GFSLTDYAVH (SEQ ID NO:

>73C5vH46_19 H-CDR1

GFSLTDYAVH (SEQ ID NO:

>73C5vH46_40 H-CDR1

GFSLTDYAVH (SEQ ID NO:

53)

53)

53)

53)

53)

53)

53)

107)

107)

107)

49
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>73C5vH47_65 H-CDR1

GFSLTDYAVH (SEQ ID NO: 107)

>73C5vH47_77 H-CDR1

GFSLTDYAVH (SEQ ID NO: 107)

>73C5vH58_91 H-CDR1

GFSLTDYAVH (SEQ ID NO: 107)

Aminokyselinové sekvence H-CDR2

>81B4vH33_49 H-CDR2

EINPGNVRTNYNENF (SEQ ID NO: 62)

>81B4vH33_85T H-CDR2

EINPGNVRTNYNENF (SEQ ID NO: 62)

>81B4vH33_90 H-CDR2

EINPGNVRTNYNENF (SEQ ID NO: 62)

>81B4vH33_93 H-CDR2

EINPGNVRTNYNENF (SEQ ID NO: 62)

>81B4vH50_22 H-CDR2

EILPGVVRTNYNENF (SEQ ID NO: 108)

>81B4vH50_30 H-CDR2

EINPGAVRTNYNENF (SEQ ID NO: 109)
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>81B4vH51_13 H-CDR2

EINPGLVRTNYNENF (SEQ ID NO: 110)

>81B4vH51_15 H-CDR2

EINPGAVRTNYNENF (SEQ ID NO: 109)

>81B4vH52_83 H-CDR2

EINPGSVRTNYNENF (SEQ ID NO: 111)

>73C5vH46_4 H-CDR2

VIWSDGSTDYNAPFKS (SEQ ID NO: 64)

>73C5vH46_19 H-CDR2

VIWSDGSTDYNAPFKS (SEQ ID NO: 64)

>73C5vH46_40 H-CDR2

VIWSDGSTDYNAPFKS (SEQ ID NO: 64)

>73C5vH47_65 H-CDR2

VIWSDGSTDYNAPFKS (SEQ ID NO: 64)

>73C5vH47_77 H-CDR2

VIWSDGSTDFNAPFKS (SEQ ID NO: 63)

>73C5vH58_91 H-CDR2

VIWSDGSTDYNAPFKS (SEQ ID NO: 64)



52

Aminokyselinové sekvence H-CDR3

>81B4vH33_49 H-CDR3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH33_85T H-CDR3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH33_90 H-CDR3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH33_93 H-CDR3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH50_22 H-CDR3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH50_30 H-CDRS3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH51_13 H-CDR3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH51_15 H-CDRS3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)

>81B4vH52_83 H-CDRS3

VFYGEPYFPY (SEQ ID NO: 72)
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>73C5vH46_4 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

>73C5vH46_19 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

>73C5vH46_40 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

>73C5vH47_65 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

>73C5vH47_77 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

>73C5vH58_91 H-CDR3

KGGYSGSWFAY (SEQ ID NO: 73)

[0098] V jednom aspektu je variabilni oblast podle pfedkladaného
vynalezu navazana na konstantni oblast. Napfiklad variabilni oblast
podle predkladaného vynalezu je navazana konstantni oblast ukazanou

nize za vytvoreni tézZkého fetézce nebo a lehkého fetézce protilatky.

Konstantni oblast tézkého retézce navazana za humanizovanou variabilni tézkou

oblasti:

ASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCTL.VKDYTPEPVTVSWNSGALTSGVITTIPAVIQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNIIKPSNTKVDKRVEPKSCDKTIITCPPCPAPEAAGG
PSVELIPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSIIEDPEVKPNWY VDG VEVIINAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQV Y ILPPSR

EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK

SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 112)
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Konstantni oblast lehkého Ffetézce navazana downstream za humanizovanou

variabilni lehkou oblasti:

RTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLINNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGEC (SEQ ID NO:113)

[0099] Reprezentativni sekvence lehkého fetézce a tézkého fFetézce
podle pfedkladaného vynalezu (lehky fetézec: SEQ ID NO: 118; tézky
fetézec: SEQ ID NO: 125, 126 a 127) a referenCni sekvence jsou
ukazané nize (humanizované variabilni oblasti odvozené od protilatek

81B4 a 73C5 navazané na konstantni oblasti).

Aminokyselinové sekvence lehkého retézce

>81B4vK32_3 lehky fetézec

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYFHWY QQKPGQAPRLLIYRTSTLASGIPD
RESGSGSGITDEFIT.TISRLEPEDAATYYCHQFHRSPLUFGQG UKLEIKR TY AAPSVEIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 114)

>81B4vK32_105 lehky fetézec

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYFHWY QQKPGQAPRLLIYRTSILASGVED
RESGSGSGTDFILTISRLEPEDFATY YCHQFHRSPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLINNIFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 115)

>81B4vK32_116 lehky fetézec

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYFHWY QQKPGQAPRLWIYRTSRLASGVD
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDAATY Y CHQFHRSPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNTYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTILL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ 1D NO: 116)

>81B4vK32_127 lehky fetézec

EIVLTQSPGTLSLSPGERATM TCTASSSVSSSYFHWYQQKPGQAPRLLIYRTSRLASGVP
DRESGSGSGTDITETISRLEPEDFAVY YCHQEFIHRSPLTTGQGTKLEIKR TV AAPSVITIPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNIYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TELSKADYLEKHKVYACLEVTHQGLSSPVIKSINRGEC (SEQ 1D NO: 117)

>81B4vK32_138 lehky Fetézec

QIVLTQSPGTLSLSPGERATMTCTASSSVSSSYFHWY QQKPGQAPRLWIYRTSRLASGVDP
DRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDAATYY CHQFHRSPLTFGAGTKLEIKRTVAAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNI'YPREAKVQWKVDNALQSGNSQLSVILEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 118)

>81B4vK32_140 lehky fetézec
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QIVLTQSPGTLSLSPGERVTMSCTASSSVSSSYFHWY QQKPGOQAPRLLIYRTSQLASGIPD
RISGSGSGTDEFTLTISRLEPEDAATY YCTIQITIRSPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVIITI'PPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKIKVYACEVTHQGISSPVTKSINRGEC (SEQ 1D NO: 119)

>81B4vK32_141 lehky fetézec

QIVL.TQSPGTLSLSPGERATMTCTASSSVSSSYFHWYQQKPGQAPRLITYRTSKLASGVP
DRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDFATYYCHQFHRSPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVIHQGLSSPYTKSENRGEC (SEQ 1D NO: 120)

>81B4vK32_147 lehky fetézec

EIVL.TQSPGTLSLSPGERATMSCTASSSVSSSYFHWY QQKPGQAPRLLIYRTSHLASGIPG

RESGSGSGTDFTLTISRLEPEDAAVYY CHQFHRSPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNI'YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGISSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 121)

>73C5vK39_2 lehky Fetézec

EIVMTQSPATLSVSPGVRATLSCKASQDVGTNVLWYQQKPGQAPRPLIYSASYRHSGIP
DRESGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAEYFCQQY SRYPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVEIFPTS
DEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVITHQGLSSPVTKSENRGEC (SEQ ID NO: 122)

>73C5vK39_7 lehky Fetézec

EIVMTQSPATILSVSPGVRATISCKASQDVGTNVL.WYQQKPGQAPRPLIYSASYRHSGIP

DRESGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYSRYPLTFGQGTKLEIKRTV AAPSVFIEPPS
DEQLKSGTASVVCULLNNIYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TILSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ 1D NO: 123)

>73C5vK39_15 lehky fetézec

EIVMTQSPATLSVSPGVRATLSCKASQDVGTNVLWYQQKPGQAPRPLIYSASYRHSGIP
ARFSGSGSCGTEFTILTISSLQSEDFALY YCQQYSRYPLTIGQGTKLEIKRTV AAPSVEIFPPS
DEQLKSGTASVVCLINNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSISSTI.
TLSKADYEKITKVYACEVTIIQGLSSPVTKSTNRGEC (SEQ 1D NO: 124)

Aminokyselinové sekvence tézkého retézce

>81B4vH33_49 téZky fetézec

QVQLVQSCGALVKKPGASVKVSCKASGY SI'TSSWIITWVRQAPGQGI.EWIGEINPGNVRT
NYNENFRNKATMTVITSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVEYGEPYFPY WGQGTLVT
VSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEA
AGGPSVELFPPKPKIYITMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAK TKPR
CEQYNSTYRVVSVLTVLIIQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTI,
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSITLY SKLT
VDKSRWQOQGNVFSCSYVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 125)

>81B4vH33_85T tézky fetézec
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QVQLVOQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSTTSSWINTWVRQRPGQGI EWIGEINPGNVRT
NYNENFRNRVIMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCITVVFYGEPYFPY WGQGTLVT
VSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEA
AGGPSVELFPPKPKIYITMISRTPEVICVVVDYVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPR
CEQYNSTYRVVSVLTVLIIQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTI,
PPSRECMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWLESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSITLYSKLT
VDKSRWQOQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 126)

>81B4vH33_90 tézky fetézec

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWIHWVKQAPGQGLEWMGEINPGNVR
TNYNENFRNKVITMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCTVVEYGEPYFPY WGOQGTLY
TVSSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYTIPEPVTVSWNSGALTSGVIITIPAV
LOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGIQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
AAGGPSVILI'PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSIIEDPLEVKINWY VDGVEVIINAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY

TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY PSDIAVEWLSNGQPENNYKTTPPVLDSDCSITLY SK
I.TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 127)

>81B4vH33_93 tézky fetézec

QVQLVQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSEFTSSWITTWVRQRPGQGI.EWMGEINPGNVR
TNYNENFRNRATLTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVEYGEPYEPY WGQGTLY
TVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAY
LOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
AAGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SK
LTVDKSRWQOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 128)

>81B4vH50_22 tézky fetézec

QYQLVOQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSITSSWIITWVRQRPGQGI.EWMGEILPGVVR
TNYNENFRNKYITMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVY YCTVVEYGEPYFPY WGQGTLY
TVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAY
LOSSCLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTIITCPPCPAPE
AAGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAIL PAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCIL.VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL.DSDGSFFLY SK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 129)

>81B4vH50_30 tézky fetézec
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QVQLVQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWITWVRQRPGQGILEWIGEINPGAVRT
NYNENIRNRVTMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCTVVIYGEPYTPYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGOGTAALGCT.VKDYTPEPVTVSWNSGALTSGVIITFPAVIL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLOGTQTYICNVNIIKPSNTKVDKRVEPKSCDKTIITCPPCPAPEA
AGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY'IL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY KT TPPYLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVHESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO; 130}

>81B4vH51_13 tézky fetézec

QVQI.VQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSITSSWITTWVRQAPGQGLLWIGEINPGLVRT
NYNENFRNKVIMIVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVY YCAVVFYGEPY FPY WGQGTLV T
VSSASTKGPSVFPLAPSSKS TSGGTAALGCLVKDY FPEPYIVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKR VEPKSCDKTHTCPPCPAPEA
AGGPSVELEPPKPKD TLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAK TKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLIIQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL.
PPSRECMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY KTTPPVLDSDGSEFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 131)

>81B4vH51_15 tézky retézec

QVQLVOQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWITTWVRQAPGQGILEWIGEINPGAVRT
NYNENFRNKVTMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVEYGEPYTIPYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYTPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVIL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKRVEPKSCDK THTCPPCPAPEA
AGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY KT'TPPVLDSDGSFFLY SKLT
VDKSRWQOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 132)

>81B4vH52_83 tézky fetézec

QVQILVQSGALVKKPGASVKVSCKASGYSFTSSWITTWVRQAPGQGILEWIGEINPGSVRT
NYNENFRNKATMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAVVEYGEPYFPY WGQGTLVT
VSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEA
AGGPSVELFPPKPKD TLMISRTPEVICYVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKTKPR
CEQYNSTYRVVSVLTVLIIQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTI.
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWLESNGQPENNY KTTPPVLDSDGSIFLYSKLT
VDKSRWQOQGNVEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:; 133)

>73C5vH46_4 tézky fetézec
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QVQLOQLESGPGLVKPSETLSITCTVSGESLTDY AVIIWIRQPPGKGIL.EWIGVIWSDGSTDYN
APFKSRVTINKDTSKSQVSFKMSSVOQAADTAVYYCARKGGYSGSWIAYWGQGTLVTV
SSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYTFPEPVTVSWNSGALTSGVIITIPAVIQ
SSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNY KT'TPPVLDSDGSFFLYSKL TV
DKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 134)

>73C5vH46_19 tézky fetézec

QVQILQLESGPGLVKPSETTISITCTVSGESLTDY AVIIWIRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDYN
APFKSRVTISKDTSKNQVSLKMNSLTTDDTAVYYCARKGGYSGSWFAY WGQGTLVTY
SSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVIVEWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GGPSVELFPPKPKIYILMISRTPEVICVVVDVYSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLIQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTILPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGIYPSDIAVEWESNGQPENNY KT TPPVLDSDGSFTLYSKLTV
DKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ 11 NO: 135)

>73C5vH46_40 tézky Fetézec

QVQLQLESGPGLVEPSETLSITCTVSGISLTDYAVIIWIRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDYN
APFKSRVTISKDNSKSQVSLKMNSVIVADTAVYYCARKGGYSGSWFAYWGQGTLVTY
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ

SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLIT
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVESCSVMHEALIINHYTQKSILSLSPGK (SEQ 1D NO: 136)

>73C5vH47_65 tézky fetézec

QVOQIQLESGPGLVKPSETTSITCTVSGESLTDY AVHHWVROQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDY
NAPTKSRVTISKDTSKNQVSTKILSSVTVDDTAVYYCARKGGYSGSWEAYWGQGTIVTV
SSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYTPEPVTVSWNSGALTSGVIITTPAVI.Q
SSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNY KT'TPPVLDSDGSFFLYSKL TV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 137)

>73C5vHA7_T77 tézky fetézec
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QVQLOQLESGPGLVAPSETLSL.TCTVSGISLTDYAVIIWIRQFPGKGIL.EWIGVIWSDGSTDT
NAPFKSRVTISKDTSKNQVSFKLSSVITDDTAVY YCARKGGYSGSWFAYWGQGTLVIY
SSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ
SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GGPSVELFPPKPKIYTLMISRTPEVICYVVVDVSHEDPEVKEFNWY VDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLIQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTIL.PP
SREEMTKNQVSLTCLVKGIYPSDIAVEWLESNGQPENNY KTTPPVLDSDGSETLYSKLTV
DKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 138)

>73C5vH58_91 tézky fetézec

QVOQI.QESGPGLVKPSETI SITCTVSGESLTDY AVIIWIRQPPGKGLEWIGVIWSDGSTDYN
APFKSRVTISKDNSKSQVSFKMSSVIADDTAVY YCARKGGYSGSWEFAY WGQGTILVIVS
SASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVIVSWNSGALTSGVHITFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLOTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVELEPPKPKDTLMISRTPEVICYVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLIIQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV Y TLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGQPENNY K T'TPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 139)

[0100] CDR uvedené vySe jsou definovany pouzitim systému cCislovani
Chothia (Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273, 927-948).

[0101] V jednom aspektu protilatka podle pFfedkladaného vynalezu
obsahuje lehky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 80 a variabilni oblast téZzkého Fetézce obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 87, 88 a 89. V jednom aspektu je variabilni oblast
lehkého Ffetézce podle vynalezu fuzovana na konstantni oblast lehkého
fetézce, napfiklad konstantni oblast kappa nebo lambda. V jednom
aspektu je variabilni oblast téZkého fetézce podle vynalezu fuzovana na
konstantni oblast t&zkého fetézce, napfiklad IgA, IgD, IgE, 1IgG nebo IgM,
zvlaste, 1gGy, 1gG2, 1gGs nebo 1gGa.

[0102] Popisuje se zde protilatka anti-IL-36R obsahujici lehky Fetézec
obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 115; a tézky fetézec

obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 125 (Protilatka B1).

[0103] Popisuje se zde také protilatka anti-IL-36R obsahujici lehky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 115; a tézky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 126
(Protilatka B2).
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[0104] Popisuje se zde také protilatka anti-IL-36R obsahujici lehky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 115; a tézky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 127
(Protilatka B3).

[0105] Pfedkladany vynalez poskytuje protilatku anti-IL-36R obsahujici
lehky Fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 118; a
tézky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 125
(Protilatka B4).

[0106] Pfedkladany vynalez poskytuje protilatku anti-IL-36R obsahujici
lehky Fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 118; a
tézky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 126
(Protilatka B5).

[0107] Pfedkladany vynalez poskytuje protilatku anti-IL-36R obsahujici
lehky Fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 118; a
tézky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 127
Protilatka B6).

[0108] Popisuje se zde protilatka anti-IL-36R obsahujici lehky Fetézec
obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 123; a tézky fetézec
obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 138 (Protilatka C3).

[0109] Popisuje se zde také protilatka anti-IL-36R obsahujici lehky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 123; a tézky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 139
(Protilatka C2).

[0110] Popisuje se zde také protilatka anti-IL-36R obsahujici lehky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 124; a tézky
fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 138
(Protilatka C1)

[0111] Reprezentativni  protilatky podle pfedkladaného vynalezu
(protilatka B4, B5 a B6) a referencni protilatky (B1-3 a C1-3) jsou
ukazané nize.

Tabulka A.
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Proti-
latka

Sekvence lehkého retézce

Sekvence tézkého retézce

B1

LIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSS
VSSSYFHWYQQKPGQAPRLLIYRTSIL
ASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPED
FATYYCHQFHRSPL THGQGTKI EIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C (SEQ ID NO: 115)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTS
SWIITWVRQAPGQGLEWIGEINPGNVRTNYNE
NFRNKATMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAV

YYCAVVEYGEPYFPYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYLPLPY

TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPK
SCDK THTCPPCPAPLAAGGPS VILIPPKPKDT

LMISRTPEVTCVVVDVSIIEDPEVKINWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP

RLPQVYTLPPSRLEMTKNQVSLTCLVKGIYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSITLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK (SLQ ID NO: 125)

B2

EIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSS
VSSSYTHWYQQKPGQAPRLLIYRTSIL

ASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRI.EPED
FATYYCHQFHRSPLTFGQGTKIEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYVCLL
NNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C(SLQ ID NO: 115)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTS
SWITWVYRQRPGQGLEWIGEINPGNVRTNYNL

NFRNRVTMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAV

YYCTVVFYGEPYFPY WGQGTLVTVSSASTKG
PSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYIPLPY

TVSWNSGAL TSGVHTHFPAVI.QSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKRVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPS VILIPPKPKDT

LMISRTPEVICYVVDVSHEDPEVKENWY VDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKLYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP

REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGIYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPYL.DSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVESCSVMIIEALIINIIYT

QKSLSLSPGK (SLQ ID NO: 126)

B3

LIVLTQSPGTLSLSPGERATMSCTASSS
VSSSYFHWY QQKPGQAPRLLIYRTSIL
ASGVIDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPED
FATYYCHQFHRSPLTHFGQGTKLEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYVCLL
NNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHAOGLSSPVTKSFNRGE
C (SEQ ID NO: 115)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTS
SWHIWVKQAPGQGLEWMGEINPGNVRTINYN
ENFRNKVIMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTA

VYYCTVVFYGEPYFPYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

VIVSWNSGALTSGVHTTIPAVLQSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTQTYICNVNIIKPSNTKVDKRVLEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKD

TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVLVINAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKLEYKCKVSNKALPAPILKTISKAKGQ
PREPQVY TLPPSREEMTKNQVSILTCLVKGFYP
SDIAVEWLSNGQPLENNYKTTPPVI.DSDGSILT,
YSKLTVDKSRWQOQGNVI'SCSVMIIEALIINITY
TQKSLSLSPGK (SLQ 1D NO: 127)
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Proti-
latka

Sekvence lehkého retézce

Sekvence tézkého retézce

B4

QIVLTQSPGTLSLSPGERATMTCTASSS
VSSSYIIIWY QQKPGQAPRLWIYRTSR
LASGVIDRESGSGSGTDFTLTISRLEPE
DAATYYCHOQFHRSPLTFGAGTKI EIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC (SCQIDNO: 118)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTS
SWIHWVRQAPGQGLEWIGEINPGNVRTNYNE
NFRNKATMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAV

YYCAVVEYGEPYFPYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYLPLPY

TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDT

LMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP

RLPQVYTLPPSRLEMTKNQVSLTCLVKGIYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSITLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK (SLQ ID NO: 125)

BS

QIVI.TQSPGTT.ST SPGERATMTCTASSS
VSSSYFHWYQQKPGQAPRLWIYRTSR
LASGVPDRFSGSGSGTDETLTISRLEPE
DAATYYCHQEIIRSPLTTGAGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EG (SEQ ID NO: 118)

QVQI VQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTS
SWIHWVRQRPGQGLEWIGEINPGNVRTNYNE

NFRNRVTMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAV
YYCTVVEYGLEPYIPYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYIPLEPY
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPK
SCDKTITCPPCPAPLAAGGPSVELI PPKPKDT
I.MISRTPEVITCVVVDVSHEDPEVKENWY VDG
VLVIINAKTKPRLEEQYNSTYRVVSVLTVLIIQD
WI NGKLEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
RLPQVYTLPPSRLEMTKNQVSLICLVKGLIYPS
DIAVEWESNGQPENNY K TTPPVLIDSDGSFHLY
SKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMILALINIYT
QKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 126)

B6

QIVI.TQSPGTT STSPGERATMTCTASSS
VSSSYFHWYQQKPGQAPRLWIYRTSR
LASGVPDRISGSGSGTDITLTISRLEPL
DAATYYCHQUIRSPLTIGAGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC (SLQID NO: 118)

OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTS
SWIIWVKQAPGQGLEWMGEINPGNVRTNYN
ENFRNKVTMTVDTSISTAYMELSRLRSDDTA

VYYCTVVFYGEPYFPYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

VIVSWNSGALTSGVHTTPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNIIKPSNTK VDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKD

TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVLVIINAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLIQ
DWLNGKLYKCKYSNKALPAPILK TISKAKGQ
PREPQVYTI.PPSREEMTKNQVSILICLVKGFYP
SDIAVLEWLSNGQPLNNYK I'TPPVLDSDGSIH .
YSKLTVDKSRWQQGNVISCSVMIIEALINITY
TQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 127)

Tabulka B

Proti-

latka

Sekvence lehkého retézce

Sekvence tézkého retézce
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CIVMTQSPATLSVSPGVRATLSCKASQ
DVGTNVIWYQQKPGQAPRPLIYSASY
RHSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSE

DEALYYCQQYSRYPLTTGQGTKILIK

RTVAAPSVIIIPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYST.SSTI.TT SKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRG
EC (SEQ ID NO: 124)

QVQLQESGPGLVAPSETLSLTCTVSGFSLTDY
AVHWIRQIPGKGLEWIGVIWSDGSTDENAPT
KSRVTISKDTSKNQVSIKLSSVTTDDTAVYYC
ARKGGYSGSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELFPPKPKDT
I MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD(

VEVIINAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLIIQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEM TKNQVSLTCL.VKGEFYP
SDIAVEWLSNGQPENNYKTTPPVI.DSDGSETT.
YSKLTYVDKSRWQQGNVIESCSVMITEALIINITY
TOKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 138)

LIVMTQSPATLSVSPGVRATLSCKASQ
DVGTNVLWYQQKPGQAPRPLIYSASY
RHSGIPDRESGSGSGTEFTLTISSLQSE

DFAVYYCQQYSRYPLTHGQGTKI.EIK

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGI.SSPVTKSFNRG
LEC (SEQ ID NO: 123)

QVQLQESGPGLVKPSETLSITCTVSGFSLTDY
AVHWIRQPPGKGLEWIGYIWSDGSTDYNAPE
KSRVTISKDNSKSQVSFKMSSVTADDTAVYY
CARKGGYSGSWFAYWGOQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNITKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSIEDPLVKINWYVD
GVEVHNAKTKPRELQYNSTYRVVSVLTVLI
QDWLNGKLYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPRLPQVYTLPPSRELLMTKNQVSLTCLVKGT
YPSDIAVLEWLSNGQPENNYKTTPPVI.DSDGSI
ILYSKLTVDKSRWQOQGNVEI'SCSVMIILALIIN
IIYTQKSLSLSPGK (SEQ 1D NO: 139)

EIVMTQSPATLSVSPGVRATI.SCKASQ
DVGTNVLWYQQKPGQAPRPLIYSASY
RHSGIPDRESGSGSGTEFTLTISSLQSE

DFAVYYCQQYSRYPLTFGQGTKLEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QLSVTLEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
LKIKVYACEVTHQGLSSPVTKSINRG
LC (SEQ ID NO: 123)

QVQLQESGPGLVAPSETLSLTCTVYSGFSLTDY
AVIIWIRQI'PGKGLEWIGVIWSDGSTDENAPT
KSRVTISKDTSKNQVSFKLSSVTTDDTAVY YC
ARKGGYSGSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVIITTPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLIVLIIQ
DWLNGKLYKCKVSNKALPAPILKTISKAKGQ
PREPQVYTIPPSREEMTKNQVSI TCI VKGEYP
SDIAVEWLSNGQPUNNYKTTPPVI.DSDGSI
YSKLTVDKSRWQQGNVISCSVMIILALIINIY
TQKSLSLSPGK (SLQ ID NO: 138)

[0112] Protilatky podle predkladaného vynalezu jsou pouzitelné pfi

zpUsobech |é€eni ruznych onemocnéni nebo poruch, napfiklad

imunologickych, zanétlivych, autoimunitnich onemocnéni a respiracnich
lidi.

pouzitelné napfiklad pfi zplsobech |é¢eni napfiklad lupénky, revmatoidni

onemochéni u Protilatky podle predkladaného vynalezu jsou
artritidy, zanétlivého stfevniho onemocnéni nebo psoriatické artritidy.
Protilatky podle pfedkladaného vynalezu jsou pouzitelné napfiklad pfi

zplUsobech [é&eni chronické obstruktivni plicni poruchy (COPD) nebo
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astmatu. Protilatky podle pfedkladaného vynalezu jsou pouzitelné
napfiklad pfi zpusobech IéCeni sklerodermie, palmoplantarni pustulézy,
generalizované pustularni psoriazy, diabetické nefropatie, lupusové
nefritidy, sklerodermie, ankylozujici spondylitidy, autoimunitniho
onemocnéni s deficienci antagonisty receptoru IL-36 (DITRA),
autoimunitniho onemocnéni s deficienci antagonisty receptoru IL-1
(DIRA) nebo periodickych syndromd asociovanych s kryopyrinem
(CAPS).

[0113] V nékterych aspektech humanizovana protilatka vykazuje
blokujici aktivitu, ¢imz sniZuje vazbu ligandu IL-36 na receptor IL-36 o
alespon 45 %, o alespon 50 %, o alespon 55 %, o alespon 60 %, 0
alesponi 65 %, o alespon 70 %, o alespon 75 %, o alespofi 80 %, o
alesponi 85 %, o alesponn 90 %, nebo o alesponn 95 %. Schopnost
protilatky blokovat vazbu ligandu IL-36 k receptoru IL-36 muze byt
méfena pomoci kompetitivnich vazebnych testll znamych v oboru.
Alternativné muaze byt blokovaci aktivita protilatky méfena hodnocenim
biologickych ucinkl IL-36, jako je produkce IL-8, IL-6 a GM-CSF, aby se

urcilo, zda je inhibovana signalizace zprostfedkovana receptorem IL-36.

[0114] V dalSim aspektu pfedkladany vynalez poskytuje humanizovanou
protilatku anti-IL-36R, ktera ma pfiznivé biofyzikalni vlastnosti. V jednom
aspektu je humanizovana protilatka anti-IL-36R podle pfedkladaného
vynalezu v pufru pfitomna v alespofi 90% monomerni formé nebo v
alespon 92% monomerni formé nebo alespon v 95% monomerni formé.
V dal§im aspektu humanizovana protilatka anti-IL-36R podle
predkladaného vynalezu zlstava v pufru v alespon 90% monomerni
formé nebo v alespofi 92% monomerni formé& nebo alespon v 95%

monomerni formé po dobu jednoho mésice nebo po dobu &tyf mésica.

[0115]V jednom aspektu je humanizovana protilatka podle
pfedkladaného vynalezu Protilatka B4, Protilatka B5 nebo Protilatka B6.
V souladu s tim obsahuje v jednom provedeni humanizovana protilatka
podle pfedkladaného vynalezu sekvenci lehkého fetézce SEQ ID NO:
118 a sekvenci téZzkého fetézce SEQ ID NO: 125 (Protilatka B4). V

dals§im provedeni humanizovana protilatka podle pFfedkladaného
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vynalezu obsahuje sekvenci lehkého fetézce SEQ ID NO: 118 a sekvenci
tézkého retézce SEQ ID NO: 126 (Protilatka B5). V dalSim provedeni
humanizovana protilatka podle predkladaného vynalezu obsahuje
sekvenci lehkého fetézce SEQ ID NO: 118 a sekvenci tézkého fetézce
SEQ ID NO: 127 (Protilatka B6).

V dalSim provedeni humanizovana protilatka podle predkladaného
vynalezu sestava ze sekvence lehkého fetézce SEQ ID NO: 118 a
sekvence tézkého fetézce SEQ ID NO: 125 (Protilatka B4). V dalSim
provedeni humanizovana protilatka podle pfedkladaného vynalezu
sestava ze sekvence lehkého fetézce SEQ ID NO: 118 a sekvence
tézkého retézce SEQ ID NO: 126 (Protilatka B5). V dalSim provedeni
humanizovana protilatka podle pfedkladaného vynalezu sestava ze
sekvence lehkého fetézce SEQ ID NO: 118 a sekvence téZkého fetézce
SEQ ID NO: 127 (Protilatka B6).

[0116] V nékterych provedenich obsahuji humanizované protilatky anti-
IL-36R, vCetné jejich fragmentu vazajicich antigen, jako jsou variabilni
oblasti tézkého a lehkého fetézce, aminokyselinovou sekvenci zbytkl
odvozenych od Protilatky B4, Protilatky BS nebo Protilatky B6.

[0117] Humanizované protilatky anti-IL-36R mohou zahrnovat specifické
aminokyselinové substituce v konvencnich nebo zarodeénych oblastech
zakladni struktury. Specificka substituce aminokyselinovych zbytkd v
téchto pozicich oblasti zakladni struktury muze zlepSit rizné aspekty
ucinnosti protilatek, v€etné vazebné afinity a/nebo stability, oproti tém,
které byly prokazany u humanizovanych protilatek vytvofenych “pfimym
pfesunem (swap)“ oblasti CDR nebo HVL do oblasti lidské zarodecné

zakladni struktury.

[0118] V nékterych provedenich pfedkladany vynalez poskytuje
monoklonalni protilatky s kombinacemi variabilnich oblasti lehkého
fetézce a variabilnich oblasti tézkého fetézce SEQ ID NO: 80/88, 80/89
nebo 80/87. Tyto variabilni oblasti mohou byt kombinovany s lidskymi

konstantnimi oblastmi.

[0119] V tomto dokumentu je popsana protilatka anti-IL-36R nebo jeji

fragment vazajici antigen, obsahujici:
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sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:21, 30, 39, 48, 57 a popfipadé 67; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:22, 31, 40, 49, 58 a popfipadé 68; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:23, 32, 41, 50, 59 a popfipadé 69; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:24, 33, 42, 51, 60 a popfipadé 70; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:25, 34, 43, 52, 61 a popfipadé 71; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:26, 35, 44, 53, 62 a popfipadé 72; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:27, 36, 45, 54, 63 a popfipadé 73; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:27, 36, 45, 54, 64 a popfipadé 74; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:27, 36, 45, 54, 64 a popfipadé 73; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDR3 se SEQ ID NO:28, 37, 46, 55, 65 a popfipadé 74; nebo

sekvenci L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3, H-CDR1, H-CDR2 a H-
CDRS3 se SEQ ID NO:29, 38, 47, 56, 66 a popfipadé 75.

[0120] Protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment vazajici antigen podle
predkladaného vynalezu obsahuji: sekvence L-CDR1, L-CDR2, L-CDRS,
H-CDR1, H-CDR2 a H-CDR3 se SEQ ID NO:26, 104, 44, 53, 62 a 72,

v tomto poradi.

[0121] V nékterych provedenich je humanizovana protilatka anti-IL-36R

fragment protilatky. Razné fragmenty protilatek byly obecné diskutovany

vySe a existuji techniky, které byly vyvinuty pro produkci fragmentu

protilatek. Fragmenty mohou byt odvozeny proteolytickym Stépenim
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intaktnich protilatek (viz napf. Morimoto et al., 1992, Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117; a Brennan et al.,
1985, Science 229:81). Alternativné mohou byt fragmenty produkovany
pfimo v rekombinantnich hostitelskych bunkach. Napfiklad fragmenty
Fab’-SH mohou byt pfimo ziskany z E. coli a chemicky spojeny za vzniku
fragmentd F(ab’), (viz napf. Carter et al., 1992, Bio/Technology 10:163-
167). Podle jiného pfistupu, fragmenty F(ab’), mohou byt izolovany pfimo
z kultury rekombinantni hostitelské buriky. Odbornikovi v oboru budou
zfejmé dalSi techniky produkce fragmentu protilatek. V souladu s tim v
jednom aspektu predkladany vynalez poskytuje fragmenty protilatek
obsahujici jednu z kombinaci variabilnich oblasti lehkého fetézce a
variabilnich oblasti tézkého fetézce, obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 80 a SEQ ID NO: 87, 88 nebo popf. 89.

[0122] Néktera provedeni zahrnuji fragment F(ab’) humanizované
protilatky anti-IL-36R obsahujici sekvenci lehkého fetézce SEQ ID NO:
118 v kombinaci se sekvenci tézkého fetézce SEQ ID NO: 125, 126 nebo
127. Takova provedeni mohou zahrnovat intaktni protilatku obsahujici
takovy F(ab’)s.

[0123] V nékterych provedenich protilatka nebo fragment protilatky
obsahuje konstantni oblast, ktera zprostfedkuje efektorovou funkci.
Konstantni oblast muze poskytovat reakce na protilatce zavislé bunééné
cytotoxicity (ADCC), na protilatce zavislé bunécné fagocytézy (ADCP)
a/nebo na komplementu zavislé cytotoxicity (CDC) proti cilové burice
exprimujici IL-36R. Efektorovou doménou (doménami) muze byt

napfiklad oblast Fc molekuly Ig.

[0124] Efektorova doména protilatky mGze byt z jakychkoli vhodnych
druhu obratlovecl a izotypl. Izotypy riznych zivociSnych druhl se liSi ve
schopnostech zprostfedkovat efektorové funkce. Napfiklad schopnost
lidského imunoglobulinu zprostfedkovat CDC a ADCC/ADCP je obecné v
pofadi IgM=IgG=IgG3>1gG2>1gGy , resp 1gG1=1gGs>1gG2/IgM/IgG4. MySi
imunoglobuliny zprostfedkovavaji CDC a ADCC/ADCP obecné v pofadi
mySi 1gM=IgG3>>1gGop>19G2a>>1gG1, resp. 19Gap>1gGoa>lgGi>>1gGs. V
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dalSim pfikladu mySi 1gG2, zprostiedkuje ADCC, zatimco oba mysSi IgG2,
i IgM zprostredkuji CDC.

Modifikace protilatek

[0125] Humanizované protilatky a €inidla anti-IL-86R mohou zahrnovat
modifikace humanizované protilatky anti-IL-36R nebo jejiho fragmentu
vazajiciho antigen. Napfiklad muze byt Zadouci modifikovat protilatku s
ohledem na efektorovou funkci, aby se zvyS$ila ucinnost protilatky pfi
léCeni zhoubnych nadorl. Jednou takovou modifikaci je zavedeni
cysteinového zbytku (zbytkd) do oblasti Fc, ¢imz se v této oblasti umozni
vytvofeni disulfidové vazby mezi fetézci. Takto vytvofena homodimerni
protilatka maze mit zlepSenou internalizacni schopnost a/nebo zvy$ené
zabijeni bunék zprostfedkované komplementem a/nebo na protilatce
zavislou bunécénou cytotoxicitu (ADCC). Viz napfiklad Caron et al., 1992,
J. Exp Med. 176: 1191-1195; a Shopes, 1992, J. Immunol. 148: 2918-
2922. Homodimerni protilatky se zvySenou protinadorovou aktivitou
mohou byt také pfipraveny za pouziti heterobifunkénich zesitovacich
latek, jak je popsano ve Wolff et al., 1993, Cancer Research 53: 2560-
2565. Alternativné muze byt protilatka zkonstruovana tak, aby
obsahovala dualni oblasti Fc, zvySujici lyzi komplementu a schopnosti
ADCC protilatky. Viz Stevenson et al., 1989, Anti-Cancer Drug Design 3:
219-230.

[0126] Protilatky se zlepSenou schopnosti podporovat ADCC byly
vytvofeny upravou rozlozZeni glykosylace jejich oblasti Fc. To je mozné,
protoze glykosylace protilatky na asparaginovém zbytku, N297 v doméné
Cu2 je zapojena do interakce mezi IgG a Fcy receptory, ktera je
pfedpokladem ADCC. Hostitelské bunécné linie byly inZzenyrsky
zkonstruovany tak, aby exprimovaly protilatky se zménénou glykosylaci,
jako je zvySeny rozdélujici N-acetylglukosamin nebo snizena fukdza.
Snizeni fukézy poskytuje vétsi vylepSeni aktivity ADCC nez zvySeni
pfitomnosti rozdélujiciho N-acetylglukosaminu. Kromé toho je zvySeni
ADCC protilatkami s nizkou fukézou nezavislé na polymorfismu FcyRllla
V/F.
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[0127] Alternativou ke glykosylaénimu inZenyrstvi pro zvySeni ADCC je
modifikace aminokyselinové sekvence oblasti Fc protilatek. Vazebné
misto na lidském IgG pro receptory Fcy bylo uréeno rozsahlou mutaéni
analyzou. To vedlo k vytvofeni humanizované protilatky 1IgG1 s mutacemi
Fc, které zvysSuji vazebnou afinitu pro FcyRllla a zvySuji ADCC in vitro.
Kromé& toho byly ziskany varianty Fc s mnoha rUznymi permutacemi
vazebnych vlastnosti, napf. zlepSenou vazbou ke specifickym
receptorim FcyR s nezménénou nebo snizenou vazbou Kk jinym

receptorim FcyR.

[0128] DalSi aspekt zahrnuje imunokonjugaty obsahujici humanizovanou
protilatku nebo jeji fragmenty konjugované s cytotoxickym cCinidlem, jako
je chemoterapeutické latka, toxin (napf. enzymaticky aktivni toxin
bakterialniho, houbového, rostlinného nebo zivo€isného puvodu, nebo

jejich fragmenty), nebo radioaktivni izotop (tj. radiokonjugat).

[0129] Chemoterapeutické latky pouzitelné pfi vytvafeni takovych
imunokonjugatl byla popsany vySe. Enzymaticky aktivni toxiny a jejich
fragmenty, které mohou byt pouzity k vytvofeni pouzitelnych
imunokonjugatd, zahrnuji fetézec A zasSkrtu A, nevazajici aktivni
fragmenty difterického toxinu, fetézec A exotoxinu (z Pseudomonas
aeruginosa), fetézec A ricinu, fetézec A abrinu, fetézec A modeccinu,
alfa-sarcin, proteiny Aleurites fordii, proteiny dianthinu, proteiny
Phytolaca americana (PAPIl, PAPIl a PAP-S), inhibitor Mamordica
charantia, kurcin, krotin, inhibitor Saponaria officinalis, gelonin,
mitogellin, restriktocin, fenomycin, enomycin, trikoteceny a podobné. Pro
produkci radiokonjugovanych humanizovanych protilatek anti-IL-36R je k
dispozici cela fada radionuklidd. PFiklady zahrnuji 2'2Bi, '3'l, *'v, %y, a
186Re.

[0130] Konjugaty humanizované protilatky anti-IL-36R a cytotoxického
nebo chemoterapeutického ¢inidla mohou byt pfipraveny znamymi
zpUsoby, za pouziti rGznych bifunkénich proteinovych vazebnych latek,
jako je N-sukcinimidyl-3-(2-pyridyldithiol)propionat (SPDP), iminothiolan
(IT), bifunkéni derivaty imidoesterl (jako je dimethyladipimidat HCI),

aktivni estery (jako je disukcinimidyl suberat), aldehydy (jako
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glutaraldehyd), bis-azidoslou€eniny (jako je bis (p-
azidobenzoyl)hexandiamin), bis-diazoniové derivaty (jako je bis-(p-
diazoniumbenzoyl)-ethylendiamin), diisokyanaty (jako je toluen 2,6-
diisokyanat) a bis-aktivni slou€eniny fluoru (jako je 1,5-difluor-2,4-
dinitrobenzen). Napfiklad imunotoxin ricinu muze byt pfipraven jak
popsano v Vitetta et al.,, 1987, Science 238:1098. Kyselina 1-
isothiokyanatobenzyl-3-methyldiethylentriaminpentaoctova znacena
uhlikem-14 (MX-DTPA) je pfikladem chelata¢ni latky pro konjugaci
radionukleotidu s protilatkou. Konjugaty mohou byt také tvofeny

Stépitelnym linkerem.

[0131] Humanizované protilatky anti-IL-36R popsané v tomto dokumentu
mohou byt také formulovany jako imunolipozomy. Lipozomy obsahujici
protilatku se pfipravuji zplisoby znamymi v oboru, jako jsou napfiklad
popsané v Epstein et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688;
Hwang et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030; a US pat. C.
4,485,045 a 4,544,545. Lipozomy, které maji zvySenou dobu v obéhu,
jsou popsany napfiklad v US pat. ¢€. 5,013,556.

[0132] Obzvlasté uzitené lipozomy mohou byt vytvofeny metodou
odpafovani v reverznich fazich s lipidovou smési obsahujici
fosfatidylcholin, cholesterol a PEG-derivatizovany fosfatidylethanolamin
(PEG-PE). Lipozomy jsou extrudovany pfes filtry s definovanou velikosti
poru za vzniku lipozomu s poZzadovanym pramérem. Fragmenty Fab’ zde
popsané protilatky mohou byt konjugovany s lipozomy, jak je popsano v
Martin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257: 286-288, prostfednictvim
disulfidové vyménné reakce. V lipozomu je pfipadné obsazena
chemoterapeutické latka (jako je doxorubicin). Viz napf. Gabizon et al.,
1989, J. National Cancer Inst. 81 (19):1484.

[0133] Protilatky popsané a zvefejnéné v tomto dokumentu mohou byt
také pouzity v postupech ADEPT (Protilatkami fizené enzymové terapie
proléCivy, (Anibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy) konjugaci
protilatky s enzymem aktivujicim prolécivo, ktery pfevadi prolé€ivo (napf.
peptidyl-chemoterapeutickou latku), na aktivni protinadorovy lék. Viz
napfiklad WO 81/01145, WO 88/07378, a US pat. & 4,975,278.
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Enzymaticka slozka imunokonjugatu pouzitelného pro ADEPT je enzym
schopny pusobit na prolé€ivo takovym zplsobem, aby ho pfevedl| na jeho
aktivnéjsi, cytotoxickou formu. Specifické enzymy, které jsou pouzitelné v
ADEPT, zahrnuji, bez omezeni, alkalickou fosfatdzu pro pfeménu
proléCiv obsahujicich fosfaty na volna léCiva; arylsulfatazu pro pfeménu
prekurzorll obsahujicich sulfat na volna IéCiva; cytosindeaminazu pro
pfeménu netoxického 5-fluorocytosinu na protinadorové Iécivo, 5-
fluorouracil; proteazy, jako je proteaza serratia, termolysin, subtilisin,
karboxypeptidazy a katepsiny (jako jsou katepsiny B a L), pro pfeménu
proléCiv obsahujicich peptid na volna |éCiva; D-alanylkarboxypeptidazy,
pro konverzi proléCiv obsahujicich D-aminokyselinové substituenty;
enzymy Stépici sacharidy, jako je p-galaktosidaza a neuraminidaza, pro
pfeménu glykosylovanych proléCiv na volna l|éCiva; B-laktamaza pro
pfeménu |éCiv derivatizovanych B-laktamy na volna IéCiva; a penicilin
amidazy, jako je penicilin V amidaza nebo penicilin G amidaza, pro
konverzi |éCiv derivatizovanych na jejich aminovych dusicich
fenoxyacetylovymi nebo fenylacetylovymi skupinami na volna IéCiva.
Alternativné mohou byt pouzity k pfeméné proléCiv na volna aktivni
|éCiva protilatky, které maji enzymatickou aktivitu (,abzymy®), (viz
napriklad Massey, 1987, Nature 328: 457-458). Konjugaty protilatka-
abzym mohou byt pfipraveny znamymi zpusoby pro dodavani abzymu do
populace nadorovych bunék, napfiklad kovalentni vazbou enzymu na
humanizovanou protilatku anti-IL-36R/heterobifunkéni zesitujici latky
diskutované vyse. Alternativné mohou byt fuzni proteiny obsahujici
alespon oblast vazajici antigen protilatky popsané v tomto dokumentu
navazané na alespon funkéné aktivni ¢ast enzymu, jak je popsano vyse,
konstruovany pomoci technik rekombinantni DNA (viz napf. Neuberger et
al., 1984, Nature 312: 604-608).

[0134] V urCitych provedenich muze byt Zzadouci pouzit napfiklad
fragment humanizované protilatky anti-IL-36R, spiSe nez intaktni
protilatku, ke zvySeni penetrace tkané. Mize byt zadouci modifikovat
fragment protilatky, aby se zvySil jeho poloCas v séru. Toho Ize

dosahnout napfiklad inkorporaci do fragmentu protilatky epitopu
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vazajiciho salvage receptor. V jednom zpusobu muze byt pfislusna
oblast fragmentu protilatky zménéna (napf. mutovéana) nebo mize byt
epitop zacClenén do peptidové znacky, ktera je pak fuzovana s
fragmentem protilatky na jakémkoli konci nebo uprostied, napfiklad

pomoci DNA nebo peptidové syntézy, viz napf. WO 96/32478.

[0135] V dalSich provedenich jsou také zahrnuty kovalentni modifikace
humanizované protilatky anti-IL-36R. Kovalentni modifikace zahrnuji
modifikaci cysteinylovych zbytkd, histidylovych zbytkd, lysinylovych a
amino-koncovych zbytkl, arginylovych zbytkl, tyrosylovych zbytkd,
karboxylovych postrannich skupin (aspartylové nebo glutamylové),
glutaminylovych a asparaginylovych zbytki nebo serylovych nebo
threonylovych zbytku. Jiny typ kovalentni modifikace zahrnuje chemickou
nebo enzymatickou vazbu glykosidd na protilatku. Takové modifikace
mohou byt provedeny chemickou syntézou nebo enzymatickym nebo
chemickym S&tépenim protilatky, pokud je to pouZitelné. Jiné typy
kovalentnich modifikaci protilatky mohou byt zavedeny do molekuly
reakci cilenych aminokyselinovych zbytk( protilatky s organickym
derivatizaCnim Cinidlem, které je schopné reagovat s vybranymi

postrannimi fetézci nebo amino- nebo karboxykoncovymi zbytky.

[0136] Odstranéni jakychkoli uhlovodikovych skupin pfitomnych na
protilatce muze byt provedeno chemicky nebo enzymaticky. Chemicka
deglykosylace je popsana v Hakimuddin et al., 1987, Arch. Biochem.
Biophys. 259:52 a autory Edge et al., 1981, Anal. Biochem., 118:131.
Enzymatického Stépeni sacharidovych skupin na protilatkach Ize
dosahnout pouzitim riznych endo- a exoglykosidaz, jak je popsano v
Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol 138:350.

[0137] Jiny typ pouzitelné kovalentni modifikace zahrnuje navazani
protilatky k jednomu 2z Fady neproteinovych polymerd, napf.
polyethylenglykolu, polypropylenglykolu nebo polyoxyalkylentm,
zpUsobem uvedenym v jednom nebo vice z US pat. &. 4,640,835, US pat.
¢. 4,496,689, US pat. ¢&. 4,301,144, US pat. ¢. 4,670,417, US pat. C.
4,791,192 a US pat. €. 4,179,337.
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Humanizace a varianty aminokyselinovych sekvenci

[0138] Varianty aminokyselinové sekvence protilatky anti-IL-36R mohou
byt pfipraveny zavedenim vhodnych nukleotidovych zmén do DNA
protilatky anti-IL-36R nebo syntézou peptidid. Takové varianty zahrnuiji
napfiklad delece z a/nebo inzerce do a/nebo substituce zbytkld v
aminokyselinovych sekvencich protilatek anti-IL-36R z pfikladd zde
uvedenych. POro dosazeni kone¢ného konstruktu je provedena jakakoli
kombinace deleci, inzerci a substituci, za prfedpokladu, Ze finalni
konstrukt ma pozadované charakteristiky. Aminokyselinové zmény
mohou také zménit posttranslacni procesy humanizované nebo variantni
protilatky anti-IL-36R, jako je zména poctu nebo polohy glykosylacnich

mist.

[0139] Pouzitelny zpusob identifikace ur€itych zbytkl nebo oblasti
protilatky anti-IL-36R, které jsou vyhodnymi misty pro mutagenezi, se
nazyva “alaninova skenovaci mutageneze®, jak je popsano v
Cunningham and Wells (Science, 244: 1081-1085 (1989))). Zde je
identifikovan zbytek nebo skupina cilovych zbytk( (napf. nabité zbytky
jako arg, asp, his, lys a glu), a jsou nahrazeny neutralni nebo zaporné
nabitou aminokyselinou (obvykle alanin), aby se ovlivnila interakce
aminokyselin s antigenem IL-36R. Ta mista aminokyselin, ktera prokazuji
funkéni citlivost na substituce, se pak zpfesni zavedenim dalSich nebo
jinych variant na mista substituce nebo za mista substituce. Zatimco
misto pro zavedeni variace aminokyselinové sekvence je tedy pfedem
uréeno, povaha mutace sama o sobé nemusi byt pfedem stanovena.
Napfiklad za u€elem analyzy chovani mutace v daném misté se provadi
v cilovém kodonu nebo oblasti alaninové skenovani nebo nahodna
mutageneze, a exprimované varianty protilatek anti-IL-36R se podrobi

screeningu na pozadovanou aktivitu.

[0140] Inzerce aminokyselinovych sekvenci zahrnuji amino- a/nebo
karboxykoncové fuze v délce od jednoho =zbytku po polypeptidu
obsahujicich sto nebo vice zbytkl, stejné jako intrasekvenéni inzerce
jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytk. Pfiklady terminalnich

inzerci zahrnuji protilatku anti-IL-36R fuzovanou s epitopovou znackou.
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Jiné inzercni varianty molekuly protilatky anti-IL-36R zahrnuji fuzi
enzymu nebo polypeptidu na N- nebo C-konec protilatky anti-IL-36R, coz

zvySuje polocas protilatky v séru.

[0141] Jinym typem varianty je varianta substituce aminokyseliny. Tyto
varianty maji alespon jeden aminokyselinovy zbytek v molekule protilatky
anti-IL-36R odstranén, a na jeho misto je vloZen jiny zbytek. Mista
nejvétSiho zajmu pro substitucni mutagenezi zahrnuji hypervariabilni
oblasti, ale uvazuje se také o zménach FR. Konzervativni substituce jsou
uvedeny v tabulce 5 pod hlavickou “preferované substituce®. Pokud
takové substituce vedou ke zméné biologické aktivity, pak mohou byt
zavedeny podstatnéjSi zmény, oznaCované jako “pfikladné substituce®,
nebo jak je dale popsano s odkazem na tfidy aminokyselin, a produkty

mohou byt podrobeny screeningu.

TABULKA C:

Pavodni zbytek Pfikladné substituce Preferované substituce
Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gin; his; asp, lys; arg gin
Asp (D) glu; asn glu
Cys (C) ser; ala ser
Gin (Q) asn; glu asn
Glu (E) asp; gln asp
Gly (G) ala ala
His (H) arg; asn; gin; lys; arg
llie (1) leu; val; met; ala; phe; norleucin leu
Leu (L) ile; norleucin; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe;ile leu
Phe (F) tyr; leu; val; ile; ala; tyr

Pro (P) ala ala
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Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) phe;trp; thr; ser phe
Val (V) leu; ile; met; phe ala; norleucin; leu

[0142] V proteinové chemii se obecné uznava, Ze biologické vlastnosti
protilatky Ize dosahnout vybérem substituci, které se vyrazné liSi svym
u€inkem na udrzeni (a) struktury hlavniho fetézce polypeptidu v oblasti
substituce, napfiklad jako list nebo helikalni konformace, (b) naboje nebo
hydrofobnosti molekuly v cilovém misté nebo (c) objemu postranniho
fetézce. Pfirozené se vyskytujici zbytky jsou rozdéleny do skupin na

zakladé spolecnych vlastnosti postranniho fetézce:

(1) hydrofobni: norleucin, met, ala, val, leu, ile;

(2) neutralni hydrofilni: cys, ser, thr;

(3) kyselé: asp, glu;

(4) bazické: asn, gin, his, lys, arg;

(5) zbytky, které ovliviuji orientaci fetézce: gly, pro; a

(6) aromatickeé: trp, tyr, phe.

[0143] Nekonzervativni substituce budou vyzadovat vyménu c&lena jedné
z téchto tfid za jinou tfidu.

[0144] Jakykoli cysteinovy zbytek, ktery se nepodili na udrzovani
spravné konformace humanizované nebo variantni protilatky anti-IL-36R,
muize byt také substituovan, obecné serinem, za ucelem zlepSeni
oxidacni stability molekuly, zabranéni odchylného zesiténi, nebo
zajisténi ustavenych bodl konjugace na cytotoxickou nebo cytostatickou

slou€eninu. Naopak, cysteinova vazba (vazby) mohou byt k protilatce
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pfidany, aby se zlepSila jeji stabilita (zejména pokud protilatka je

fragment protilatky, jako je fragment Fv).

[0145] Typ substitucni varianty zahrnuje substituci jednoho nebo vice
zbytk( hypervariabilni oblasti vychozi protilatky (napf. humanizované
nebo lidské protilatky). Vysledna varianta (varianty) vybrané pro dalSi
vyvoj budou mit obecné lepSi biologické vlastnosti ve srovnani s vychozi
protilatkou, ze které jsou generovany. Vyhodnym zplsobem generovani
takovych substitu¢nich variant je afinitni zrani (maturace) pomoci
prezentace na fagu. Stru¢né fe€eno, nékolik mist hypervariabilni oblasti
(napf. 6 az 7 mist) je mutovano za ucelem generovani vSech mozZnych
substituci aminoskupin v kazdém misté. Takto vytvofené varianty
protilatek jsou prezentovany monovalentnim zpusobem =z ({astic
vlaknitych fagl jako fuze s produktem genu Il M13 sbalovanym v kazdé
Castici. Varianty prezentované na fagu jsou poté testovany screeningem
na jejich biologickou aktivitu (napf. vazebnou afinitu). Za ucelem
identifikace kandidatnich mist hypervariabilni oblasti pro modifikaci Ize
provést alaninovou skenovaci mutagenezi pro identifikaci zbytku
hypervariabilni oblasti, které vyznamné pfispivaji k vazbé antigenu.
Alternativné nebo navic muze byt vyhodné analyzovat krystalovou
strukturu komplexu antigen-protilatka pro identifikaci kontaktnich bodu
mezi protilatkou a lidskym IL-36R. Takové kontaktni zbytky a sousedni
zbytky jsou kandidaty na substituci podle zde popsanych technik.
Jakmile jsou takové varianty vygenerovany, panel variant je podroben
screeningu, jak je zde popsano, a protilatky s vynikajicimi vlastnostmi v
jednom nebo vice relevantnich testech mohou byt vybrany pro dalSi
VYVOj.

[0146] Jiny typ aminokyselinové varianty protilatky méni puvodni
rozlozeni glykosylace protilatky. “Zménou” se rozumi odstranéni jedné
nebo vice uhlovodikovych skupin nachazejicich se v protilatce a/nebo
pfidani jednoho nebo vice mist glykosylace, ktera v protilatce nejsou

pfitomna.

[0147] V nékterych provedenich mlze byt zadouci modifikovat protilatky

podle vynalezu tak, aby byla pfidana glykosylacni mista. Glykosylace
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protilatek je typicky bud N-vazana nebo O-vazana. N-vazany znamena
pfipojeni uhlovodikové skupiny k postrannimu fetézci asparaginového
zbytku. Tripeptidové sekvence asparagin-X-serin a asparagin-X-threonin,
kde X je jakakoli aminokyselina s vyjimkou prolinu, jsou rozpoznavacimi
sekvencemi pro enzymatické navazani sacharidové Casti na postranni
fetézec asparaginu. Pfitomnost jedné z téchto tripeptidovych sekvenci v
polypeptidu tedy vytvafi potencialni glykosylacni misto. O-vazana
glykosylace oznacuje pfipojeni jednoho z cukri N-acetylgalaktosaminu,
galaktdézy nebo xylézy k hydroxyaminokyseliné, nejCastéji serinu nebo
threoninu, ackoliv Ize také pouzit 5-hydroxyprolin nebo 5-hydroxylysin.
Aby se tedy dany protein, napf. protilatka glykosyloval, je
aminokyselinova sekvence tohoto proteinu upravena tak, aby obsahovala
jednu nebo vice vySe popsanych tripeptidovych sekvenci (pro N-vazana
glykosylaéni mista). Zména muze byt také provedena adici nebo
substituci jednoho nebo vice serinovych nebo threoninovych zbytkd k

sekvenci puvodni protilatky (pro O-vazana glykosylacni mista).

[0148] Molekuly nukleové kyseliny kédujici varianty aminokyselinové
sekvence protilatky anti-IL-36R se pfipravuji fadou metod znamych v
oboru. Tyto metody zahrnuji, ale nejsou omezeny na uvedené, izolaci z
pfirodniho zdroje (v pfipadé pfirozené se vyskytujicich variant
aminokyselinovych sekvenci) nebo pfipravu  oligonukleotidem
zprostfedkovanou (nebo mistné zaméfenou) mutagenezi, PCR
mutagenezi a kazetovou mutagenezi dfive pfipravené variantni nebo

nevariantni verze protilatky anti-IL-36R.

Polynukleotidy, vektory, hostitelské bunky a rekombinantni metody

[0149] DalSi provedeni zahrnuiji izolované polynukleotidy, které obsahuji
sekvenci kodujici humanizovanou protilatku anti-IL-36R, vektory a
hostitelské buriky obsahujici tyto polynukleotidy, a rekombinantni
techniky pro produkci humanizované protilatky. lzolované polynukleotidy
mohou kdédovat jakoukoli pozadovanou formu protilatky anti-IL-36R,

zahrnujici napfiklad monoklonalni protilatky plné délky, fragmenty Fab,
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Fab’, F(ab’). a Fv, diabody, linearni protilatky, jednofetézcové molekuly

protilatek a multispecifické protilatky vytvofené z fragmentl protilatek.

[0150] Néktera provedeni zahrnuji izolované polynukleotidy obsahujici
sekvence, které koduji variabilni oblast lehkého fetézce protilatky nebo
fragment protilatky, které maji aminokyselinovou sekvenci kterékoli ze
SEQ ID NO: 80, a variabilni oblast téZkého fetézce protilatky nebo
fragment protilatky, které maji aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
87-89. Néktera provedeni zahrnuji izolované polynukleotidy obsahujici
sekvence, které koduji lehky fetézec protilatky, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci kterékoli ze SEQ ID NO: 118 a tézky fetézec

protilatky, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 125-127.

[0151] V jednom aspektu izolovana polynukleotidova sekvence
(polynukleotidové sekvence) kéduji protilatku nebo fragment protilatky,
které maji lehky fetézec a variabilni oblast téZkého fetézce obsahujici
aminokyselinové sekvence SEQ ID NO: 118, resp. SEQ ID NO: 126;
SEQ ID NO: 118, resp. SEQ ID NO: 127; nebo SEQ ID NO: 118 a SEQ
ID NO: 125.

[0152] Polynukleotid (polynukleotidy), které obsahuji sekvenci kddujici
humanizovanou protilatku anti-IL-36R nebo jeji fragment nebo fetézec,
mohou byt fuzovany s jednou nebo vice regulaénich nebo kontrolnich
sekvenci, jak je znamo v oboru, a mohou byt obsazeny ve vhodnych
expresnich vektorech nebo hostitelskych bunkach znamych v oboru.
Kazda z polynukleotidovych molekul kodujicich variabilni domény
tézkého nebo lehkého fetézce muze byt nezavisle fazovana s
polynukleotidovou sekvenci kédujici konstantni doménu, jako lidskou
konstantni doménu, coZz umoznuje produkci intaktnich protilatek.
Alternativné mohou byt spolu fuzovany polynukleotidy nebo jejich ¢asti,

coz poskytuje templat pro produkci jednofetézcové protilatky.

[0153] Pro rekombinantni produkci je polynukleotid kédujici protilatku
vloZen do replikovatelného vektoru pro klonovani (amplifikaci DNA) nebo
pro expresi. K dispozici je mnoho vhodnych vektord pro expresi
rekombinantni protilatky. Slozky vektoru obecné zahrnuji, bez omezeni,

jednu nebo vice z nasledujicich: signalni sekvence, pocCatek replikace,
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jeden nebo vice markerovych genu, enhancerovy prvek, promotor a

terminacCni sekvence transkripce.

[0154] Humanizované protilatky anti-IL-36R mohou byt také produkovany
jako fuzni polypeptidy, ve kterych je protilatka fuzovana s heterolognim
polypeptidem, jako je signalni sekvence nebo jiny polypeptid, ktery ma
specifické misto Stépeni na aminokonci zralého proteinu nebo
polypeptidu. Vybrana heterologni signalni sekvence je typicky ta, ktera je
hostitelskou bufkou rozpoznavana a zpracovavana (tj. Stépena signalni
peptidazou). Pro prokaryotni hostitelské buriky, které nerozpoznavaji a
nezpracovavaji humanizovanou signalni sekvenci protilatky anti-IL-36R,
muaze byt signalni sekvence nahrazena prokaryotni signalni sekvenci.
Signalni sekvence muze byt napfiklad alkalicka fosfataza, penicilinaza,
lipoprotein, tepelné stabilni vedouci sekvence enterotoxinu |l a podobné.
Pro sekreci kvasinek muze byt nativni signalni sekvence nahrazena
napfiklad vedouci sekvenci ziskanou z alfa-faktoru invertazy kvasinek
(v€etné vedoucich sekvenci a-faktoru Saccharomyces a Kluyveromyces),
kyselé fosfatazy, glukosamylazy C. albicans nebo signalem popsanym ve
WO090/13646. V savCich bunkach Ize pouzit sav€i signalni sekvence
stejné jako virové sekreCni vedouci sekvence, napfiklad signal gD
herpes simplex. DNA pro takovou prekurzorovou oblast je ligovana ve

¢tecim ramci k DNA kodujici humanizovanou protilatku anti-1L-36R.

[0155] Expresni a klonovaci vektory obsahuji sekvenci nukleovych
kyselin, ktera umoZzZnuje vektoru replikovat se v jedné nebo vice
vybranych hostitelskych bunkach. Obecné je v klonovacich vektorech
tato sekvence takova, ktera umoznuje vektoru replikovat se nezavisle na
hostitelské chromozomalni DNA, a zahrnuje pocatky replikace nebo
autonomné se replikujici sekvence. Takové sekvence jsou dobfe znamy
pro ruzné bakterie, kvasinky a viry. PocCatek replikace z plazmidu
pBR322 je vhodny pro vétSinu gramnegativnich bakterii, 2-u plasmidovy
poCatek je vhodny pro kvasinky, a rizné virové puvody (SV40, polyoma,
adenovirus, VSV a BPV) jsou pouzitelné pro klonovani vektort v savcich

bufkach. Obecné neni slozka pocatku replikace u savCich expresnich
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vektorl potfebna (poCatek SV40 Ize obvykle pouzit pouze proto, Ze

obsahuje rany promotor).

[0156] Expresni a klonovaci vektory mohou obsahovat gen, ktery koduje
selektovatelny marker pro usnadnéni identifikace exprese. Typické
selektovatelné markerové geny koduji proteiny, které propujcuji
rezistenci na antibiotika nebo jiné toxiny, napf. ampicilin, neomycin,
methotrexat nebo tetracyklin, nebo alternativné komplementuji auxotrofni
deficity, nebo v jinych alternativach dodavaji specifické Zziviny, které
nejsou pfitomny v komplexnim médiu, napf., gen kodujici D-alanin

racemazu pro Bacilli.

[0157] Jeden pfiklad schématu selekce pouziva léCivo k zastaveni rlstu
hostitelské burnky. Ty buriky, které jsou uspésné transformovany
heterolognim genem, produkuji protein, ktery propujCuje rezistenci vUci
|éklm, a tak prezivaji selekéni rezim. Pfiklady takové dominantni selekce
pouzivaji léky neomycin, kyselina mykofenolovou a hygromycin.
Spole¢né selektovatelné markery pro savC€i bunky jsou takové, které
umoznuji identifikaci bunék kompetentnich k pfijeti nukleové kyseliny
kédujici  humanizovanou protilatku anti-IL-36R, jako je DHFR
(dihydrofolat reduktaza), thymidinkinaza, metalothionein-I a -1l (jako geny
metalothioneinu primatl), adenosindeaminazy, ornitin dekarboxylazy a
podobné. Burnky transformované selekénim genem DHFR se nejprve
identifikuji kultivaci vSech transformantd v kultivaénim médiu, které
obsahuje methotrexat (Mtx), kompetitivnhiho antagonisty DHFR. Vhodnou
hostitelskou burikou, kdyz je pouzit DHFR standardniho typu, je bunécna

s v s, 0 wr

dG44).

[0158] Alternativné mohou byt hostitelské bunky (zejména hostitelé
standardniho typu, které obsahuji endogenni DHFR) transformované
nebo kotransformované sekvencemi DNA koédujicimi protilatku anti-IL-
36R, protein DHFR standardniho typu a dalSi selektovatelné markery,
jako je aminoglykosid 3’-fosfotransferaza (APH)), vybrany bunéénym

rastem v médiu obsahujicim selekéni latku pro selektovatelny marker,
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jako je aminoglykosidové antibiotikum, napf. kanamycin, neomycin nebo
G418, viz napf. US pat. €. 4,965,199.

[0159] Pokud se rekombinantni produkce provadi v kvasinkové bunce
jako hostitelské bunce, lze pouzit jako volitelny marker gen TRP1
pfitomny v kvasinkovém plazmidu YRp7 (Stinchcomb et al., 1979, Nature
282: 39). Gen TRP1 poskytuje selekCni marker pro mutantni kmen
kvasinek postradajici schopnost rust v tryptofanu, napfiklad ATCC ¢&.
44076 nebo PEP4-1 (Jones, 1977, Genetics 85:12). Pfitomnost Iéze trp1
v genomu kvasinkové hostitelské bunky potom poskytuje ucinné
prostfedi pro detekci transformace rlstem v nepfitomnosti tryptofanu.
Podobné jsou kmeny kvasinek s deficitem Leu2p, jako jsou ATCC 20,622

a 38,626, komplementovany znamymi plazmidy nesoucimi gen LEUZ2.

[0160] Pro transformaci kvasinek Kluyveromyces lze dale pouzit vektory
odvozené od 1,6 ym kruhového plasmidu pKD1. Alternativné byl pro K.
lactis ohlaSen expresni systém pro produkci rekombinantniho teleciho
chymosinu ve velkém méfitku (Van den Berg, 1990, Bio/Technology
8:135). Byly také popsany stabilni expresni vektory s vétS§im poctem
kopii pro sekreci zralého rekombinantniho lidského sérového albuminu
pramyslovymi kmeny Kluyveromyces (Fleer et al., 1991, Bio/Technology
9: 968-975).

[0161] Expresni a klonovaci vektory obvykle obsahuji promotor, ktery je
rozpoznavan hostitelskym organismem, a je operativné navazan na
molekulu nukleové kyseliny koédujici protilatku anti-IL-36R nebo jeji
polypeptidovy fetézec. Mezi promotory vhodné pro pouziti s
prokaryotnimi hostiteli patfi promotor phoA, promotorové systémy -
laktamazy a laktdzy, alkalicka fosfatdza, systém promotoru tryptofanu
(trp) a hybridni promotory, jako je promotor tac. Vhodné jsou také jiné
znameé bakterialni promotory. Promotory pro pouziti v bakterialnich
systémech budou také obsahovat Shine-Dalgarnovu (S.D.) sekvenci
operativné spojenou s DNA koédujici humanizovanou protilatku anti-IL-
36R.

[0162] Je znamo mnoho eukaryotnich promotorovych sekvenci.

Prakticky vSechny eukaryotni geny maji oblast bohatou na AT
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lokalizovanou pfiblizné 25 az 30 bazi upstream od mista, kde je
zahajena transkripce. DalSi sekvence nachazejici se 70 az 80 bazi
upstream od zacatku transkripce mnoha genu je oblast CNCAAT, kde N
muUze byt jakykoli nukleotid. Na 3’-konci vétSiny eukaryotnich genu je
sekvence AATAAA, ktera maze byt signalem pro pfidani konce poly A k
3’-konci koédujici sekvence. VSechny tyto sekvence jsou vhodné viozeny

do eukaryotnich expresnich vektoru.

[0163] Pfiklady vhodnych podplarnych sekvenci pro pouziti s
kvasinkovymi hostiteli zahrnuji promotory pro 3-fosfoglyceratkinazu nebo
jiné glykolytické enzymy, jako je enolaza, glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenaza, hexokinaza, pyruvatdekarboxylaza,
fosfofruktokindza, gluk6za-6-fosfatizomeraza, 3- fosfoglyceratmutaza,
pyruvatkinaza, triozafosfatizomeraza, fosfoglukdézaizomeraza a

glukokinaza.

[0164] Indukovatelné promotory maji dalSi vyhodu transkripce fizené
rastovymi podminkami. Patfi sem oblasti kvasinkového promotoru pro
alkoholdehydrogenazu 2, isocytochrom C, kyselou fosfatazu, derivatové
enzymy spojené s metabolismem dusiku, metalothionein, glyceraldehyd-
3-fosfatdehydrogenazu a enzymy odpovédné za vyuZiti maltézy a
galaktézy. Vhodné vektory a promotory pro pouZziti pfi expresi kvasinek
jsou dale popsany v EP 73,657. S kvasinkovymi promotory se také

vyhodné& pouZzivaji kvasinkové enhancery.

[0165] Transkripce humanizované protilatky anti-IL-36R z vektord v
savcCich hostitelskych bunkach je fizena napfiklad promotory ziskanymi z
genomdu viru, jako je polyomavirus, virus drubezich nestovic, adenovirus
(jako je adenovirus 2), hovéziho papillomavirus, virus ptac¢iho sarkomu,
cytomegalovirus, retrovirus, virus hepatitidy-B a opici virus 40 (SV40), z
heterolognich sav€ich promotori, napf. aktinovy promotor nebo
imunoglobulinovy promotoru, nebo z teplem indukovatelnych promotora,
za predpokladu, Ze tyto promotory jsou kompatibilni se systémy
hostitelské buriky.

[0166] Rané a pozdni promotory viru SV40 se obvykle ziskaji jako

restrikéni fragment SV40, ktery také obsahuje virovy pocatek replikace
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SV40. Bezprostiedné rany promotor lidského cytomegaloviru se obvykle
ziska jako restrikéni fragment Hindlll E. Systém pro expresi DNA v
savCich hostitelich vyuzivajicich jako vektor hovézi papillomavirus je
popsan v US pat. & 4,419,446. Upravy tohoto systému jsou popsany v
US pat. €. 4,601,978, viz také Reyes et al., 1982, Nature 297: 598-601,
popisujici expresi cDNA lidského p-interferonu v mySich bunkach pod
kontrolou promotoru thymidinkinazy z viru herpes simplex. Alternativné
lze jako promotor pouzit dlouhou terminalni repetici viru Rousova

sarkomu.

[0167] DalSim pouzitelnym prvkem, ktery lze pouzit v rekombinantnim
expresnim vektoru, je enhancerova sekvence, ktera se pouziva ke
zvy8eni transkripce DNA kédujici humanizovanou protilatku anti-IL-36R
vy§Simi eukaryoty. Ze savCich genl je nyni znamo mnoho
enhancerovych sekvenci (napf. globin, elastaza, albumin, a-fetoprotein a
inzulin). Obvykle se vSak pouziva enhancer z viru eukaryotnich bunék.
Pfiklady zahrnuji enhancer SV40 na pozdni strané pocatku replikace (bp
100-270), enhancer raného promotoru cytomegaloviru, enhancer
polyoma na pozdni strané pocatku replikace, a adenovirové enhancery,
viz také Yaniv, 1982, Nature 297: 17-18 pro popis zesilujicich prvkl pro
aktivaci eukaryotnich promotorld. Enhancer mulze byt sestfizen do
vektoru v poloze 5’ nebo 3’ vzhledem k sekvenci kédujici humanizovanou

protilatku anti-IL-36R, ale je vyhodné& umistén v misté 5od promotoru.

[0168] Expresni vektory pouzivané v eukaryotnich hostitelskych bunkach
(kvasinky, houby, hmyz, rostliny, zivoc€isné, lidské nebo nukleované
burfiky z jinych mnohobuné&nych organismu) mohou také obsahovat
sekvence nezbytné pro ukonceni transkripce a pro stabilizaci mRNA.
Takové sekvence jsou bézné dostupné z 5, a pfilezitostné 3’
neprekladanych oblasti eukaryotnich nebo virovych DNA nebo cDNA.
Tyto oblasti obsahuji nukleotidové segmenty transkribované jako
polyadenylované fragmenty v nepfekladané ¢&asti mRNA kodujici
protilatku anti-IL-36R. Jednou pouZzitelnou komponentou pro trminaci
transkripce je polyadenylaéni oblast bovinniho rlstového hormonu, viz

WQ094/11026 a zde popsany expresni vektor. V nékterych provedenich
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mohou byt humanizované protilatky anti-IL-36R exprimovany pomoci
systému CHEF. (Viz napf. US pat. €. 5,888,809)

[0169] Vhodné hostitelské bunky pro klonovani nebo expresi DNA ve
vektorech zde uvedenych jsou prokaryontni, kvasinkové nebo vySSi
eukaryotni bunky popsané vySe. Mezi vhodné prokaryoty pro tento ucel
patfi eubakterie, jako jsou gramnegativni nebo grampozitivni organismy,
napfiklad Enterobacteriaceae, jako je Escherichia, napf. E. coli,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, napf. Salmonella
typhimurium, Serratia, napf. Serratia marcescans a Shigella, stejné jako
Bacilli, jako je B. subtilis a B. licheniformis (napf. B. licheniformis 41 P
popsany v DD 266,710 zvefejnéné 12.4.1989), Pseudomonas, jako je P.
aeruginosa a Streptomyces. Jednim vyhodnym klonovacim hostitelem E.
coli je E. coli 294 (ATCC 31,446), ackoli jsou vhodné i jiné kmeny, jako je
E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31,537) a E. coli W3110 (ATCC 27,325).

Tyto pfiklady jsou spiSe ilustrativni nez omezujici.

[0170] Kromé& prokaryot jsou vhodnymi klonovacimi nebo expresnimi
hostiteli pro humanizované vektory kodujici protilatky anti-IL-36 také
eukaryotni mikroby, jako jsou vlaknité houby nebo kvasinky.
Saccharomyces cerevisiae neboli béZzné pekafské kvasnice jsou
nejCastéji pouzivany mezi niZzSimi eukaryotnimi  hostitelskymi
mikroorganismy. V tomto dokumentu je vSak bézné dostupnych a
pouzitelnych mnoho dalSich rodd, druhd a kmenl, jako je
Schizosaccharomyces pombe; hostitelé Kluyveromyces jako napf. K.
lactis, K. fragilis (ATCC 12 424), K. bulgaricus (ATCC 16 045), K.
wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC 56 500), K. drosophilarum
(ATCC 36 906) K. K. thermotolerans a K. marxianus; Yarrowia (EP
402,226); Pichia pastoris (EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia
(EP 244,234); Neurospora  crassa; Schwanniomyces  jako
Schwanniomyces occidentalis; a vlaknité houby, jako napfiklad hostitelé
Neurospora, Penicillium, Tolypocladium a Aspergillus, jako jsou A.
nidulans a A. niger.

[0171] Vhodné  hostitelské  bufiky pro expresi glykosylované
humanizované protilatky anti-IL-36R jsou odvozeny od mnohobunécénych
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organismu. PFiklady bunék bezobratlych zahrnuji rostlinné a hmyzi
buniky, vcetné napf. Cetnych bakulovirovych kmenl a variant a
odpovidajicich permisivnich hmyzich hostitelskych bunék z hostiteld,
jako je Spodoptera frugiperda (housenka), Aedes aegypti (komar), Aedes
albopictus (komar), Drosophila melanogaster (ovocna muska) a Bombyx
mori (bourec morusovy). Vefejné je k dispozici fada virovych kmenu pro
transfekci, napf. varianta L-1 Autographa californica NPV a kmen Bm-5
NPV Bombyx mori, a takové viry mohou byt pouzity, zejména pro

transfekci bunék Spodoptera frugiperda.

[0172] Jako hostitelé mohou byt také pouzity rostlinné bunééné kultury

baviny, kukufice, brambor, sdji, petunie, rajCat a tabaku.

[0173] V dalS§im aspektu je exprese humanizované anti-IL-36R
provadéna v burikach obratlovcl. Pomnozeni bunék obratlovcl v kultufe
(tkanova kultura) se stalo rutinnim postupem, a techniky jsou Siroce
dostupné. Pfiklady pouzitelnych sav€ich hostitelskych bunécnych linii
jsou linie opicich ledvin CV1 transformované SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651), linie lidskych embryonalnich ledvin (bunky 293 nebo 293
subklonované pro rast v suspenzni kultufe, (Graham et al., 1977, J. Gen
Virol. 36: 59), ledvinové bunky mladat kieCcka (BHK, ATCC CCL 10),
ovarialni burniky c¢inského kfecka/-DHFR1 (CHO, Urlaub et al., 1980,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216; napf. DG44), mySi Sertoliho buriky
(TM4, Mather, 1980, Biol. Reprod. 23: 243-251), ledvinové bunky opice
(CV1 ATCC CCL 70), ledvinové bunky koCkodana zelaného (VERO-76,
ATCC CRL-1587), bunky lidského karcinomu délozniho hrdla (HELA,
ATCC CCL 2), psi ledvinové bunky (MDCK, ATCC CCL 34) , jaterni
bunky potkana Buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442), lidské plicni bunky
(W138, ATCC CCL 75), lidské jaterni bunky (Hep G2, HB 8065), mysi
nador mlé¢né Zlazy (MMT 060562, ATCC CCL51), buniky TR1 (Mather et
al., 1982, Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68), buniky MRC 5, burnky FS4
a linie lidského hepatomu (Hep G2).

[0174] Hostitelské buriky jsou transformovany vySe popsanymi
expresnimi nebo klonovacimi vektory pro produkci humanizované

protilatky anti-IL-36R a kultivovany v konvenénim ZzZivném médiu
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modifikovaném podle potfeby pro indukci promotoru, selekci

transformanttd nebo amplifikaci genli kédujicich pozadované sekvence.

[0175] Hostitelské bunky pouzité k produkci humanizované protilatky
anti-IL-36R popsané v tomto dokumentu mohou byt kultivovany v
raznych médiich. Pro kultivaci hostitelskych bunék jsou vhodna
komeréné dostupna média, jako je Ham’s F10 (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO), minimalni esencialni médium (MEM), (Sigma-Aldrich Co.),
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Co.) a Dulbecco‘'s Modified Eagle‘'s Medium
(DMEM), Sigma-Aldrich Co.) Kromé& toho muze byt pouZito jako
kultivaéni médium pro hostitelské bunky jakékoli médium popsané v
jednom nebo vice z Ham et al., 1979, Meth. Enz. 58: 44, Barnes et al.,
1980, Anal. Biochem. 102: 255, US pat. €. 4,767,704, US pat. ¢.
4,657,866, US pat. ¢ 4,927,762, US pat. ¢. 4,560,655, US pat. C.
5,122,469, WO 90/103430, a WO 87/00195. Kterakoli z téchto médii
mohou byt podle potieby doplnéna hormony a/nebo jinymi rlstovymi
faktory (jako je inzulin, transferrin nebo epidermalni rastovy faktor),
solemi (jako je chlorid sodny, vapnik, hoflik a fosfat), pufry (jako
HEPES), nukleotidy (jako je adenosin a thymidin), antibiotiky (jako je
gentamycin), stopovymi prvky (definované jako anorganické slouceniny
obvykle pfitomné ve finalnich koncentracich v mikromolarnim rozmezi) a
glukézou nebo ekvivalentnim zdrojem energie. Dalsi doplhky mohou byt
také zahrnuty ve vhodnych koncentracich, které by byly znamé
odbornikim v oboru. Kultivaéni podminky, jako je teplota, pH a podobné,
jsou podminky, které byly dfive pouzivany s hostitelskou bunkou

vybranou pro expresi, a budou zfejmé béZnému odbornikovi v oboru.

[0176] Pfi pouziti rekombinantnich technik muze byt protilatka
produkovana intracelularné, v periplazmatickém prostoru nebo pfimo
sekrenovana do média. Pokud je protilatka produkovana intracelularné,
bunky mohou byt jako prvni krok naruseny, aby se uvolnil protein. Zbytky
¢astic, bud hostitelské burnky nebo lyzované fragmenty, mohou byt
odstranény napfiklad odstfedénim nebo ultrafiltraci. Carter et al., 1992,
Bio/Technology 10: 163-167 popisuje postup pro izolaci protilatek, které
jsou sekrenovany do periplazmatického prostoru E. coli. Struéné,
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bunéfna pasta se necha roztat v pfitomnosti octanu sodného (pH 3,5),
EDTA a fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) béhem pfiblizné 30 minut.
Bunécny debris mize byt odstranén odstfedénim. Tam, kde je protilatka
sekrenovana do média, jsou supernatanty z takovych expresnich
systému obecné nejprve zakoncentrovany za pouziti komeréné
dostupného filtru pro koncentraci proteind, napfiklad ultrafiltracni
jednotky Amicon nebo Millipore Pellicon. Inhibitor proteazy, jako je
PMSF, maze byt zahrnut v kterémkoli z pfedchozich krokd pro inhibici
proteolyzy, a mohou byt zahrnuta antibiotika pro zabranéni rlstu
nahodnych kontaminantl. K izolaci protilatky z hostitelské bunky lze

pouzit fadu metod.

[0177] Protilatkova smés pfipravena z bunék muze byt CiSténa napfiklad
pomoci hydroxylapatitové chromatografie, gelové elektroforézy, dialyzy a
afinitni chromatografie, pfiCemz typickou purifikacni technikou je afinitni
chromatografie. Vhodnost proteinu A jako afinitniho ligandu zavisi na
druhu a izotypu jakékoli imunoglobulinové domény Fc, ktera je pfitomna
v protilatce. Protein A Ize pouzit k Cisténi protilatek, které jsou zalozeny
na tézkych fetézcich gama1, gama2 nebo gama4 (viz napf. Lindmark et
al., 1983 J. Immunol. Meth. 62: 1-13). Protein G se doporucCuje pro
vSechny mysi izotypy a pro lidsky gama3 (viz napf. Guss et al., 1986
EMBO J. 5: 1567-1575). Matrice, na které je navazan afinitni ligand, je
nejCastéji agardza, ale jsou dostupné i jiné matrice. Mechanicky stabilni
matrice, jako je sklo ] kontrolovanymi pory nebo
poly(styrendivinyl)benzen, umozniuji rychlejSi pratoky a kratsi doby
zpracovani, nez jaké Ize dosahnout s agarézou. Kde protilatka obsahuje
doménu Cys, pro purifikaci je pouzitelna pryskyfice Bakerbond ABX™ (J.
T. Baker, Phillipsburg, N.J.). Jsou také dostupné dalSi techniky cisténi
protein, jako je frakcionace na iontoméniCové koloné&, srazeni
ethanolem, HPLC s reverznimi fazemi, chromatografie na silikagelu,
chromatografie na heparin SEPHAROSE™, chromatografie na aniontové
nebo kationtoméniCoveé pryskyfici (jako je kolona polyasparagové
kyseliny), chromatograficka fokusace, SDS-PAGE a srazeni siranem

amonnym, v zavislosti na protilatce, ktera ma byt izolovana.
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[0178] Po jakémkoli pfedbé&zném purifikacnim kroku (krocich) muze byt
smés obsahujici protilatku, ktera je pfedmétem zajmu, a kontaminanty,
podrobena chromatografii s hydrofobni interakci s nizkym pH za pouziti
eluéniho pufru pfi pH mezi pfiblizné 2,5-4,5, obvykle provadénou pfi

nizkych koncentracich soli (napf. od pfiblizné 0-0,25M soli).

[0179] V tomto dokumentu jsou také popsany nukleové kyseliny, které
hybridizuji za podminek nizké, stfedni a vysoké stringentnosti, jak je zde
definovano, se vSemi nebo €asti (napf. ¢asti kddujici variabilni oblast)
nukleotidové sekvence predstavovanou izolovanou polynukleotidovou
sekvenci (sekvencemi), které kodujici protilatku nebo fragment protilatky
podle pfedkladaného vynalezu. Hybridiza¢ni ¢ast hybridizujici nukleové
kyseliny je obvykle dlouha alespori 15 (napf. 20, 25, 30 nebo 50)
nukleotidd. Hybridizujici ¢ast hybridizujici nukleové kyseliny je z alespon
80 %, napf. alespon 90 %, alespon 95 % nebo alespon 98 % identicka se
sekvenci ¢asti nebo celé nukleové kyseliny kodujici polypeptid anti-IL. -
36R (napf. variabilni oblast tézkého fetézce nebo lehkého fetézce) nebo
jejim komplementem. Hybridizujici nukleové kyseliny typu popsaného v
tomto dokumentu mohou byt pouzity napfiklad jako klonovaci sonda,

primer, napf. PCR primer, nebo diagnosticka sonda.

Neterapeuticka pouziti

[0180] Protilatky popsané v tomto dokumentu jsou pouzitelné jako
afinitni purifikaéni latky. V tomto procesu jsou protilatky imobilizovany na
pevné fazi, jako je pryskyfice s Proteinem A, za pouziti metod dobfe
znamych v oboru. Imobilizovana protilatka je uvedena do kontaktu se
vzorkem obsahujicim protein IL-36R (nebo jeho fragment), ktery ma byt
Cistén, a poté je nosi¢ promyt vhodnym rozpoustédlem, které odstrani v
podstaté veSkery material ve vzorku kromé proteinu IL-36R, ktery je
vazan na imobilizovanou protilatku. Nakonec se nosi¢ promyje dalSim

vhodnym rozpoustédlem, které uvolni protein IL-36R z protilatky.

[0181] Protilatky anti-IL-36R, napfiklad humanizované protilatky anti-IL-
36R, jsou také pouzitelné v diagnostickych testech k detekci a/nebo
kvantifikaci proteinu IL-36R, napfiklad k detekci exprese IL-36R ve
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specifickych bunkach, tkanich nebo séru. Protilatky anti-IL-86R mohou
byt pouzity diagnosticky napfiklad k monitorovani vyvoje nebo progrese
nemoci jako soucast postupu klinického testovani, napf. stanoveni
ucinnosti daného Ié€ebného a/nebo preventivniho rezimu. Detekce muze
byt usnadnéna spojenim protilatky anti-IL-36R. Pfiklady detekovatelnych
latek zahrnuji rdzné enzymy, prostetické skupiny, fluorescenéni
materialy, luminiscenc¢ni  materialy, bioluminiscenéni  materialy,
radioaktivni materidly, pozitron emitujici kovy vyuzZivajici rdzné
pozitronové emisni tomografie a neradioaktivni paramagnetické kovové
ionty, viz napfiklad US patent ¢ 4,741,900 pro kovové ionty, které
mohou byt konjugovany s protilatkami pro pouziti jako diagnostika podle

pfedkladaného vynalezu.

[0182] Protilatky anti-IL-36R mohou byt pouzity ve zplsobech ex vivo
pro diagnostiku poruchy spojené s IL-36R (napf. porucha
charakterizovana abnormalni expresi IL-36R) nebo ur€eni, zda ma
subjekt zvySené riziko rozvoje poruchy spojené s IL-36R. Tyto zpusoby
zahrnuji kontakt biologického vzorku ze subjektu s protilatkou IL-36R, a
detekci vazby protilatky na IL-36R. “Biologickym vzorkem® se rozumi
jakykoli biologicky vzorek ziskany z jednice, bunécné linie, tkanové
kultury nebo jiného zdroje bunék potencialné exprimujicich IL-36R.
Zpusoby ziskani tkanovych biopsii a télesnych tekutin od savcl jsou v

oboru dobfe znamy.

[0183] V nékterych provedenich mlize zplsob dale zahrnovat porovnani
hladiny IL-36R ve vzorku pacienta s kontrolnim vzorkem (napf. subjekt,
ktery nema poruchu spojenou s IL-36R), aby se ur€ilo, zda ma pacient
poruchu spojenou s IL-36R, nebo je u néj riziko vzniku poruchy spojené s
IL-36R.

[0184] V nékterych provedenich, napfiklad pro diagnostické ucely, bude
vyhodné oznacit protilatku detekovatelnou €asti. K dispozici je mnoho
detekovatelnych znacek, vCetné radioizotopu, fluorescen&nich znacek,
znaCek enzymovych substratll a podobné. Znacka mulze byt nepfimo
konjugovana s protilatkou pomoci rliznych znamych technik. Protilatka

muaze byt napfiklad konjugovana s biotinem a jakakoli ze tfi Sirokych
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kategorii znaCek uvedenych vySe muze byt konjugovana s avidinem
nebo naopak. Biotin se vaze selektivné na avidin, a tak maze byt znacka
konjugovana s protilatkou timto nepfimym zpusobem. Alternativné, pro
dosazeni nepfimé konjugace znacky s protilatkou, mize byt protilatka
konjugovana s malym haptenem (jako je digoxin), a jeden z ruznych typu
znaCek uvedenych vySe je konjugovan s protilatkou proti haptenu (napf.
protilatka proti digoxinu). Lze tak dosahnout nepfimé konjugace znacky s

protilatkou.

[0185] Mezi ptiklady radioizotopovych znadek patti *°S, '“C, '?°I, °H a
81 Protilatka mlze byt znadena radioizotopem za pouZiti technik
popsanych napfiklad v Current Protocols in Immunology, svazky 1 a 2,
1991, Coligen et al., Ed. Wiley-Interscience, New York, N.Y., Pubs.

Radioaktivita maze byt méfena napfiklad scintilaCnim pocitanim.

[0186] Priklady fluorescencnich znacek zahrnuji znacky odvozené od
chelatd vzacnych zemin (chelaty europia) nebo fluorescein a jeho
derivaty, rhodamin a jeho derivaty, dansyl, lissamin, fykoerythrin a Texas
Red. Fluorescenéni znacky lIze konjugovat s protilatkou znamymi
technikami, jako jsou napfiklad techniky popsané v Current Protocols in

Immunology. Fluorescenci Ize kvantifikovat pomoci fluorimetru.

[0187] V oboru jsou znamy rizné dobfe charakterizované znacky enzym-
substrat (pro pfehled viz napf. US pat. €. 4,275,149). Enzym obecné
katalyzuje chemickou zménu chromogenniho substratu, kterou Ize méfit
pomoci rdznych technik. Napfiklad zména muze byt zména barvy v
substratu, ktera maze byt méfena spektrofotometricky. Alternativné muze
enzym zménit fluorescenci nebo chemiluminiscenci substratu. Techniky
pro  kvantifikaci zmény fluorescence jsou popsany vySe.
Chemiluminiscenéni substrat se elektronicky excituje chemickou reakci a
muOze pak emitovat svétlo, které Ize méfit napfiklad pomoci

chemiluminometru, nebo daruje energii fluorescenénimu akceptoru.

[0188] Priklady enzymatickych znalek zahrnuji luciferazy, jako je

luciferdza svétlusky a bakterialni luciferaza (US pat. €. 4,737,456),
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luciferin,  2,3-dihydroftalaziniony, malat dehydrogenaza, ureaza,
peroxidaza, jako je kfenova peroxidaza (HRPO), alkalicka fosfataza, (3-
galaktosidaza, glukoamylaza, Ilysozym, oxidazy sacharidi (jako
glukézaoxidaza, galakt6zaoxidaza, a glukéza-6-fosfatdehydrogenaza),
heterocyklické oxidazy (jako je urikdza a xanthinoxidaza),
laktoperoxidaza, mikroperoxidaza a podobné. Techniky konjugace
enzymu na protilatky jsou popsany napfiklad v publikaci O'Sullivan et al.,
1981, Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for
use in Enzyme Immunoassay, in Methods in Enzym. (J. Langone & H.
Van Vunakis, eds.), Academic press, N.Y., 73: 147-166.

[0189] Pfiklady kombinaci enzym-substrat zahrnuji napfiklad: kfenova
peroxidaza (HRPO) s peroxidem vodiku jako substratem, kde peroxid
vodiku oxiduje prekurzor barviva, jako je ortofenylendiamin (OPD) nebo
3,3’,5,5’-tetramethylbenzidin hydrochlorid (TMB); alkalicka fosfataza (AP)
s para-nitrofenylfosfatem jako chromogennim substratem; a [-D-
gataktosidaza (B-D-Gal) s chromogennim substratem, jako je p-
nitrofenyl-  B-D-galaktosidaza nebo  fluorogenni  substrat 4-

methylumbelliferyl- B-D-galaktosidaza.

[0190] Odbornikim v oboru je k dispozici fada dalSich kombinaci enzym-
substrat. Jejich obecny prehled viz US pat. &. 4,275,149 a US pat. ¢.
4,318,980.

[0191] V dalSim provedeni se humanizovana protilatka anti-IL-86R
pouziva bez znaCeni a detekuje se znacCenou protilatkou, ktera vaze

humanizovanou protilatku anti-IL-36R.

[0192] Protilatky popsané v tomto dokumentu mohou byt pouzity v
jakémkoli znamém testovacim zpulsobu, jako jsou kompetitivni vazebné
testy, pfimé a nepfimé sendviCové testy a imunoprecipitacni testy, viz
napr. Zola, Monoconal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158
(CRC Press, Inc. 1987).

[0193] Protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment vazajici antigen Ize
pouzit k inhibici vazby ligandu k receptoru IL-36. Takové zpusoby

zahrnuji podavani protilatky anti-IL-36R nebo jejiho fragmentu vazajiciho
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antigen do bunky (napf. savc&i bufiky) nebo bunééného prostfedi, ¢imz je
inhibovana signalizace zprostfedkovana receptorem IL-36. Tyto metody
|lze provadét in vitro nebo in vivo. Vyrazem “bunécné prostfedi se
rozumi tkan, meédium nebo extracelularni matrice obklopujici bunku.
Protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment vazajici antigen se podava do
bunééného prostiedi bunky takovym zplUsobem, Ze protilatka nebo
fragment jsou schopny vazat se na molekuly IL-36R mimo buriku a

obklopujici buriku, ¢imz brani vazbé ligandu IL-36 na jeho receptor.
Diagnostické soupravy

[0194] Protilatka anti-IL-36R mlze byt pouzita v diagnostické soupravé,
tj. v zabalené kombinaci reagencii ve pfedem stanovenych mnozstvich s
pokyny pro provedeni diagnostického testu. Pokud je protilatka znaCena
enzymem, muze souprava obsahovat substraty a kofaktory vyZzadované
enzymem, jako je substratovy prekurzor, ktery poskytuje detekovatelny
chromofor nebo fluorofor. Kromé toho mohou byt zahrnuty dalSi pfisady,
jako jsou stabilizatory, pufry (napfiklad blokovaci pufr nebo lyzacni pufr)
a podobné. Relativni mnozstvi riznych latek se mohou Siroce ménit, aby
se zajistily koncentrace v roztoku latek, které podstatné optimalizuji
citlivost testu. Latky mohou byt poskytovany jako suché prasky, obvykle
lyofilizované, v€etné pomocnych latek, které po rozpusténi poskytnou

roztok latky s odpovidajici koncentraci.

Terapeuticka Pouziti

[0195] V dalSim provedeni je zde popsana humanizovana protilatka anti-
IL-36R pouzitelna pfi Ié€eni riznych poruch spojenych s expresi IL-36R,
jak je zde popsano. Humanizovana protilatka anti-IL36R pro pouziti pfi
IéCeni poruchy spojené s IL-36R zahrnuje terapeuticky u¢inné mnozstvi
humanizované protilatky anti-IL-36R, které ma byt podano subjektu, ktery
to potrebuje.

[0196] Humanizovana protilatka anti-IL-36R nebo latka se podava
jakymkoli vhodnym zpldsobem, vetné parenteralnihho, subkutanniho,
intraperitonealniho, intrapulmonalniho a intranazalniho, a pokud je to

zadouci pro lokalni imunosupresivni oSetfeni, intraléznim podanim
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(vCetné perfuze nebo jiného kontaktu S$tépu s protilatkou pfed
transplantaci). Humanizovana protilatka anti-IL-36R nebo cCinidlo mohou
byt podavany napfiklad jako infuze nebo jako bolus. Parenteralni infuze
zahrnuji intramuskularni, intravendzni, intraarterialni, intraperitonealni
nebo subkutanni podani. Humanizovana protilatka anti-IL-36R se dale
vhodné podava pulzni infuzi, zejména pfi klesajicich davkach protilatky.
V jednom aspektu je davkovani podavano injekcemi, nejvyhodnéji
intravenéznimi nebo subkutannimi injekcemi, CasteCné v zavislosti na

tom, zda je podavani kratké nebo chronicke.

[0197] Pro prevenci nebo |éCeni onemocnéni bude pfislusna davka
protilatky zaviset na fadé faktorl, jako je typ onemocnéni, které ma byt
léCeno, jak je definovano vySe, zavaznosti a praibéhu onemocnéni, at uz
je protilatka podavana jako preventivni nebo terapeutické ucely,
pfedchozi terapie, klinickda anamnéza pacienta a odpovéd na protilatku, a
uvazeni oSetfujiciho Iékafe. Protilatka se vhodné podava pacientovi

najednou nebo v prabéhu série oSetfeni.

[0198] V zavislosti na typu a zavaznosti onemocnéni je pocatecni
davkou pro podani pacientovi pfiblizné 1 pg/kg az 20 mg/kg (napf. 0,1-15
mg/kg) protilatky, at uz napfiklad jednim nebo vice samostatnymi
podanimi nebo kontinualni infuzi. Typickd denni davka by se mohla
pohybovat od pfiblizné 1 pg/kg do 100 mg/kg nebo vice, v zavislosti na
vySe uvedenych faktorech. Pro opakovana podavani po dobu nékolika
dnd nebo déle, v zavislosti na stavu, je léCeni udrzovano, dokud
nenastane pozadované potlateni symptomU onemocnéni. Pouzitelné
v8ak mohou byt i jiné davkovaci rezimy. Prubéh této terapie Ize snadno
sledovat konvencnimi technikami a testy. Pfikladem davkovaciho rezimu

je rezim popsany ve WO 94/04188.

[0199] Pojem “potlaCeni“ se zde pouziva ve stejném kontextu jako
“zmirméni“ a “zlepSeni“, coz znamena zmirnéni jedné nebo vice

charakteristik onemocnéni.

[0200] Prostiedek s protilatkou bude formulovan, davkovan a podavan
zpUsobem odpovidajicim dobré Iékafské praxi. Faktory, které je tfeba v

této souvislosti brat v uvahu, zahrnuji konkrétni lé€enou poruchu,
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konkrétniho léCeného savce, klinicky stav jednotlivého pacienta, pfiCinu
poruchy, misto dodani latky, zpusob podani, rozvrhnuti podavani a dalsi
faktory, které jsou odbornikim znamy. “Terapeuticky u&inné mnozstvi®
protilatky, ktera ma byt podavana, se bude takovymi uvahami fidit, a je
minimalnim mnozstvim nezbytnym pro prevenci, zmirnéni nebo léCeni

poruchy spojené s expresi IL-36R.

[0201] Protilatka nemusi byt, ale je volitelné, formulovana s jednim nebo
vice Cinidly v souCasné dobé pouzivanymi k prevenci nebo |éCeni dané
poruchy. U&inné mnozstvi takovych dalSich latek zavisi na mnozstvi
humanizované protilatky anti-IL-36R pfitomné ve formulaci, typu poruchy
nebo |éCeni, a dalSich faktorech diskutovanych vySe. Obvykle se tyto
pouzivaji ve stejnych davkach a zpusoby podavani, jaké byly pouzity

vySe nebo pfiblizné od 1 do 99 % dfive pouzitych davek.

Farmaceutické prostiredky a jejich podavani

[0202] Smés obsahujici latku vazajici IL-36R (napf. protilatku anti-IL-
36R) muze byt podavana subjektu, ktery ma, nebo je u néj riziko
imunologické poruchy, respiraéni poruchy nebo zhoubnych nadoru.
Vynalez dale poskytuje pouziti latky vazajici IL-36R (napf. protilatky anti-
IL-36R) pfi vyrobé IéCiva pro prevenci nebo Ié€eni zhoubnych nadord,
respiracni poruchy nebo imunologické poruchy. Termin “subjekt®, jak je
pouzivan v tomto dokumentu, znamena libovolného savciho pacienta,
kterému muaze byt podavano latka vazajici IL-36R, v€etné napfiklad lidi a
savcu jiného nez lidského puvodu, jako jsou primati, hlodavci a psi. Mezi
subjekty konkrétné urCené k léCeni patfi lidé. Protilatky nebo latky mohou
byt podavany bud samotné nebo v kombinaci s jinymi smésmi pfi
prevenci nebo léCeni imunologické poruchy, respiracni poruchy nebo
zhoubnych nadoru. Takové smési, které mohou byt podavany v
kombinaci s protilatkami nebo latkami, zahrnuji methotrexat (MTX) a

imunomodulatory, napf. protilatky nebo malé molekuly.

[0203] Priklady protilatek pro pouziti v takovych farmaceutickych
prostfedcich jsou ty, které obsahuji protilatku nebo fragment protilatky,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci variabilni oblasti lehkého fetézce
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SEQ ID NO: 80; a aminokyselinovou sekvenci variabilni oblasti tézkého
fetézce podle kterékoli ze SEQ ID NO: 87-89.

[0204] Dalsi pfiklady protilatek pro pouziti v takovych farmaceutickych
prostifedcich jsou také ty, které obsahuji humanizovanou protilatku nebo
fragment protilatky, ktery ma variabilni oblast lehkého fetézce a variabilni
oblast téZkého retézce kterékoli ze SEQ ID NO: 80 a 88, SEQ ID NO: 80
a 89 nebo SEQ ID NO: 80 a 87.

[0205] DalSi pfiklady protilatek pro pouziti v takovych farmaceutickych
prostifedcich jsou také ty, které obsahuji humanizovanou protilatku, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci oblasti lehkého fetézce SEQ ID NO: 118;
a aminokyselinovou sekvenci variabilni oblasti téZkého Fetézce podle
kterékoli ze SEQ ID NO: 125, 126 nebo 127.

[0206] DalSi pfiklady protilatek pro pouziti v takovych farmaceutickych
prostfedcich jsou také ty, které obsahuji protilatku B4, protilatku B5S nebo
protilatku B6.

[0207] Jsou znamy ruzné dodavaci systémy, a lze je pouzit k podavani
vazebné latky IL-36R. ZpUsoby zavedeni zahrnuji, bez omezeni,
intradermalni, intramuskularni, intraperitonealni, intravendzni,
subkutanni, intranazalni, epiduralni a oralni cesty. Vazebné latka IL-36R
muUze byt podavana napfiklad infuzi, bolusem nebo injekci, a muze byt
podavana spole¢né s dalSimi biologicky aktivnimi cinidly, jako jsou
chemoterapeutické latky. Podavani mize byt systémové nebo lokalni. Ve
vyhodnych provedenich se podavani provadi subkutanni injekci.
Formulace pro takové injekce mohou byt pfipraveny napfiklad v
pfedplnénych injekénich stfikackach, které mohou byt podavany jednou
za dva tydny.

[0208] V konkrétnich provedenich je prostfedek obsahujici vazebnou
latku IL-36R podavan injekci, pomoci katétru, pomoci Cipku nebo pomoci
implantatu, pfiCemz implantat je z porézniho, neporézniho nebo
Zelatinového materialu, v€etné membrany, jako je sialasticka membrana
nebo vlakno. Typicky se pfi podavani smési pouzivaji materialy, na které

se protilatka anti-IL-36R nebo €inidlo neabsorbuiji.
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[0209] V dalSich provedenich jsou protilatka anti-IL-36R nebo ¢inidlo
dodany v systému s fizenym uvolfiovanim. V jednom provedeni muze byt
pouzita pumpa (viz napf. Langer, 1990, Science 249: 1527-1533; Sefton,
1989, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwald et al., 1980,
Surgery 88:507; Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med. 321:574). V dalSim
provedeni mohou byt pouzity polymerni materialy, viz napf. Medical
Applications of Controlled Release (Langer and Wise eds., CRC Press,
Boca Raton, Fla., 1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product
Design and Performance (Smolen and Ball eds., Wiley, New York, 1984);
Ranger and Peppas, 1983, Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61,
viz také Levy et al., 1985, Science 228:190; During et al., 1989, Ann.
Neurol. 25:351; Howard et al.,, 1989, J. Neurosurg. 71:105). Dalsi
systémy s fizenym uvolfnovanim jsou diskutovany napfiklad v Langer,
vyse.

[0210] Vazebna latka IL-36R (napf. protilatka anti-IL-36R) muze byt
podavana jako farmaceutické prostiedky obsahujici terapeuticky ucinné
mnozstvi vazebné latky a jednu nebo vice farmaceuticky kompatibilnich

slozek.

[0211] V typickych provedenich je farmaceuticky prostfedek formulovan
v souladu s rutinnimi postupy jako farmaceuticky prostfedek
pfizpusobeny pro intravenézni nebo subkutanni podavani lidem. Typicky
jsou smési pro podavani injekci roztoky ve sterilnim izotonickém vodném
pufru. V pfipadé potfeby muze farmaceuticky prostiedek také obsahovat
solubilizaCni latku a lokalni anestetikum, jako je lignocain, aby zmirnil
bolest v misté injekce. Obecné se slozky dodavaji bud samostatné nebo
ve smési v jednotkové davkové formé, napfiklad jako suchy lyofilizovany
prasek nebo bezvody koncentrat v hermeticky uzaviené nadobé, jako je
ampule nebo sacek, indikujicich mnozstvi ucinné latky. Pokud ma byt
farmaceuticky prostfedek podavan infuzi, maze byt vydan do infuzni
lahve obsahujici sterilni vodu nebo fyziologicky roztok farmaceutické
kvality. Pokud je farmaceuticky prostfedek podavan injekci, mize byt
poskytnuta ampule sterilni vody pro injekce nebo fyziologicky roztok,

takze slozky mohou byt pfed podanim smichany.



10

15

20

25

30

97

[0212] Dale muze byt farmaceuticky prostfedek poskytovan jako
farmaceuticka souprava obsahujici (a) nadobku obsahujici vazebnou
latku IL-36R (napf. protilatku anti-IL-36R) v lyofilizované formé a (b)
druhou nadobku obsahujici farmaceuticky pfijatelnou Fedidlo (napf.
sterilni vodu) pro injekce. Farmaceuticky pfijatelné Ffedidlo muze byt
pouzito pro rekonstituci nebo fedéni lyofilizované protilatky anti-IL-36R
nebo €inidla. Pfipadné muize byt k takové nadobce (nadobkam) pfilozeno
oznameni ve formé predepsané vladni agenturou regulujici vyrobu,
pouziti nebo prodej IéCiv nebo biologickych produktl, které odrazi
schvaleni agentury pro vyrobu, pouziti nebo prodej pro podavani

Clovéku.

[0213] MnoZstvi vazebné latky IL-36R (napf. protilatky anti-IL-36R), které
je uc€inné pfi léCeni nebo prevenci imunologické poruchy nebo
zhoubného nadoru, muze byt stanoveno standardnimi klinickymi
technikami. Kromé& toho mohou byt volitelné pouZity testy in vitro, které
pomohou identifikovat optimalni rozmezi davek. Pfesna davka, ktera ma
byt pouzita ve formulaci, bude také zaviset na cesté podani a stadiu
imunologické poruchy nebo zhoubného nadoru, a méla by byt
rozhodnuta podle Usudku |ékafe a okolnosti kazdého pacienta. Uginné
davky mohou byt extrapolovany z kfivek zavislosti odpovédi na davce

odvozenych z testovacich systému in vitro nebo modeld na zvifatech.

[0214] Obecné je davka protilatky anti-IL-36R nebo vazebné latky IL-36R
podana pacientovi s imunologickou poruchou nebo zhoubnym nadorem
exprimujicim IL-36R typicky pfiblizné 0,1 mg/kg az pfiblizné 100 mg/kg
téla subjektu hmotnost. Davka podavana subjektu je pfiblizné 0,1 mg/kg
az pfiblizné 50 mg/kg, pfiblizné 1 mg/kg az pfiblizné 30 mg/kg, pfiblizné
1 mg/kg az pfiblizné 20 mg/kg, pfiblizné 1 mg/kg az pfiblizné 15 mg/kg

nebo pfiblizné 1 mg/kg az pfiblizné 10 mg/kg télesné hmotnosti subjektu.

[0215] Prikladné davky zahrnuji, ale nejsou omezeny na, od 1 ng/kg do
100 mg/kg. V nékterych provedenich je davka pfiblizné 0,5 mg/kg,
pfiblizné 1 mg/kg, pfiblizné 2 mg/kg, pfiblizné 3 mg/kg, pfiblizné 4 mg/kg,
pfiblizné 5 mg/kg, pfiblizné 6 mg/kg, pfiblizné 7 mg/kg, pfiblizné 8 mg/kg,
pfiblizné 9 mg/kg, priblizné 10 mg/kg, pfiblizné 11 mg/kg, pfiblizné 12
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mg/kg, pfiblizné 13 mg/kg, pfiblizné 14 mg/kg, pfiblizné 15 mg/kg nebo
pfiblizné 16 mg/kg. Davka muze byt podavana napfiklad denné, jednou
za tyden (tydné), dvakrat tydné, tfikrat tydné, ctyfikrat tydné, pétkrat
tydné, Sestkrat tydné, jednou za dva tydny nebo mésicné, kazdé dva
meésice, nebo kazdé tfi mésice. V konkrétnich provedenich je davka
pfiblizné 0,5 mg/kg/tyden, pfiblizné 1 mg/kg/tyden, pfiblizné 2
mg/kg/tyden, pfiblizné 3 mg/kg/tyden, pfiblizné 4 mg/kg/tyden, pfiblizné 5
mg/kg/tyden, pfiblizné 6 mg/kg/tyden, pfiblizné 7 mg/kg/tyden, pfiblizné 8
mg/kg/tyden, pfiblizné 9 mg/kg/tyden, pfiblizné 10 mg/kg/tyden, pfiblizné
11 mg/kg/tyden, pfiblizné 12 mg/kg/tyden, pfiblizné 13 mg/kg/tyden,
pfiblizné 14 mg/kg/tyden, pfiblizné 15 mg/kg/tyden nebo pfiblizné 16
mg/kg/tyden. V nékterych provedenich se davka pohybuje od pfiblizné 1
mg/kg/tyden do pfiblizné 15 mg/kg/tyden.

[0216] V nékterych provedenich mohou farmaceutické prostfedky
obsahujici vazebnou latku IL-36R dale obsahovat terapeutickou latku,
bud konjugovanou nebo nekonjugovanou s vazebnou latkou. Protilatka
anti-IL-36R nebo vazebné latka IL-36R mohou byt podavany v kombinaci
s jednou nebo vice terapeutickymi latkami pro pouziti pfi Ié€eni nebo

prevenci imunologickych poruch nebo zhoubnych nadoru.

[0217] Takové podavani kombinované terapie mize mit aditivni nebo
synergicky u€inek na parametry onemocnéni (napf. zavaznost

symptomu, pocet symptomU nebo Cetnost relapsu).

[0218] Pokud jde o terapeutické rezimy pro kombinované podavani, v
konkrétnim provedeni se protilatka anti-IL-36R nebo vazebné latka IL-
36R podava soucCasné s terapeutickou latkou. V dalSim specifickém
provedeni je terapeutické latka podavana pred nebo po podani protilatky
anti-IL-36R nebo vazebné latky IL-36R, alesponi hodinu a az nékolik
mésicu, napfiklad alespofi hodinu, pét hodin, 12 hodin, den, tyden,
mésic nebo tfi mésice, pfed nebo po podani protilatky anti-IL-36R nebo
vazebné latky IL-36R.

Vyrobky
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[0219] V dalSim aspektu je zahrnut vyrobek obsahujici materialy
pouzitelné pro léCeni vySe popsanych poruch. Vyrobek obsahuje
nadobku a stitek. Mezi vhodné nadobky patfi napfiklad lahve, lahvicky,
stfikaCky a zkumavky. Nadobky mohou byt vytvofeny z rlznych
materialu, jako je sklo nebo plast. Nadobka obsahuje prostfedek, ktery je
ucinny pro léceni stavu a muze mit sterilni pfistupovy port. Napfiklad
nadobkou muaze byt vak pro intravenézni roztok nebo lahvi¢ka, ktera ma
zatku propichnutelnou injekCni jehlou. Aktivni latkou ve smeési je
humanizovana protilatka anti-IL-36R. Stitek na nadobce nebo pfilozeny k
nadobce uvadi, Ze se smés pouziva k IéCeni zvoleného stavu. Vyrobek
muze dale zahrnovat druhou nadobku obsahujici farmaceuticky pfijatelny
pufr, jako je fosfatem pufrovany solny roztok, Ringerlv roztok a roztok
dextrézy. Mlze dale zahrnovat dalSi materialy zadouci z komeréniho a
uzivatelského hlediska, vc€etné dalSich pufra, Fedidel, filtr(, jehel,

stfikacek a pfibalovych letakd s navodem k pouziti.

[0220] Vynalez je dale popsan v nasledujicich pfikladech, které nejsou

uréeny k omezeni rozsahu vynalezu.

[0221] Protilatky podle pfedkladaného vynalezu (humanizované
protilatky B4, B5 a B6 na bazi mySi vedouci protilatky 81B4) jsou dale

popsany v prikladech nize.

Priklady
Priklad 1: Identifikace protilatek proti lidskému IL-36R

[0222] Nékolik mySich kmenU bylo imunizovano rekombinantné
produkovanym lidskym proteinem IL-36R (ECD - extracelularni doména:
aminokyseliny 20-332 Prfistupové Cislo Genbank NP_003845) a ty, které
generovaly silnou odpovéd titrd, byly pfevedeny do tradi¢ni tvorby
hybridomd. Fuzni produkty vyvolavajici silnou vazbu k lidskému IL-36R
(ECD), ale bez vazby k lidskému IL-1R1 (nejbliz§i pfibuzny &len rodiny
IL-1R), byly subklonovany a znovu podrobeny screeningu. Bylo
identifikovano vice hybridomd za vzniku monoklonalnich protilatek, které
vazaly a neutralizovaly signalizaci z IL-36R (viz pfiklady 2, 3 a 4).
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Variabilni domény byly klonovany z hybridomu pomoci standardnich sad
primerd PCR. Variabilni domény a specifické CDR reprezentativnich
monoklonalnich protilatek jsou popsany vysSe. VSechny mysSi protilatky
byly pfevedeny na chimérni protilatky sestavajici z mySich variabilnich
domén na lidskych konstantnich doménach (hu IgGIKO/kappa). Hu
IgG1KO (knock out) ma dvé substituéni mutace (Leu234Ala a
Leu235Ala), které eliminuji aktivitu ADCC a CDC snizenim efektorovych
funkci, jako je FcyR a vazba komplementu. Variabilni domény mysi a
chimérnich protilatek jsou identické. Chimérni protilatky jsou vytvareny
pro potvrzeni funkce protilatky a pro zajisténi, Ze byla vytvofena spravna

sekvence variabilni domény.

Priklad 2: Molekularni vazebné afinity identifikovanych mysSich
protilatek proti lidskému IL-36R

[0223]

A) Kinetiky a vazebné afinity protilatek anti-IL-36R vazajicich se na
rekombinantni lidsky IL-36R byly méfeny za pouziti systému Proteon
(Bio-Rad, Hercules, CA) s pouzitim materialu vytvofeného z hybridomu
po precisténi na jedné koloné. Vazebné afinitay vSech mySich vedoucich
(leads) pro lidsky IL-36R analyzovanych pfi jediné koncentraci
povrchového povlaku IL-36R byly odhadnuty na <100pM. Vazebné afinity
mySich protilatek pro lidsky IL-36R analyzované pfi 7 rlznych
povrchovych hustotach (globalni prolozeni) jsou uvedeny v tabulce 1.
Vazba chimérnich IgG anti-IL36R je ekvivalentni pfisluSnym mySim

vedoucim.

Tabulka 1: Vazebna afinita mySich protilatek proti lidskému IL-36R.

Vedouci Vazebna Kp (pM)

Mysi 73C5 57

MySi 73F6 25
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Mysi 78C8 63

MySi 81A1 16
Mysi 81B4 24
Mysi 33D10 9

B) Molekularni selektivita vii¢éi mySimu IL-36R a lidskému IL-1R1

[0224] MySi a chimérni protilatky anti-IL-36R byly také injikovany bud na
povrch s mySim IL-36R nebo lidskym IL-1R1 pfi koncentraci 100nM.
Vazebny signal pro mySi IL-36R a lidsky IL-1R1 pro tyto protilatky
méfeny pomoci Fortebio Octet (Fortebio, Menlo Park, CA) je nula, coz
naznacuje, Ze se tyto protilatky selektivné vazou na lidsky IL-36R. Vazba
protilatek anti-IL-36R na lidsky IL-36R byla také analyzovana v
pfitomnosti 50% lidského séra, a nebyl pozorovan zadny vyznamny
ucinek séra na rychlost asociace vazby, coz prokazuje vysokou

specificitu.

Priklad 3: Uéinnost mysich a chimérnich protilatek proti lidskému

IL-36R ve funkénich testech na €lovéku a opici cynomolgus

Protokoly: Lidské bunky NCI/ADR-RES pNFkB/testy uvolnovani
cytokinu

Reagencie:
[0225]

R&D Systems: zkraceny rh IL363

R&D Systems: zkraceny rh IL36y

Systems: zkraceny rh IL36a:

MAG6000 Phospho-NFkB (Ser536) Souprava celobunéénych lyzata
Meso Scale Diagnostics, LLC
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MSD ELISA zakaznicky lidsky 96-jamkovy 4-bodovy test
Meso Scale Diagnostics, LLC

[0226] Buriky NCI/ADR-RES byly vysety v mnozstvi 45 000 bunék/jamku,
v médiu RPMI s 0,25 % séra v 96jamkové desti¢ce. Jedna destiCka byla
pouzita pro analyzu pNFkB a druha pro uvolfiovani cytokinu. Desticky
byly poté inkubovany pfes noc pfi 37° C, 5 % CO.. Ligandy (IL36a, B
nebo y) a protilatky byly zfedény na 4x pozZadovanou koncentraci v
meédiu bez séra (serum starved, SS). Antagonisté (protilatky) byly pfidany
k burikdm pfed ligandem. Pro pNFkB: buriky NCI +/- ligand a antagonista
byly inkubovany po dobu 1 hodiny, 37° C, 5 % CO,. Médium pak bylo
odsato a bunky byly lyzovany pfi 100 upl/jamku kompletniho lyza¢niho
pufru na ledu 30 minut. Lyzat byl poté odstfedén pfi 2500 ot/min, 20
minut, 4° C, a pfenesen na desticku MSD ELISA a testovan na pNFkB
podle protokolu vyrobce. Pro uvolnéni cytokinu: 18-24 hodin po stimulaci
byly supernatanty pfeneseny na destiCku MSD ELISA a testovany na

cytokin podle protokolu vyrobce.

Protokol: pNFkB (S536) MSD ELISA pro Bunky BaF/3 cynomolqus
IL-36R

[0227] Buiiky BaF/3 cynomolgus IL-36R byly vysety pfi koncentraci
90 000 bunék/jamku v SS médiu na 96jamkové destiCce. 100 yl média
bylo pfidano do kontrolnich jamek. Antagonisté (protilatky) byly zfedény
na 4x pozadovanou koncentraci a do kazdé jamky bylo pfidano 50 ul.
Ligandy (IL36a, B nebo y) byly zfedény na 4x poZzadovanou koncentraci v
SS médiu a do kazdé jamky bylo pfidano 50 ul (pro konecny objem 200
pl). Desticky byly inkubovany po dobu 15 minut, 37° C, 5% CO..
DestiCky byly kratce odstfedény, médium bylo odsato a bunky byly
lyzovany pfi 100 ul/jamku kompletniho lyza¢niho pufru (viz protokol MSD
pNFkB) a inkubovany na ledu 30 minut. Lyzaty byly poté odstfedény pfi
2500 ot/min, 20 minut, 4° C, a pfeneseny na destiCku MSD ELISA.
Lyzaty pak byly hodnoceny na aktivitu pNFkB s pouzitim soupravy MSD,

jak je popsano vyse.
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[0228] Vysledky: vysledky ICgqo mySich protilatek proti lidskému IL-36R v

lidskych funk&nich testech (pNFkB a uvolfiovani cytokind) a funk&énim

testu cynomolgus (pNFkB) s lidskymi ligandy IL-36 jsou uvedeny v

tabulce 2. Vysledky ICg9 chimérnich protilatek proti lidskému IL-36R v

lidskych funkénich testech (uvolfovani pNFkB a cytokint) a funkénim

testu cynomolgus (pNFkB) s lidskymi ligandy IL-36 jsou uvedeny v

tabulce 3.

Tabulka 2: Uéinnost mysich protilatek ve funkénich bunéénych

testech (izotypové kontroly neprokazaly zadnou inhibici aktivity pri

nejvyssi koncentraci testované pro vzorky)

NCI/ADR- 33 |73| 73 76 78 81 81 89 172 67
RES D10 |C5|F6F8|E10E8|C8D1|A1D1|B4E11|A12B8|C8B12| E7ES8
pPNFkB trun- 1,7 |3,4/ 2,8 | ND | 5,8 | 2,7 | 1,7 ND ND ND
IL36a
IC90 (nM)
trun- 1,3 3,4 3 ND | 6,842 | 1,4 ND ND ND
IL36b
IC90 (nM)
trun- 1,1 25/1,5| 1,9 | 46 | 22| 1,2 145 3,8 | >67
IL36g
IC90 (nM)
GM-CSF trun- 0,8 48/ 59| ND | 71 |1,2 | 0,8 ND ND ND
IL36a
IC90 (nM)
trun- 0,6 (1,4| 1,7 | ND 2 1,2 | 0,3 ND ND ND
IL36b
IC90 (nM)
trun- 0,5 (21,4 | ND 1,7 | 0,7 | 0,4 ND ND ND
IL36¢g
IC90 (nM)
IL-6 trun- 0,8 [19] 19 ND 14 17 0,8 ND ND ND
IL36a

IC90 (nM)
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trun-
IL36b
IC90 (nM)

0,5

3,8

5,1

ND

5,8

53| 0,3

ND

ND

ND

trun-
IL36g
IC90 (nM)

0,3

1,9

2,2

ND

1,3

0,8 | 0,2

ND

ND

ND

IL-8

trun-
IL36a
IC90 (nM)

0,6

3,3

3,2

ND

4,7

1,9 | 0,7

ND

ND

ND

trun-
IL36b
IC90 (nM)

0,6

0,6

0,8

ND

1,1

05| 0,2

ND

ND

ND

trun-
IL36g
IC90 (nM)

0,5

1,4

0,9

ND

1,4

0,5 0,3

ND

ND

ND

BaF cyno

pPNFkB

trun-
IL36a
IC90 (nM)

>4000

0,2

0,5

>4000

0,6 | 2,4

>4000

>4000

>4000

trun-
IL36b
IC90 (nM)

>333

0,7

>333

2,1

0,9 | 3,5

>333

>333

>333

trun-
IL36g
IC90 (nM)

>333

0,8

>333

1,5

>333

>333

>333

Tabulka 3: Uginnost chimérnich protilatek ve funkénich bunéénych

testech (izotypové kontroly neprokazaly zadnou inhibici aktivity pri

nejvyssi koncentraci testované pro vzorky)

NCI/ADR-RES C33D10 C73C5 | C81B4
pNFkB trun-IL36a 1C90 (nM) 1,9 2,1 1,3
trun-1L36b 1C90 (nM) 2 0,9 0,9
trun-IL36g 1C90 (nM) 1,3 1,8 0,4
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GM-CSF trun-IL36a 1C90 (nM) 0,3 0,9 ND
trun-IL36b 1C90 (nM) 0,3 1,1 ND
trun-IL36g 1C90 (nM) 0,3 0,7 ND

IL-6 trun-1L36a 1C90 (nM) 0,4 2,1 ND
trun-1L36b 1C90 (nM) 0,6 6,7 ND
trun-IL36g 1C90 (nM) 0,7 6 ND

IL-8 trun-IL36a 1C90 (nM) 0,4 0,7 0,4
trun-1L36b 1C90 (nM) 0,3 0,4 0,1
trun-IL36g 1C90 (nM) 0,2 0,4 0,1

TNFa trun-1L36a 1C90 (nM) 2,4 2,5 ND
trun-1L36b 1C90 (nM) 0,9 7,9 ND
trun-IL36g 1C90 (nM) 0,6 1,3 ND

BaF cyno

pPNFkB trun-1L36a 1C90 (nM) ND 1,2 42
trun-1L36b 1C90 (nM) ND 4,1 48
trun-1L36g IC90 (nM) ND 4.3 28

Priklad 4: Vazba mysSich protilatek proti lidskému IL-36R na burky
exprimujici lidsky IL-36R

Protokol pro vazbu protilatek priitokovou cytometrii

[0229] Buriky HEK293 transfekované burikami s lidskym IL-36R o plné
délce nebo NCI/ADR-RES byly hodin pfed barvenim pasazovany po
dobu 24. Buriky byly vyjmuty z banék proplachnutim 10 ml 5mM EDTA v
PBS a pak inkubovany pfi 37° C po dobu 10 minut s dalSimi 10 ml 5mM
EDTA a 2,5 ml Accumaxu, aby se shluky bunék rozpadly/dispergovaly.
Protilatky byly poté zfedény na specifické koncentrace v PBS + 2 % BSA
a bunky byly inkubovany po dobu 20 minut pfi teploté laboratofe.
Prebytek protilatky byl poté promyt pfidanim 200 pl PBS a poté
odstfedén. Potom byla pfidana sekundarni latka v mnozstvi 50 ul na

jamku a bunky byly inkubovany po dobu 15 minut pfi teploté laboratofe a
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poté promyty vySe uvedenym zplsobem. Buniky byly resuspendovany ve
200 ul PBS a analyzovany pritokovou cytometrii. Vazebné ECso pro mysi
protilatky proti lidskému IL-36R vazajici se na lidské transfektany IL-36R

HEK jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4
Klon ECs0(M) vazby na buiiky HEK-IL-
36R

33D10 4,748e-010
67E7 5,321e-010
73F6 7,456e-010
76E10 4,257e-010
78C8 5,289e-010
81A1 2,795e-010
81B4 3,016e-010
89A12 6,089e-010

Priklad 5: Produkce humanizovanych protilatek proti IL-36R

[0230] Za u€elem sniZeni potencialni imunogenicity po podani u Clovéka
byly mySi monoklonalni protilatky proti lidskému IL-36R, 81B4 a 73C5,
‘humanizovany” prostfednictvim procesu navrhovani a screeningu.
Lidské sekvence zakladni struktury byly vybrany pro mysSi vedouci na
zakladé homologie zakladni struktury, struktury CDR, konzervovanych
kanonickych zbytkl(i, konzervovanych sbalovacich zbytkd a dalSich
parametrd. Specificka substituce aminokyselinovych zbytkd v téchto
pozicich zakladni struktury muze zlepSit rizné aspekty chovani
protilatek, v€etné vazebné afinity a/nebo stability, oproti t€ém, které byly
prokdazany u humanizovanych protilatek vytvofenych  “pfimym

pieklopenim“ CDR nebo HVL do oblasti lidské zarodecné zakladni
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struktury. Fab, které vykazovaly lepSi nebo stejnou vazbu a zlepSenou
expresi ve srovnani s chimérnim vychozim Fab, byly vybrany pro dalsi
charakterizaci. Reprezentativni humanizované variabilni oblasti pro
protilatku 81B4 a 73C5 jak ukazany jsou znazornény v Cisti popisu.
Timto zplUsobem byly Protildtka B1 az Protilatka B6 humanizované
protilatky odvozené od mysSi protilatky 81B4 (klonované do kostry
lidského 1gG1 KO (KO = knock-out)/kappa. Protilatky B1 az B6 jsou
ukazany v tabulce A. Protilatka C1 az Protilatka C3 byly humanizované
protilatky odvozené od mysi protilatky 73C5 (klonované do kostry
lidského IgG1-KO (KO = knock-out)/kappa. Protilatky C1 az C3 jsou

ukazany v tabulce C.

Priklad 6: Vazba humanizovanych protilatek IL-36R

[0231] Kinetika a vazebné afinity humanizovanych protilatek anti-IL-36R
vazajicich se na rekombinantni lidsky IL-36R byly méfeny pomoci
Proteon (Bio-Rad, Hercules, CA). Lidsky IL-36R byl imobilizovan pfi 5
raznych povrchovych hustotach a vysledky byly analyzovany za pouziti
globalniho prolozeni (viz tabulka 5 ukazujici vysledky tfi experimenta).
Vazba humanizovanych protilatek na bunky NCI/ADR-RES pomoci
pratokové cytometrie byla méfena pomoci protokolu popsaného v

pfikladu 4 (pro hodnoty ECgg viz tabulka 5).

Tabulka 5 - Molekularni a bunééné vazebné afinity humanizovanych

protilatek proti lidskému IL-36R.

Protilatka (LC + HC) | Kp * smérodatna ECgqo (NM)
odchylka (pM)

B1-32 138 +33 49 |27 %25 2,0
B2-32 138 +33 85 |32%5,4 2,3
B3-32_138 +33 90 |20%2,2 1,4
B4 -32 105+ 33 85 |35%3,7 1,5

B5-32_105+33_90 |24%7,6 1,7
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B6-32_105+33 49 |41%49 1,7

Piiklad 7: Uéinnost humanizovanych protilatek proti lidskému IL-

36R ve funkcénich testech na lidech

[0232] Funkéni blokada signalizace humanizovanymi variantami IL-36R z
lidskych bunék NCI/ADR-RES byla testovana, jak popsano v pfikladu 3.
Vysledky 1Cgp humanizovanych protilatek proti lidskému IL-36R ve
funkénich testech na lidech (uvolfovani pNFkB a cytokind) s lidskymi

ligandy IL-36 jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Ug&innost [ICg (nM)] humanizovanych protilatek v
funkénich testech na lidech bunék NCI/ADR-RES

(Vysledky se rovnaji primérum alespon 2 experimentu. Izotypové

kontroly neprokazaly zadnou inhibici aktivity pFi nejvyssi

koncentraci testované u vzorku)

Ligand B1 B2 | B3 | B4 | B5 | B6 | C1 | C2 | C3

pNFk B trun-1L36a 39 153|123 (17|26 |18 |46 |97 |98

trun-1L36b 34 134|129 |22 )|28|24)|55 |86/ 5,6

trun-1L369g 25123121 (15|15 15| 3,4 | 6,1 | 51

IL-8 trun-1L36a 4,0 | 2,8 |23 |26 |26 |22 ]| NA| NA | NA

trun-1L36b 32 1291127129 |25]23|NA|NA|NA

trun-1L369g 42 35|34 |32 |28]|24 | NA | NA|NA

Piiklad 8: Uéinnost protilatek anti-IL-36R ve funkénich testech
lidskych primarnich keratinocytt

Protokoly: Humanni primarni epidermalni keratinocyty pNFkB/testy

uvolnovani cytokinti
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[0233] Buriky byly vysety v mnozstvi 30 000 bunék/jamku do kultivaéniho
média na 96-jamkové destiCky a inkubovany pfes noc pfi 37° C, 5%
CO.,. Testy byly poté provedeny, jak je popsano v pfikladu 3. Vysledky:
ICgo vysledky pro mysi, chimérni a humanizované protilatky anti-IL-36R v
testech lidskych primarnich keratinocytd (uvolfiovani pNFkB a IL-8)
stimulovanych lidskymi ligandy IL-36 jsou uvedeny v tabulce 7, v tabulce

8, respektive v tabulce 9.

Tabulka 7 (izotypové kontroly neprokazaly zadnou inhibici aktivity

pfi nejvyssi koncentraci testované pro vzorky)

NHK 33D10 | 73C5 | 73F6 | 78C8 | 81A1 | 81B4
pNFkB trun-IL36a 1C90 (nM) 1,8 10,7 8,2 11,6 ND 1,3
trun-1L36b 1C90 (nM) 2,3 14,4 5,2 14,2 ND 1,1

trun-IL36g 1C90 (nM) 0,8 1,7 1,3 10,6 ND 0,5

IL-8 trun-1L36a 1C90 (nM) 1,5 20,8 | 17,8 | 19,3 ND 0,7
trun-1L36b IC90 (nM) 3,0 46 26 34 ND 1,2

trun-1L36g 1C90 (nM) 0,8 2,4 2,1 3,6 ND 0,5

Tabulka 8: Uéinnost chimérnich protilatek anti-IL-36R v testech

primarnich lidskych keratinocytt

(izotypové kontroly neprokazaly Zzadnou inhibici aktivity pfi nejvyssi

15

koncentraci testované na vzorky)

NHK C73C5 C81A1 C81B4
pNFkB trun-IL36a 1C90 (nM) 20,5 ND 1,4
trun-IL36b 1C90 (nM) 8,3 71 1,8
trun-1L36g IC90 (nM) 1,4 ND 0,5
IL-8 trun-1L36a 1C90 (nM) 29,7 23,4 1,2
trun-IL36b 1C90 (nM) 49,3 87 11,1
trun-IL36g 1C90 (nM) 3,6 1,2 0,3
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Tabulka 9: Uginnost humanizovanych protilatek anti-IL-36R v
testech primarnich lidskych keratinocytu

(izotypové kontroly neprokazaly Zzadnou inhibici aktivity pfi nejvyssi

koncentraci testované na vzorky)

NHK Bl 1 Bl 2 Bl 3
pNFkB trun-IL36a 1C90 (nM) 2,9 2,1 2,2
trun-IL36b 1C90 (nM) 3,6 2,9 1,9

trun-IL36g 1C90 (nM) 1,0 1,3 0,7

IL-8 trun-1L36a 1C90 (nM) 2,3 2,8 1,8
trun-IL36b 1C90 (nM) 3,9 4,1 3,5

trun-IL36g 1C90 (nM) 0,8 0,8 0,8

Piiklad 9 Uginnost protilatek anti-IL-36R ve funkénich testech

lidskych primarnich bunék stirevniho epitelu

Protokoly: Lidska primarni stfevni epitelialni bunka oNFkB/itesty

uvolnovani cytokini

10 [0234] Bunky byly vysety v mnozstvi 30 000 bunék/jamku do kultivaéniho
média na 96jamkové desti¢ce a inkubovany pfes noc pfi 37° C, 5 % CO..

Testy byly poté provedeny, jak popsano v pfikladu 3.

[0235] Vysledky: ICqo vysledky mySich protilatek anti-IL-36R v testech na
lidskych primarnich stfevnich epitelovych burikach (uvolfiovani pNFkB a

15  IL-8) stimulovanych lidskymi ligandy IL-36 jsou uvedeny v tabulce 10.
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Tabulka 10: Uéinnost mysich protilatek anti-IL-36R testech lidskych
primarnich bunék strevniho epitelu
(izotypové kontroly neprokazaly Zadnou inhibici aktivity pfi nejvyssi

koncentraci testované na vzorky)

HIE 73C5 81B4
pNFkB trun-1L36a IC90 (nM) 21 1,3
trun-1L36b IC90 (nM) 20 7.4

trun-1L36g IC90 (nM) 32 9,5

IL-8 trun-1L36a IC90 (nM) 123 58
trun-1L36b IC90 (nM) 154 9,8

trun-1L36g 1C90 (nM) ND 16

Piiklad 10: Ug&innost protilatek anti-IL-36R ve funkénich testech

lidskych primarnich stievnich myofibroblastt

Protokoly: Lidsky primarni stfevni myofibroblast pNFkB/testy

uvolnovani cytokinu

[0236] Buriky byly vysety v mnozstvi 30 000 bunék/jamku do kultivaéniho
média na 96jamkové destiCce a inkubovany pfi 37° C, 5 % CO,.Testy

byly poté provedeny, jak je popsano v pfikladu 3.

[0237] Vysledky: Vysledky [Cgo pro protilatky anti-IL-86R v testech
lidskych primarnich stfevnich myofibroblastd (uvolfiovani pNFkB a IL-8)
stimulovanych lidskymi ligandy IL-36 jsou ukazané v tabulce 11 a tabulce
12.
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Tabulka 11: Uginnost mysich a chimérnich protilatek anti-IL-36R v
testech lidskych primarnich stievnich myofibroblastu
(izotypové kontroly neprokazaly Zadnou inhibici aktivity pfi nejvyssi

koncentraci testované na vzorky)

HIM 81B4 C81B4
pNFkB trun-IL36a 1C90 (nM) 7 6,2
trun-1L36b 1C90 (nM) 4 2,3
trun-1L36g 1C90 (nM) 3,6 0,9
IL-8 trun-1L36a 1C90 (nM) 2 2,3
trun-1L36b 1C90 (nM) 2,3 1,4
trun-IL36g 1C90 (nM) 2,9 2

Tabulka 12: Ué&innost humanizovanych protilatek anti-IL-36R v
testech primarnich myofibroblasta lidského stieva
(izotypoveé kontroly neprokazaly Zadnou inhibici aktivity pFi nejvyssi

koncentraci testované na vzorky)

MU B3 | B5 | B6
pNFkB trun-1L36a IC90 (nM) 98 | 54 | 32
trun-1L36b IC90 (nM) 37 | 1,7 | 2,8

trun-1L36g 1C90 (nM) 26 | 1,7 | 3,7

IL-8 trun-1L36a IC90 (nM) 44 | 38 | 21
trun-1L36b IC90 (nM) 28 | 26 | 2,0

trun-1L36g IC90 (nM) 58 | 6,7 | 52
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Piiklad 11: Ugéinnost protilatek anti-IL-36R ve funkénich testech

lidskych primarnich dermalnich fibroblastu

Protokoly: Lidsky primarni dermalni fibroblast pNFkB/testy

uvolnovani cytokint

[0238] Buriky byly vysety v mnozstvi 30 000 bunék/jamku do kultivacniho
média na 96jamkové desti¢ce a inkubovany pfes noc pfi 37° C, 5 % CO..

Testy byly poté provedeny, jak popsano v pfikladu 3.

[0239] Vysledky: Vysledky ICgo protilatek anti-IL-36R v testech lidskych
primarnich dermalnich fibroblastl  (uvolfiovani pNFkB a IL-8)
stimulovanych lidskymi ligandy IL-36 jsou uvedeny v tabulce 13 a tabulce
14.

Tabulka 13: Uginnost mysich a chimérnich protilatek anti-IL-36R v
testech lidskych primarnich dermalnich fibroblastt
(izotypové kontroly neprokazaly Zzadnou inhibici aktivity pri nejvyssi

koncentraci testované na vzorky)

HDF 81B4 c81B4
pNFkB trun-1L36a IC90 (nM) 1,9 1,8
trun-1L36b IC90 (nM) 4,9 3,4
trun-1L36g IC90 (nM) 3,9 7,4
IL-8 trun-IL36a 1C90 (nM) 0,9 0,6
trun-1L36b 1C90 (nM) 0,4 0,5
trun-1L36g 1C90 (nM) 0,4 0,3
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Tabulka 14: Ué&innost humanizovanych protilatek anti-IL-36R v
testech lidskych primarnich dermalnich fibroblastt
(izotypové kontroly neprokazaly Zadnou inhibici aktivity pfi nejvyssi

koncentraci testované na vzorky)

HDF B3 B5 B6

pNFkB trun-1L36a IC90 (nM) 6,4 10,2 3,8
trun-1L36b 1C90 (nM) 13,5 9,9 9

trun-1L36g 1C90 (nM) 10 8,6 16,8

IL-8 trun-1L36a 1C90 (nM) 2,1 1,5 1,4
trun-1L36b 1C90 (nM) 1,3 1,2 1

trun-1L36g 1C90 (nM) 1,1 1,1 0,7

Piiklad 12: Uéinnost mysich protilatek anti-IL-36R ve funkénich

testech lidskych primarnich bunék proximalnich tubult

Protokol: Lidské primarni bunky proximalnich tubulti pNFkB/testy

uvolnovani cytokind.

[0240] Buriky byly vysety pfi 5000 bunék/jamku do kultivaéniho média na
96jamkové destiCce a inkubovany pfes noc pfi 37° C, 5 % CO,. Testy

byly provadény tak, jak je popsano v pfikladu 3.

[0241] Vysledky: Vysledky 1Cgy pro mysi, chimérni a humanizované
protilatky anti-IL-36R testech lidskych primarnich bunék proximalnich
tubuld (uvolfiovani IL-8) stimulovanych lidskymi ligandy IL-36 jsou
uvedeny v tabulce 15.
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Tabulka 15: Ug&innost mysich a lidskych protilatek anti-IL-36R v
testech lidskych primarnich bunék proximalnich tubult
(izotypové kontroly neprokazaly Zadnou inhibici aktivity pfi nejvyssi

koncentraci testované na vzorky)

HPT 81B4 B3 | B5 | B6
IL-8 trun-1L36a IC90 (nM) 04 ND | 5 | ND
trun-1L36b 1C90 (nM) 01 ND | 5 | ND
trun-1L36g 1C90 (nM) 04 ND | 3 | ND

Priklad 13: Inhibice produkce IL-8 2z IL-36y-stimulované

rekonstruované lidské epidermis

Protokol rekonstruované epidermis

[0242] Protilatky anti-IL-36R (1,5 pg/ml) byly pfedinkubovany s
rekonstruovanou lidskou epidermis a  stimulovany  lidskym
rekombinantnim [L-36y (20 ng/ml). Jako pozitivni kontrola byl pouzit
rekombinantni lidsky IL-1B8 (20 ng/ml; R & D Systems). Po 24 hodinach v
kultufe byly bunécné supernatanty izolovany a testovany na IL-8 (testy
na IL-8 jsou popsany v prikladu 3). Vzorky byly testovany trojmo a
primérna hodnota pg/ml + standardni chyba je uvedena v tabulce nize
(tabulka 16).

Tabulka 16
Protilatka Cytokinova stimulace Primérna koncentrace IL-8 (pg/ml)
+/- standardni chyba
Z&dna protilatka Zadna 57,3+ 15,3
33D10 Zadna 15,8 £ 0,7
Zadna protilatka 20 ng/ml IL-1B 158,9 £ 13,3
33D10 20 ng/ml IL-1B 168,5 + 22,6
Zadna protilatka 20 ng/ml IL-36y 142,1 £ 22,2
33D10 20 ng/ml IL-36y 38,63 +6,7
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Piiklad 14: Inhibice exprese genlti S100A7 a S100A12 indukovanych

ligandem IL-36 v rekonstruované lidské epidermis

[0243] Stimulace rekonstruované lidské epidermis agonistickymi ligandy
IL-36 indukuje expresi gend S100A7 a S100A12. S100A7 a S100A12

jsou geny umisténé v komplexu epidermalni diferenciace.

[0244] Protokol: Rekonstruovana lidska epidermis byla inkubovana s
anti-IL-36R (1,5
rekombinantnim IL-36y (20 ng/ml). Jako pozitivni kontrola byl pouzit
rekombinantni lidsky IL-1B (20 ng/ml; R & D Systems). Po 24 hodinach v
kultufe pfi 5 % CO, a 37° C byla RNA z rekonstruované lidské epidermis

protilatkami Mg/ml) a  stimulovana lidskym

izolovana a testovana na genovou expresi reverzni transkriptazovou
polymerazovou fetézovou reakci v realném Case. Relativni exprese byla
vypoétena pomoci metody 222C' Vzorky byly testovany trojmo a
primérna exprese +* standardni chyba je uvedena v tabulce nize
(Tabulka 17).

Tabulka 17
Protilatka Cytokinova Primérna exprese Primérna exprese
stimulace S100A7 +/- Standardni S100A12 +/- standardni
chyba chyba
Zadna Zadna 1,00 + 0,79 1,00 + 0,47
protilatka
33D10 Zadna 3,92 £ 0,36 1,93 £ 0,02
Zadna 20 ng/ml IL-1B 76,03 £ 24,66 47,84 + 9,24
protilatka
33D10 20 ng/ml IL-1B 95,83 £ 11,83 76,41 £ 6,92
Zadna 20 ng/ml IL-36y 19,57 + 3,26 20,53 £ 5,21
protilatka
33D10 20 ng/ml IL-36y 3,47 £1,37 2,01 +£0,35
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Piiklad 15: U&innost protilatky anti-IL-36R v xenotransplantatovém

modelu psoriazy

[0245] Protokol: Krev a nelézni kozni biopsie byly ziskany od 24
pacientd s psoriazou, ktefi byli klinicky diagnostikovani dermatologem.
Biopsie kize byly transplantovany imunitné deficientnim mySim NIH-III a

ponechany vrustat po dobu ¢tyf az péti tydna.

[0246] Mononuklearni bunky periferni krve (PBMC) byly izolovany z krve
odebrané od kazdého darce v dobé biopsie pro intradermalni injekci do
transplantované klize. Pfed injekci byly PBMC stimulovany 1 ug/ml
stafylokokového enterotoxinu B (Toxin Technologies, Florida, USA) a 80
U/ml lidského rekombinantniho IL-2 (Peprotech Inc., Oosterhout,
Nizozemsko). Autologni PBMC byly intradermalné injikovany v mnozstvi
7,5 x 10° bunék v PBS pro synchronizaci indukce zanétu kize a fenotypu
psoriazy. TFfi tydny po injekci bunék byly biopsie ziskany z mysi zpét a

analyzovany histologicky.

[0247] Histologické barveni bylo provedeno na kryokonzervované tkani
kize vSech skupin. Diagonalni pficné fezy (8 um) pokryvajici vS§echny
kozni vrstvy byly pfipraveny tak, jak je popsano na obrazku 4. Pro
hodnoceni tloustky epidermis byly nahodné vybrany dva nesériové fezy
ze stfedu biopsie a obarveny hematoxylinem-eosinem. Nasledné byly
fezy vyhodnoceny pfi 100nasobném zvétSeni. Po celé délce biopsie byly
v obou fezech mérfeny délky hfebenl (ridge) pomoci fotoaparatu
Olympus DP71 a zobrazovaciho softwaru Cell*D (V2.7, Munster,
Némecko). Délka hiebene je definovana jako: vzdalenost mezi hornim
okrajem vrstvy stratum granulosum ke dnu hfebene. Biopsie byly

hodnoceny zpusobem nahodné a naslepo.

[0248] Vysledky primérné tloustky epidermis a maximalni tloustky
epidermis pro kazdou léCenou skupinu jsou uvedeny v tabulce 18.
Vysledky pro celkovou zménu tloustky epidermis v kazdé skupiné

oSetfeni jsou uvedeny v tabulce 19.
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Tabulka 18
Pramérna tloustka epidermis (uM) [Maximalni tloustka epidermis (uM)
Osetreni pramér SD N SEM pramér SD N SEM
NeoSetfeno 101.,4 34,4 | 16 8,6 1471 35,0 | 16 8,7
Vehikulum 106,0 31,9 9 10,6 151,6 48,9 9 16,3
33D10 93,4 24,1 | 10 7,6 130,9 30,8 | 10 9,7
Tabulka 19
Pramérna tloustka epidermis (uM) [Maximalni tloustka epidermis (uM)
Osetfeni pramér SD N SEM primér SD N SEM
Neosetfeno 36,2 31,9 | 32 5,6 52,6 40,0 | 32 7,1
Vehikulum 43,5 30,9 | 18 7,3 63,4 52,0 | 18 12,2
33D10 27,8 26,6 | 20 5,9 35,1 34,1 | 20 7,6

Priklad 16: Subchronicky plicni zanét po 3 tydnech expozice

typu a
homozygotnich knockout na interleukin-1-podobny receptor 2

cigaretovému koufi u knockout mysSi standardniho

[0249] Protokol:

receptor 2 byly vystaveny cigaretovému koufi po dobu 3 tydnd, aby se

Mysi standardniho typu nebo interleukin-1-podobny

vyvolala plicni tisen. Tydny 1 a 2 sestavaly z 5 po sobé nasledujicich
expozi€nich dnu, zatimco béhem tydne 3 byly mySi vystaveny expozici 4
po sobé nasledujici dny. MySi byly vystaveny 5 cigaretam kazdy den s
24minutovymi intervaly expozice cigaretam (16 minut) a cZerstvému
vzduchu (8 minut). Osmnéact hodin po kone¢né expozici byl mySim
proveden vyplach 2 x 0,8 ml Hankova solného roztoku (0,6mM EDTA).
Supernatant a bunécna peleta byly z bronchialnich alveolarnich vyplachu
izolovany po centrifugaci po dobu 10 minut. Celkovy poCet makrofagu a
neutrofilnich bunék v bronchialnim alveolarnim vyplachu pro kazdou

expozicni skupinu je uveden v tabulce 20.
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Celkem bunék

Pocet bunék x 1075

Mys primér SD N SEM
Standardni 2,21 1,47 9 0,49
IL1 RL2 KO 2,45 0,87 6 0,36
Standardni + CS 9,07 2,83 10 0,90
IL-1RL2 KO + CS 5,32 1,03 10 0,32
Makrofagy Pocet bunék x 10*5
Mys pramér SD N SEM
Standardni 2,08 1,62 9 0,54
IL1 RL2 KO 2,40 0,86 6 0,35
Standardni + CS 3,36 1,46 10 0,46
IL-1RL2 KO + CS 3,22 0,86 10 0,27
Neutrofily Pocet bunék x 10 # 5
Mys primér SD N SEM
Standardni 0,002 0,004 9 0,001
IL1 RL2 KO 0,013 0,016 6 0,007
Standardni + CS 5,698 2,751 10 0,870
IL-1RL2 KO + CS 2,083 0,749 10 0,237
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VYPIS SEKVENCI

SEQUENCE LISTING

[0250]

<110> BROWN, SU-ELLEN
CANADA, KEITH
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<120> ANTI IL-36R ANTIBODIES
<130> 09-0583

<140>

<141>

<150> 61/713,713
<151> 2012-10-15

<150> 61/644,111
<151> 2012-05-08

<150> 61/560,554
<151> 2011-11-16

<160> 140

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 108

<212> PRT
<213> Mus sp.
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<400> 1

Gln

1

Glu

Tyr

Vval

Gly

Ala

Val

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

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

<400>

Asgp

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Ser

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

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

Val

Val

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

2
107

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
100

PRT
Mus sp.

2
Gln

val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

107

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly
100

PRT
Mus sp.

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Ser

Thr

5

Phe

Gln

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Leu

55

Ser

Tyr

Thr

Ser

Cys

Arg

Ala

55

Phe

Tyr

Llys

121

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Ala

Ala

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Ile

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

30

Glu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Asn

Gln

90

Ile

Met

Ser

Ser

val

Thr

15

Gln

Met

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Val

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

Ile

His

Lys

Ser

Thr

Pro

Ser

60

Arg

Tyr

Ala

vVal

Pro

45

val

Ser

His

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Arg

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Thr

Leu

15

Ser

Leu

Phe

Met

Ser
95

Leu

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Trp

Ile

Gly

Ala

Leu
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<400>
Asp Ile
1

Glu Ser

Leu Gly

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Ala Asp

Thr Phe

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

<400>
Agp Val

Asp Gln

Asn Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Ser His

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

3

Gln Met Thr

Val Thr Phe
20

Trp Tyr Gln
35

Ser Thr Thr
Ser Gly Thr
Phe Ala Ser
85
Gly Gly Gly

100

112
PRT
Mus sp.

Leu Leu Thr

Ala Ser Ile
20

Asn Thr Tyr
35

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Val Glu Ala
85

Val Pro Phe
100

5
107
PRT

Gln

Thr

Gln

Leu

Lys

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Cys

Gln

Lys

55

Gly

Asp

Phe

122

Pro

Leu

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Leu

Gly

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Artificial Sequence

Ser

10

Ser

Lys

val

Lys

Gln
90

Ile

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Gly

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Leu

Arg

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Thr

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Pro

Asn

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Ser

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Leu

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Leu

15

His

Gln

val

Lys

Gln

35

Leu

Gly

Trp

Ile

Gly

Ala

80

Tyr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

polypeptide

<400> 5

Asp
1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asn

Tyr
50

Gly

Asp

Phe

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

<400>

Gln

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Leu

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>
<211>

Gln

val

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

108

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

PRT
Mus sp.

Val

val

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

107

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Gly

Thr

Thr
85

Asp

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Ala

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp
70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Thr

Cys

Lys

His
55

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Ser

Tyr

Thr

123

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Iyr

Tyr

Lys

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ala

Ala

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu
105

Ser
190

Ser

Gly

val

Thr

Gln
90

Ile

Ile

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

20

Glu

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile
75

Asp

Lys

Met

Ser

Ser

val

Thr

15

Gln

Leu

Ser

Asp

Leu

Ser
60

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

Ile

Phe

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Lys

Ala

val

Pro

45

Gly

Ser

His

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Arg

Synthetic

Leu

15

Lys

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Leu

15

Ser

Leu

Phe

Met

Ser
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Trp

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro



10

15

<212>
<213>

<400>

Asp

Val

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Leu

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

<400>

Asp

1

val

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Leu

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>

PRT

Mus sp.

7

Val

vVal

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

107
PRT

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro
100

Thr

Val

Gln

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Mus sp.

vVal

val

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

107

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro
100

Thr

val

Gln

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

35

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

1ys

His

55

Phe

Phe

Lys

124

Gln

Lys

Ile

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gln

Lys

Ile

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

Val

Ile

Gln

30

Leu

Phe

10

Ser

Gln

Val

Ile

Gln

20

Leu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Asp
60

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Thr

Ser

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Arg

Thr

val

Lys

435

Arg

Asn

Arg

Ser

Gly

30

Pro

Phe

Val

Tyr

Ser

Gly

30

Ala

Phe

val

Tyr

val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu



10

15

<212>
<213>

<400>

Asp

Gly

Val

His

Ser

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

<400>

Asp

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Ser

Gly

Arg

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>

PRT
Mus sp.

val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

10
107

Met

Asn

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
100

PRT
Mus sp.

10
Gln

val

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

11
119

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Thr

5

Phe

Gln

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Leu

Asn

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Llys

125

Gln

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Phe
10

Ser

Gln

Vval

Thr

Gln

90

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Lys

Gln

90

Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

15

Leu

Arg

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Thr

Ser

Ser

Thr

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Gly

Leu

Phe

Met

Tyr

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Gly

val
15

Arg

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Leu

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Thr

Gly

Ser

Leu

Gly

Trp

Ile

Gly

Ala

80

Tyr



10

<212>
<213>

<400>
Gln VvVal
1

Ser val

Trp Met

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Met Gln

Thr Tle

Thr Leu

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

<400>
Glu Val

Ser Vval

Tyr Met

Gly Arg
50

Lys Gly
65

Met Gln

PRT
Mus sp.

11

Gln Leu Gln

Lys Leu Ser

Hig Trp Val
35

Ile Leu Pro

Lys Ala Met

Leu Ser Ser

Val Tyr Phe
100

Val Thr val
115

12
125
PRT
Mus sp.

12
Gln Leu Gln

Lys Leu Ser
20

Asn Trp Val
35
Val Asn Pro

Lys Ala Thr

Leu Asn Gly

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

Leu

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

Ser

Leu

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Ala

Asn

Ala

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

126

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Thr

Ser

Pro

Arg

Asp

Glu

Trp
105

Pro

Ser

25

His

Asp

Asp

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Phe

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Asn

Gln

Asn

Ser

Ser

Ala

Leu

Tyr

Lys

Lys

Ser

Ser

Leu

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

val

Thr

Ser

Tyr

60

Leu

Ala

Lys

val

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

15

Asp

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Asn

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



10

15

127

Gly Arg Thr Lys Asn Phe Tyr Ser Ser Tyr Ser Tyr Asp Asp Ala Met

140

105

Agp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

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

<400>
Glu Vval
1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg
50

Gln Asp
65

Leu Gln

Ala Lys

Tyr Trp

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

<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Gly Val

115

13
124

PRT
Mus sp.

13
Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Gly
115

14
118
PRT

Leu

Phe
20

Trp

Asp

Ala

Ser

Phe

100

Gln

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Gly

Mus sp.

14

Gln

Cys

Arg

Ala

Ile

70

Leu

Asn

Thr

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asn

Leu

Gln Leu Lys Glu Ser

5

Ser Ile Thr Cys Thr

20

His Trp Ile Arg Gln

35

120

Gly Ala

Ala Ser
25

Arg Pro
40

Gly Asn

Ala Asp

Ser Glu

Tyr Tyr

105

Val Thr
120

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

20

Ser

val

Phe

Phe

Gln

Lys

Ser

15

Thr

Tyr

Ser

val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Ala

125

Arg

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Gly Pro Val Leu Val Ala

10

Val Ser Gly Phe Ser Leu

25

110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ala
110

Pro

Thr
30

Gly Ala
15

Asp Asp

Trp Val

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Phe Ala

Ser Gln
15

Lys Phe

Thr Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu

40

45



10

15

Gly

Ser

65

Arg

Tys

Ser

Vval

50

Arg

Ile

Gln

val

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

<400>

Gln

1

Ser

Glu

Gly

Ser

Lys

Arg

Gly

Val

Leu

Ile

Val

50

Arg

Met

Gly

Thr

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

Ile

Leu

Asp

Ile

Thr
115

15
120
PRT

Trp

Thr

Ser

Tyr

100

val

Ala

Ile

Len

85

Tyr

Ser

Mus sp.

15
Gln

Phe

Asn

35

Ile

Leu

Asn

Thr

Ser
115

16
119
PRT

Leu

Ile

Trp

Trp

Ser

Ser

Gly

100

val

Lys

Thr

Val

Thr

Ile

Leu

Thr

Thr

Mus sp.

Gly

Ser

70

Gln

Ser

Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Gln

Gly

val

Gly

55

Lys

Thr

Thr

Ser

Thr

Gln

Ile

55

Lys

Thr

Phe

Ser

128

Pro

Asp

Asp

Leu

Gly

Val

Val

40

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ser
120

Thr

Ile

Asp

Val
105

Pro

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr
105

Asn

Ser

Thr
90

Asp

Gly

190

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

20

Ala

Tyr

Gln

15

Ala

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

15

Ala

Met

Asn
60

Ser

Met

Trp

val

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

Asp

Ser

Gln

Tyr

Gly

Ala

Leu

Leu

45

Ser

Leu

Tyr

Tyr

Ala

val

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

Glu

Ala

val

Tyr

Trp
110

Leu

Phe

Cys

95

Gly

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Gly

Met

Leu

80

Ala

Thr

Gln

Tyr

Leu

Ile

Leu

Ala

Gln



10

<400>
Gln VvVal
1

Ser Met

Trp Ile

Gly Glu

Arg Asn
65

Met Gln

Thr Val

Thr Leu

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

<400>
Gln val

Ser Leu

Ala Val

Gly Val
50

Ser Arg
65

Lys Met

Arg Lys

Thr Leu

16

Gln Leu Gln

Arg Leu Ser
20

Hig Trp Val
35

Ile Asn Pro

Lys Ala Thr

Leu Arg Ser
85

Val Phe Tyr
100

Vval Thr val
115

17
119
PRT
Mus sp.

17

Gln Leu Lys

Ser Ile Thr
20

Hig Trp Val
35

Ile Trp Ser

Leu Ser Ile

Asn Ser Leu
85

Gly Gly Tyr
100

Vval Thr val
115

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Asn

70

Gln

Ser

Ser

Pro

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Glu

Ala

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ile

Gly

Ala

129

Gly

Ala

Arg

40

Vval

val

Ser

Pro

Gly

val

Phe

40

Ser

Asp

Asp

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Ala

Tyr
105

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Trp
105

Asp

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

20

Phe

Gly

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr
90

Phe

Phe

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Ser

Pro

Leu

Phe

Lys

Phe

Lys

15

Ala

Ala

val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Ile

Tyr

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Thr

Val

Trp

Ala

Leu

Leu

45

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Val

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

15

Asn

Trp

Phe

Phe

Cys
95

Gln

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gln

TYr

Leu

Lys

Phe

80

Ala

Gly



10

15

<210> 18

<211> 119
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 18

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

val

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

Lys

Leu

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Asn

Gly

val
115

<210> 19

<211> 117
<212> PRT

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Ser

Ser

Gly

100

Thr

Lys

Thr

val

Ser

Ile

Len

85

Tyr

val

<213> Mus sp.

<400> 19

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser

1

5

Glu

Cys

Arg

Asp

Asn

70

Gln

Ser

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

55

lys

Thr

Gly

Ala

130

Gly

val

Phe

40

Ser

Asp

Asgp

Ser

Gly

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val

20

Gly Val His Trp Val Arg Gln

35

Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser
190 15

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
45

Thr Asp Tyr Agn Ala Pro Phe
60

Asn Ser Lys Ser Gln vVal Phe
75

Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
90 95

Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
105 110

Pro Val Leu Val Ala Pro Ser
10 15

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn
25 30

Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp

40

45

Gln

Tyr

Leu

Lys

Phe

80

Ala

Gly

Gln

Tyr

Leu



10

15

Gly

Ser

65

Arg

Tys

Leu

Vval

50

Arg

Met

Met

Thr

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

<400>

Glu

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

Leu

Ala

Tyr

Val

Val

Ile

Arg

50

Asp

His

Lys

Trp

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

<400>
Thr Ala

1

Ile

Leu

Asn

Asgp

val
115

20
124
PRT

Trp

Ser

Ser

Trp
100

Ser

Pro

Ile

Len

85

Asp

Ser

Mus sp.

20
Gln

Arg

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Gly
115

21
12
PRT

Leu

Leu

Trp

Asp

Ala

Ser

Phe

100

Gln

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Gly

Mus sp.

21

val

His

70

Gln

Asp

Gln

Cys

Arg

Ala

Ile

Leu

Asp

Thr

Gly

55

Lys

Thr

Phe

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asn

Leu

131

Ser

Asp

Asp

Phe

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

val
120

Thr

Asn

Asp

Asp
105

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Asn

Ser

Thr

90

Tyr

Glu

10

Gly

Lys

Thr

Thr

Asp

Ser

val

Tyr

Lys

15

Ala

Trp

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

Thr

Tyr

Ser

Asn

60

Ser

Ile

Gly

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Ala

Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His

5

10

Ser

Gln

Tyr

Gln

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

val

Asp

Ala

val

Tyr

Gly
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ala
110

Leu

Phe

Cys
95

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Phe

Met

Leu

80

Ala

Thr

Ala

Asp

Leu

Phe

Tyr

80

Cys

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

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

<400>
Leu Ala
1

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

<400>
Leu Ala
1

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

<400>
Arg Ser
1

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

<400>
Arg Ala
1

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

<400>
Thr Ala
1

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

<400>
Lys Ala
1

22
11
PRT
Mus sp.

22
Ser Gln Thr Ile
5

23
11
PRT
Mus sp.

23
Ser Gln Thr Ile
5

24
16
PRT
Mus sp.

24
Ser Gln Asn Ile
5

25
11
PRT
Mus sp.

25
Ser Gln Asp Ile
5

26
12
PRT
Mus sp.

26
Ser Ser Ser Val
5

27
11
PRT
Mus sp.

27
Ser Gln Asp Val
5

132

Gly Thr

Gly Thr

Val His

Tyr Lys

Ser Ser

Gly Thr

Trp Leu Ala
10

Trp Leu Gly
10

Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gln

10

Tyr Leu Asn
10

Ser Tyr Phe His
10

Asn Val Leu
10

15



10

15

20

25

30

35

40

45

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

<400>
Lys Ala
1

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

<400>
Leu Ala
1

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

<400>
Ser Thr
1

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

<400>
Ala 2la
1

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

<400>
Arg Ser
1

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

<400>
Lys Val
1

28
11
PRT
Mus sp.

28
Ser Gln Asn
5

29
11
PRT
Mus sp.

29
Ser Gln Thr
5

30

7

PRT

Mus sp.

30
Ser Asn Leu

5

31

7

PRT
Mus sp.

31
Thr Ser Leu
5

32

7

PRT
Mus sp.

32
Thr Thr Leu
5

33

7

PRT
Mus sp.

33
Ser Asn Arg
5

Val

Ile

Ala

Ala

Ala

Phe

Gly Arg Ala Val Ala

Gly Thr Trp Leu Gly

Ser

Asp

Asp

Ser

133

10

10



10

15

20

25

30

35

40

45

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

<400>
Tyr Thr
1

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

<400>
Arg Thr
1

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

<400>
Ser Ala
1

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

<400>
Ser Rla
1

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

<400>
Arg Ala
1

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

<400>
His Gln
1

134

34

7

PRT
Mus sp.

34
Ser Gly Leu His Ser
5

35

7

PRT
Mus sp.

35
Ser Asn Leu Ala Ser
5

36

7

PRT

Mus sp.

36
Ser Tyr Arg His Ser
5

37

7

PRT
Mus sp.

37

Ser Asn Arg Tyr Thr
5

38

7

PRT
Mus sp.

38
Thr Ser Leu Ala Asp
5

39

9

PRT
Mus sp.

39

His His Arg Ser Pro Val Thr
5



10

15

20

25

30

35

40

45

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

40
9
PRT

135

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:

peptide

<400>
Gln Gln
1

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

<400>
Gln Gln
1

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

<400>
Phe Gln
1

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

<400>
Gln Gln
1

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

<400>
His Gln
1

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

40
val Tyr Thr Thr Pro
5

41

9

PRT
Mus sp.

41
Leu Tyr Ser Ala Pro
5

42

9

PRT
Mus sp.

42
Gly Ser His Val Pro
5

43

9

PRT
Mus sp.

43

Asp Ser Lys Phe Pro
5

44

9

PRT
Mus sp.

44
Phe His Arg Ser Pro
5

45

9

PRT
Mus sp.

Leu

Tyr

Phe

Trp

Leu

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Synthetic



10

15

20

25

30

35

40

45

<400>
Gln Gln
1

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

<400>
Gln Gln
1

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

<400>
Gln Gln
1

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

<400>
Gly Asn
1

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

<400>
Gly Tyr
1

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

<400>
Gly Phe
1

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

136

45
Tyr Ser Arg Tyr Pro Leu Thr
5

46

9

PRT
Mus sp.

46
Tyr Ser Ser Tyr Pro Leu Thr
5

47

9

PRT
Mus sp.

47
Leu Tyr Ser Gly Pro Tyr Thr
5

48

10

PRT
Mus sp.

48
Thr val Thr Ser Tyr Trp Met His
5 10

49

10

PRT
Mus sp.

49
Thr Phe Thr Asp Asn Tyr Met Asn
5 10

50

10

PRT
Mus sp.

50
Asn Ile Lys Asp Asp Tyr Ile His
5 10

51
10
PRT
Mus sp.



10

15

20

25

30

35

40

45

<400>
Gly Phe

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

<400>
Gly Phe

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

<400>
Gly Tyr

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

<400>
Gly Phe

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

<400>
Gly Phe

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

<400>
Gly Phe

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

137

51
Ser Leu Thr Lys Phe Gly Vval His
5 10

52

10

PRT
Mus sp.

52
Ser Leu Ser Ser Tyr Glu Ile Asn
5 10

53

10

PRT
Mus sp.

53
Ser Phe Thr Ser Ser Trp Ile His
5 10

54
10
PRT
Mus sp.

54
Ser Leu Thr Asn Tyr Ala val His

5 10

55
10
PRT
Mus sp.

55

Ser Leu Thr Asn Tyr Gly Val His
5 10

56
10
PRT
Mus sp.

56
Asn Ile Lys Asp Asp Tyr Ile His
5 10

57
17
PRT
Mus sp.



10

15

20

25

30

35

40

45

<400>
Glu Ile
1

Gly

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

<400>
Arg Val
1

Gly

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

<400>
Arg Ile
1

Asp

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

<400>
val Ile
1

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

<400>
Val Ile
1

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

<400>
Glu Ile
1

<210>
<211>

138

57
Leu Pro Ser Thr Gly Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Asn Phe Lys
5 10 15

58
17
PRT
Mus sp.

58
Asn Pro Ser Asn Gly Asp Thr Lys Tyr Asn Gln Asn Phe Lys
5 10 15

59
17
PRT
Mus sp.

59
Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Ala Pro Lys Phe Gln
5 10 15

60
16
PRT
Mus sp.

60

Trp Ala Gly Gly Pro Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser
5 10 15

61
16
PRT
Mus sp.

61
Trp Thr Gly Ile Thr Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Ile Ser
5 10 15

62
15
PRT
Mus sp.

62
Asn Pro Gly Asn Val Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Asn Phe
5 10 15

63
16



10

15

20

25

30

35

40

45

<212>
<213>

<400>
Vval Ile
1

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

<400>
val Ile
1

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

<400>
val Ile
1

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

<400>
Arg Ile
1

Asp

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

<400>
vVal Tyr
1

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

<400>
Thr Lys
1

139

PRT
Mus sp.

63
Trp Ser Asp Gly Ser Thr Asp Phe Asn Ala Pro Phe Lys Ser
5 10 15

64
16
PRT
Mus sp.

64
Trp Ser Asp Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Ala Pro Phe Lys Ser
5 10 15

65
16
PRT
Mus sp.

65
Trp Pro Val Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser
5 10 15

66
17
PRT
Mus sp.

66

Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Asp Pro Arg Phe Gln
5 10 15

67
10
PRT
Mus sp.

67
Phe Gly Asn Pro Trp Phe Ala Tyr
5 10

68
16
PRT
Mus sp.

68
Asn Phe Tyr Ser Ser Tyr Ser Tyr Asp Asp Ala Met Asp Tyr
5 10 15



10

15

20

25

30

35

40

45

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

<400>
Ser Phe

1

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

<400>
Gln Ile
1

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

<400>
Gly Thr
1

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

<400>
Val Phe
1

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

<400>
Lys Gly
1

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

<400>
Met Asp
1

140

69
15
PRT
Mus sp.

69

Pro Asn Asn Tyr Tyr Ser Tyr Asp Asp Ala Phe Ala Tyr

5 10 15

70
10
PRT
Mus sp.

70
Tyr Tyr Ser Thr Leu Val Asp Tyr
5 10

71
12
PRT
Mus sp.

71
Gly Thr Gly Phe Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
5 10

72
10
PRT
Mus sp.

72
Tyr Gly Glu Pro Tyr Phe Pro Tyr
5 10

73
11
PRT
Mus sp.

73
Gly Tyr Ser Gly Ser Trp Phe Ala Tyr
5 10

74

9

PRT
Mus sp.

74
Trp Asp Asp Phe Phe Asp Tyr
5



10

15

20

25

30

141

<210> 75
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 75
Ser Phe Pro Asp Asn Tyr Tyr Ser Tyr Asp Asp Ala Phe Ala Tyr
1 5 10 15

<210> 76

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:
Synthetic polypeptide”

<400> 76
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Thr Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Phe His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Arg Thr Ser Thr Leu Ala Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Preo Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Phe His Arg Ser Pro
85 30 95

Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105
<210> 77
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>

<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence:
Synthetic polypeptide"



10

15

<400> 77

Glu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly
65

Pro

Leu

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

<210> 78

<211> 108

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Thr Gln

Met Ser

Tyr Gln

Ser Ile

Gly Thr
70

Ala Thr
85

Gln Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

35

Asp

Tyr

Thr

142

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Synthetic polypeptide"

<400>

Glu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

78

val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
100

Thr Gln

Met Ser

Tyr Gln

Ser Arg

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

Glu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

20

Glu

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu
80

Pro

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro



10

15

20

143

<210> 79

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:
Synthetic polypeptide"

<400> 79
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Thr Cys Thr Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Phe His Trp Tyr Gln Gln 1Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Arg Thr Ser Arg Leu Ala Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Phe His Arg Ser Pro
85 S0 95

Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105
<210> 80

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence:
Synthetic polypeptide”



10

15

<400>

Gln

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

80

Val Leu Thr

Ala

His
35

Arg

Gly

Asp

Phe

81
108
PRT

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Ala

5

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gln

Thr

Gln

Arg

Thr

70

Thr

Gly ala Gly

100

source

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

144

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Synthetic polypeptide"

<400>

Gln

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>
<211>

81

val

Vval

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

82
108

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
100

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

Gln

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Artificial Sequence

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His
30

Glu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

30

Glu

Leu

Ser

Gln

val

Thr

75

Gln

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Ile Lys

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

His

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



10

15

20

<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

145

Synthetic polypeptide"

<400> 82

Gln
1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

<210> 83

<211> 108

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Thr

Gln

Lys

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

35

Asp

Tyr

Thr

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Synthetic polypeptide”

Gly

Ala
25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

80

Glu

Leu

Ser

Gln

val

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Phe

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Ser

Ser
30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



10

15

<400> 83

Glu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

<210> 84

<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
100

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

His

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

146

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Synthetic polypeptide"

<400>

Glu

1

Vval

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Leu

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>

84

val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

85
107

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Tyr

Thr

Glu

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

lys

His

55

Phe

Phe

Llys

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

20

Glu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

20

Ile

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Phe

Lys

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Ser

Leu

val

Pro

45

Gly

Ser

His

Val

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Arg

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Ser

Gly

Pro

Phe

Leu

Tyr

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu



10

15

20

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

147

Synthetic polypeptide"

<400> 85
Glu Ile Val
1

Val Arg Ala

Val Leu Trp
35

Tyr Ser Ala

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 86
<211> 107

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

Thr

Leu

Gln

Tyr

Thr

vVal
85

Gly

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu
70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Synthetic polypeptide”

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
30

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Asp

Ser

Ser

Val

val

Arg

45

Arg

Ser

Arg

Ser

Gly

Pro

Phe

Leu

Tyr

Pro
15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser
80

Leu



10

<400>

Glu

Val

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Leu

Ser

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

86

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

87
119

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

148

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 87
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

30

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

val

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Arg

Ser

Gly

30

Pro

Phe

Leu

Tyr

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu



10

Ser

Trp

Gly

Arg

65

Met

Ala

Thr

Val

Ile

Glu

Asn

Glu

val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

<400>

Gln
1

Ser

Trp

Gly

Arg

65

Met

Val

Val

Ile

Glu

Asn

Glu

Lys

Hig
35

Ile

Lys

Leu

val

val
115

88
119
PRT

Val
20

Trp

Asn

Ala

Ser

Phe

100

Thr

Ser

val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

val

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Gly

Ser

lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Glu

Ser

149

Ala

Ala

40

Val

Val

Ser

Pro

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Arg Thr

Asp Thr

Asp Asp

90

Tyr Phe
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

88

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Aszn

Val

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Arg

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Arg

40

Val

Val

Ser

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Arg Thr

Asp Thr

Asp Asp

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Pro

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Thr

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



10

15

20

Thr

Thr

Val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

85

150

90

95

Val Phe Tyr Gly Glu Pro Tyr Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly

100

Val Thr Val Ser Ser

115

89

119
PRT
Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 89

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg

Met

Thr

Thr

Val

Val

Ile

Glu

50

Asn

Glu

val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Val

val
115

90
119
PRT

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Ser

Phe

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

val

Gln

Cys

Lys

Gly

Met

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Glu

Ser

Gly

Ala

Ala

40

val

val

Ser

Pro

105

Ala

Ser

25

Fro

Arg

Asp

Asp

Tyr
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Phe

vVal

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Pro

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



10

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg

65

Met

Ala

Thr

Vval

Val

Ile

Glu

Asn

Glu

Val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg
65

Val

val

Ile

Glu

50

Asn

90
Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Val

val
115

91

Leu

val
20

Trp

Asn

Ala

Ser

Phe

100

Thr

119
PRT
Artificial Sequence

val

Ser

val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

val

source

/note="Description of Artificial Sequence:

91
Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

val
20

Trp

Leu

val

val

Ser

Vval

Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Met
70

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Glu

Ser

Ser

lys

Gln

Val

55

Thr

151

Gly

Ala

Arg

40

Vval

Arg

Ser

Pro

Gly

Ala

Arg

Val

val

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Asp

Tyr
105

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Phe

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Thr

Pro

val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr
80



10

15

20

Met Glu Leu Ser

Thr val Vval Phe

100

Thr Leu Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

115

92
119
PRT

1562

Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

30

95

Tyr Gly Glu Pro Tyr Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly

Val Ser Ser

105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 92

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg

Met

Thr

Thr

Val

Val

Ile

Glu

50

Asn

Glu

Val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Val

Val
115

93
119
PRT

Leu

Val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Phe

100

Thr

val

Ser

Vval

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Val

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

Leu

Gly

Ser

Ser

1ys

Gln

Ala

55

Thr

Arg

Glu

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Val

Val

Ser

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Asp

Tyr
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Glu

190

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

Pro

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



10

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg

65

Met

Ala

Thr

Vval

Val

Ile

Glu

50

Asn

Glu

Val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

93
Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Val

val
115

94
119
PRT

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Ser

Phe

100

Thr

val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Tyr

val

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Glu

Ser

153

Gly

Ala

Ala

40

Vval

val

sSer

Pro

Ala

Ser

25

Fro

Arg

Asp

Asp

Tyr
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 94
Gln val Gln

1

Ser Val Lys

Trp Ile His

Gly Glu Ile

50

35

Leu Val Gln Ser Gly Ala

20

5

Val Ser Cys Lys Ala Ser

25

Trp Val Arg Gln Ala Pro

55

40

Asn Pro Gly Ala Val Arg

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Phe

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Thr

Pro

Glu Vval

10

Gly

Tyr

Gly Gln

Thr Asn

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr
60

Lys Pro Gly Ala
15

Phe Thr Ser Ser
30

Leu Glu Trp Ile
45

Asn Glu Asn Phe

Ser Thr Ala Tyr
80

Val Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln Gly
110

Lys Pro Gly Ala
15

Phe Thr Ser Ser
30

Leu Glu Trp Ile
45

Asn Glu Asn Phe



10

15

20

Arg

Met

Ala

Thr

Asn

Glu

val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

Lys

Leu

Val

val
115

95
119
PRT

Val

Ser

Phe

100

Thr

154

Thr Met Thr Val Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr

70

75

80

Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

20

95

Tyr Gly Glu Pro Tyr Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly

val Ser Ser

105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 95

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg

65

Met

Ala

Thr

Val

Val

Ile

Glu

Asn

Glu

Val

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Val

val
115

96
119
PRT

Leu

val
20

Trp

Asn

Ala

Ser

Phe

100

Thr

val

Ser

Vval

Pro

Thr

Arg

Tyr

val

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

Thr

Arg

Glu

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Val

val

Ser

Pro

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Asp

Tyr
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Phe

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Thr

Pro

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



<400> 96

Gln

1

Thr

Ala

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Val

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

Lys

Leu

5 <210>

<211> 119

<212>
<213>
<220>
10 <221>
<223>
Synthetic polypeptide"

Gln

Ser

Hisg

35

Ile

val

Ser

Gly

val
115

97

PRT

Leu

Ile

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Gln

Thr

Ile

Ser

Ile

val

85

Tyr

val

Glu

Cys

Arg

Asp

Asn

70

Gln

Ser

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Ala

Gly

Ser

155

Gly Pro

Val Ser

Pro Pro

40

Ser Thr

Asp Thr

Ala Asp

Ser Trp
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 97

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

1

5

Gly

190

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Phe

10

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

val

Ser

Gly

Asn

Ser

val

Tyr

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

Glu

Pro

val

Tyr

Gly
110

Ser

15

Asp

Trp

Phe

Ser

Cys

95

Gln

15

Glu

Tyr

Ile

Lys

Phe

80

Ala

Gly

Thr Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr

20

25

30

Ala Val His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

15

35

40

45



10

15

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Vval

50

Arg

Met

Lys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

<400>

Gln

1

Thr

Ala

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

val

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

Lys

Leu

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

Ile

val

Asn

Gly

val
115

98
119
PRT

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Ser

Ile

Len

85

Tyr

val

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Gly

55

lys

Thr

Gly

Ser

156

Ser

Asp

Asp

Ser

Thr

Thr

Asp

Trp
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

98
Gln

Ser

His

35

Ile

Val

Asn

Gly

Val
115

99
119
PRT

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Gln

Thr

Ile

Ser

Ile

Val

85

Tyr

Val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Val

Gly

Ser

Gly

val

Pro

40

Ser

Asgp

Ala

Ser

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Trp
105

Artificial Sequence

Asp

Ser

Thr

30

Phe

Gly

190

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Phe

Tyr Asn Ala

60

Lys Asn Gln

15

Ala Val Tyr

Ala Tyr Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

15

Ala

Ala

val

Ser

Gly

Agn

60

Ser

Val

Tyr

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

val

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Val

Tyr

Gly
110

Phe Lys

Ser Leu
80

Cys Ala
95

Gln Gly

Ser Glu
15

Asp Tyr

Trp Ile

Phe Lys

Ser Leu
80

Cys Ala
95

Gln Gly



10

15

<220>
<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

157

Synthetic polypeptide”

<400> 99

Gln

1

Thr

Ala

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

val

Leu

val

Val

50

Arg

Leu

Lys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

<400> 100

Gln

Ser

His

35

Ile

val

Ser

Gly

val
115

100
119
PRT

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Gln

Thr

val

Ser

Ile

val

85

Tyr

val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

lys

val

Gly

Ser

Gly

val

Pro

40

Ser

Asp

Asp

Ser

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Trp
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Gly

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

20

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

15

Ala

Ala

val

Ser

Gly

Agn

60

Asn

val

Tyr

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Pro

val

Tyr

Gly
110

Ser

Asp

Trp

Phe

Ser

Cys

95

Gln

Glu

Tyr

Ile

Lys

Phe

80

Ala

Gly

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

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr

20

25

30

Ala Val His Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile



10

15

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Val

50

Arg

Leu

Lys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

<400>

Gln

1

Thr

Ala

Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Val

Leu

val

Val

Arg

Met

Lys

Leu

35

Ile

Val

Ser

Gly

val
115

101
119
PRT

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Ser

Ile

val

85

Tyr

Val

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Gly

55

Lys

Thr

Gly

Ser

158

40

Ser

Asp

Asp

Ser

Thr

Thr

Asp

Trp
105

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

101
Gln

Ser

His

35

Ile

Val

Ser

Gly

val

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

115

Gln

Thr

Ile

Ser

Ile

val

85

Tyr

val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Ala

Gly

Ser

Gly

vVal

Pro

40

Ser

Asp

Asp

Ser

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Trp
105

Asp Phe Asn

60

Ser Lys Asn

75

Thr Ala val

50

Phe Ala Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

20

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

val

Ser

Gly

Asn

Ser

Val

Tyr

45

Ala

Gln

Tyr

Trp

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

Val

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Val

Tyr

Gly
110

Phe Lys

Ser Phe
80

Cys Ala
95

Gln Gly

Ser Glu

15

Asp Tyr

Trp Ile

Phe Lys

Ser Phe

Cys Ala

95

Gln Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

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

<400>
Arg Thr
1

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

<400>
Arg Thr
1

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

<400>
Arg Thr
1

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

<400>
Arg Thr
1

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

<400>
Arg Thr
1

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

<400>
Gly Phe
1

102

7

PRT
Mus sp.

102
Ser Thr Leu
5

103

7

PRT
Mus sp.

103

Ser Ile Leu
5

104

7

PRT

Mus sp.

104
Ser Arg Leu
5

105

7

PRT
Mus sp.

105
Ser Gln Leu
5

106

7

PRT
Mus sp.

106
Ser Lys Leu
5

107
10
PRT
Mus sp.

107

Ser Leu Thr
5

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Asp

159

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Tyr Ala Val His
10



10

15

20

25

30

35

40

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

<400>
Glu Ile
1

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

<400>
Glu Ile
1

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

<400>
Glu Ile
1

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

<400>
Glu Ile
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

160

108
15
PRT
Mus sp.

108
Leu Pro Gly Val Val Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Asn Phe
5 10 15

109
15
PRT
Mus sp.

109
Asn Pro Gly Ala Val Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Asn Phe
5 10 15

110
15
PRT
Mus sp.

110
Asn Pro Gly Leu Val Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Asn Phe
5 10 15

111
15
PRT
Mus sp.

111
Asn Pro Gly Ser Val Arg Thr Asn Tyr Asn Glu Asn Phe
5 10 15

112
330
PRT
Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Synthetic polypeptide”

<400>

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

1

Ser Thr

Phe Pro

112

5 10 15

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

20 25 30

Glu Pro Val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

35 40 45



161

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Preo Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Prc Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cyg Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 113
<211> 107



10

15

20

<212> PRT

162

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Synthetic polypeptide"

<400> 113

Arg Thr Val Ala Ala

1

Gln Leu Lys

Tyr Pro Arg
35

Ser Gly Asn

Thr Tyr Ser

65

Lys His Lys

Pro Val Thr

<210> 114
<211> 215

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

5

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

val

Ser

Thr

Cys

Asn

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Synthetic polypeptide”

<400> 114

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

15

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

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

1

5

10

15



10

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

115
215
PRT

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

100

val

Ser

Gln

val

Leu

180

Glu

Arg

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Ser

Gln

Thr

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

163

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Ser

Gly

Gly

Leu

His

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys



10

<400>

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

115

Val

Ala

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

116
215
PRT

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

vVal

Gln

Ser

His

Cys
215

164

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Fro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leau

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

Pro

Asp

Ser

His

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

35

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys



10

<400>

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

116

Val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

val

Ser

Thr

Cys
195

Asn

117
215
PRT

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

100

val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

165

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

Glu

Ser

Asn

aAla

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

15

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

35

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys
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<400>

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

117

Val

Ala

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

118
215
PRT

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Thr

70

val

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

166

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Fro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

90

Glu

Ser

Asn

aAla

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

15

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

val

Pro

Asp

Ser

His

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys



10

<400>

Gln

Glu

TYr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

118

Val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

val

Ser

Thr

Cys
195

Asn

119
215
PRT

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

100

val

Ser

Gln

val

Leu

180

Glu

Arg

Thr

Met

TYr

Ser

Gly

Ala

85

Ala

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

167

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

920

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys
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<400>

Gln

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

119

Val

val

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys
195

Asn

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu
180

Glu

Arg

120
215
PRT
Artificial Sequence

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Gln

Ser

Gln

Gln

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

168

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala
185

Gly

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Gln
125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His
190

val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

val

Lys
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<400>

Gln

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

120

val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

vVal

Ser

Thr

Cys
195

Asn

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu
180

Glu

Arg

121
215
PRT
Artificial Sequence

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr
165

Thr

val

Gly

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Gln

Thr

Gln

Lys

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

169

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala
185

Gly

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

30

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys
170

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

val

Thr

15

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

His

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His
190

val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser
175

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

150

Leu

Val

Lys
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<400>

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala
145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Phe

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

121

val

Ala

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

val

Ser

Thr

Cys
195

Asn

122
214

Leu

Thr
290

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Val

Ser

Gln

val

Leu

180

Glu

Arg

PRT
Artificial Sequence

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Gln

Ser

Gln

His

Thr

70

val

Gly

Ile

val

Lys
150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

170

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Bro

Leu

Asn

Ser

Ala
185

Gly

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys
170

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu
155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

Pro

45

Gly

Ser

His

Gln
125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

Arg

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His
190

Val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser
175

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser
160

Leu

Val

Lys



10

<400>

Glu

Val

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Leu

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

122

Val

Ala

Trp
35

aAla

Ser

Phe

Gly

val
115

Ser

Gln

val

Leu

Glu
195

Arg

123
214
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Fhe

val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Leu

Gln

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Len

Thr

Glu

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu
135

Asp

Asp

lys

Gln

171

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Sear

Ala

Gly
200

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

30

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr
140

Ser

Thr

Lys

Pro

val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Arg

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Gly

30

Pro

Phe

Leu

Tyr

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

140

Ser

Tyr

Ser



10

<400>

Glu

Val

Vval

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Leu

Ser

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

123

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

val
115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

124
214

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

PRT
Artificial Sequence

Thr

Len

Gln

Tyr

Thr

val

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

source

/note="Description of Artificial Sequence:

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

lys

His

55

Phe

Tyr

1ys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

172

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro
120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

20

Tle

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

val

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Arg

Thr

Leu
125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Gly

30

Pro

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ber
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<400>

Glu

val

Val

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Leu

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

124

Val

Ala

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val
115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

125
449
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

FPhe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Leu

Gln

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

1ys

His

55

Phe

Tyr

Llys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

173

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Artificial Sequence

source

Synthetic polypeptide”

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

20

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

val

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Arg

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Gly

Pro

Phe

Leu

Tyr

val
110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser



<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg

Met

Vval

val

Ile

Glu

50

Asn

Glu

125

Gln Leu

Lys Val
20

Hig Trp

35

Ile Asn

Lys Ala

Leu Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Arg
85

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Ser

1ys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

174

Gly

Ala

Ala

40

val

val

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
20

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Hisg

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

val

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Phe

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
340

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Glu

Ser

Lys

135

Tyx

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Pro

Ala

120

Ser

Fhe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

Eis

Lys

Gln

175

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro
345

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
315

Pro

Glu

Tyr

Gly

Gly

140

val

Fhe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Fro

Gln

Gly

110

Ser

Ala

val

aAla

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

val
350

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

24Q

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr
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Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

<400>

Gln
1

Ser

Trp

Gly

Arg

65

Met

Val

Val

Ile

Glu

Asn

Glu

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

126
449
PRT
Artificial Sequence

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

source

/note="Description of Artificial Sequence:

126

Gln

Lys

Hig

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val
290

Trp

Asn

Val

Ser

Val

5

Ser

val

Pro

Thr

Arg
85

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Arg

176

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Gly

Ala

Arg

40

val

Val

Ser

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Val

365

Val

Pro

Thr

vVal

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ala

Ser

Ile

FPhe

Tyr

80

Cys



Thr

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

val

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Phe

100

Thr

Pro

Val

aAla

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Ero

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Pro

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

177

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val

265

val

Gln

Gln

Ala

Pro

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

VvVal

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Len

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

Val

Gln

Vval

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr
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Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

<400>

Gln
1

Ser

Trp

Gly

Arg

65

Met

val

Val

Ile

Glu

Asn

Glu

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

Hisg
435

127
449
PRT

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

178

Met

360

Pro

Agn

Leu

Val

Gln
440

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

127
Gln

Lys

Hisg

35

Ile

Lys

Leu

Leu

Val

20

Trp

Aszn

Val

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thre

Arg

Gln

Cys

Lys

Gly

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

vVal

Val

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Asp

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Thr

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

val

365

val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ala

Ser

Met

Phe

Tyzr

80

Cys



Thr

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Vval

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Val

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Val

Cys

Phe

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

85

Tyr Gly

Val Ser

Ser Ser

Lys Asp
150

Leu Thr
165

Leu Tyr

Thr Gln

Val Asp

Pro Pro
230

Phe Pro
245

val Thr

Phe Asn

Pro Arg

Thr Val

310

Val Ser
325

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

2585

Leu

Asn

179

Pro

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Vval

Tyr

280

Glu

Hisg

Lys

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

30

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu
330

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Tzp

315

Pro

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gly

110

Ser

Ala

Vval

Ala

Val

130

His

cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys
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Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg
65

Val

val

Ile

Glu

50

Asn

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

128

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

449
PRT
Artificial Sequence

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

source

/note="Description of Artificial Sequence:

128
Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Val
20

Trp

Asn

Ala

Val
5

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gln

Cys

Val Arg

Pro

Thr

Gly

Leu
70

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

180

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Gly

Ala

Arg

40

val

Arg

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Gln

val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr
80



Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Glu

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Leu

val

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Phe

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Arg

85

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val
325

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Arg

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Ser

Pro

Ala

120

Ser

Fhe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

181

Asp

Tyr

1035

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu
330

Thr

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
315

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

vVal

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys



10

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg
65

Val

val

Ile

Glu

50

Asn

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

129
449
PRT

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

182

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

129
Gln

Lys

His

Ile

Lys

Leu

val
20

Trp

Leu

Val

Val

Ser

val

Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Met
70

Ser

1lys

Gln

vVal

55

Thr

Gly

Ala

Arg

40

val

Val

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Gln

val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr
80



Met

Thr

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Glu

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Leu

val

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Phe

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Arg

85

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val
325

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Arg

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Ser

Pro

Ala

120

Ser

Fhe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

183

Asp

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu
330

Thr

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
315

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

vVal

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys



10

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

Ser

Fro

355

Val

Gly

Asp

Trp

Hig
435

130
449
PRT

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

184

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 130

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Arg
65

Val

val

Ile

Glu

50

Asn

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

val
20

Trp

Asn

Val

Val

5

Ser

val

Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Met
70

Ser

1lys

Gln

Ala

55

Thr

Gly

Ala

Arg

40

val

Val

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ala

Ser

Ile

Phe

Tyr
80



Met

Thr

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Glu

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Leu

Val

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Phe

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leun

Lys

Arg

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Arg

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Ser

Pro

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

185

Asp

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Thr

Proc

Lys

Gly

Pro

158

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

VvVal

val

Ser

300

Leu

Ala

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

vVal

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys



10

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211> 449
<212> PRT
<213>
<220>
<221> source
<223>
Synthetic polypeptide"

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

val

val

Ile

Glu

Arg Asn

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

131

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

325

Ala Lys

Arg Glu

Gly Phe

Pro Glu

390

Ser Phe
405

Gln Gly

His Tyr

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

186

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Artificial Sequence

/note="Description of Artificial Sequence:

131
Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Val
20

Trp

Asn

Val

Vval Gln

5

Ser Cys

vVal Arg

Pro Gly

Thr Met

Ser

Lys

Gln

Len

55

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Val

Val

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Gln

Val

365

val

Pro

Thr

vVal

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

335

Tyr Thr

Leu Thr

Trp Glu

Val Leu

400

Asp Lys
415

His Glu

Pro Gly

Gly Ala

15

Ser Ser

Trp Ile

Asn Phe

Ala Tyr



65

Met

Ala

Thr

Pr¢

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val
305

Glu

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Leu

val

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Ser

Phe

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Arg

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

vVal

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val
310

Arg

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

285

Leu

187

Ser

Pro

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Asp

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Asp

30

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

75

Thr

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asgn

Trp
315

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
320



10

Tyr

Thr

Lau

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

val

val

Ile

Glu
50

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

132
449
PRT

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

188

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

FPhe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

132

Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

5

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20

25

His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ile Asn Pro Gly Ala Val Arg

55

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

Gly

Gly

Thr

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

VvVal

Tyr

Gln

Asn

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr
60

Pro

Gln

val

365

Val

Pro

Thr

val

Leu
445

Lys

Phe

Lau

45

Asn

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Pro Gly Ala

15

Thr Ser Ser

30

Glu Trp Ile

Glu Asn Phe



Arg

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val
305

Asn

Glu

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Leun

Val

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

val

Ser

Phe

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Thr

Arg

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Vval

Phe

Pro

Thr

Met

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyxr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val
310

Thr

Arg

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

val

Ser

Pro

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Fro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

189

Asp

Asp

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Vval

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Thr

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Ser

75

Thr

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
315

Ile

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

vVal

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

PFro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

aAla

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Lys

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu
320



10

Tyr

Thr

Lau

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

val

val

Ile

Glu
50

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

133
449
PRT

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

190

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

FPhe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

133

Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

5

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20

25

His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ile Asn Pro Gly Ser Vval Arg

55

Leu Pro Ala
330

Arg Glu Pro

Lys Asn Gln

Asp Ile Ala
380

Lys Thr Thr
395

Ser Lys Leu
410

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

Glu val Lys
10

Gly Tyr Ser

Gly Gln Gly

Thr Asn Tyr
60

Pro Ile Glu Lys
335

Gln Val Tyr Thr
350

Vval Ser Leu Thr
365

Val Glu Trp Glu

Pro Pro Val Leu
400

Thr Val Asp Lys
415

Val Met His Glu
430

Leu Ser Pro Gly
445

Lys Pro Gly Ala
15

Phe Thr Ser Ser
30

Leu Glu Trp Ile
45

Asn Glu Asn Phe



Arg

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val
305

Asn

Glu

val

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Leun

Val

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Ala

Ser

Phe

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Thr

Arg

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Vval

Phe

Pro

Thr

Met

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyxr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val
310

Thr

Arg

Glu

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

val

Ser

Pro

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Fro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

191

Asp

Asp

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

Vval

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Thr

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Ser

75

Thr

Pro

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
315

Ile

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

vVal

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

PFro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

aAla

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Lys

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu
320
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Tyr

Thr

Lau

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

<400>

Gln

1

Thr

Ala

Gly

Vval

Leu

val

val
50

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His
435

134
449
PRT

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

192

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

FPhe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

134

Gln Leu Gln

5

Ser Ile Thr

20

Hig Trp Ile

35

Ile Trp Ser

Glu Ser Gly

Cys Thr Val

Arg Gln Pro

40

Asp Gly Ser

55

Pro

Ser

Pro

Thr

Leu Pro Ala
330

Arg Glu Pro

Lys Asn Gln

Asp Ile Ala
380

Lys Thr Thr
395

Ser Lys Leu
410

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

Gly Leu Val
10

Gly Phe Ser

Gly Lys Gly

Asp Tyr Asn
60

Pro Ile Glu Lys
335

Gln Val Tyr Thr
350

Vval Ser Leu Thr
365

Val Glu Trp Glu

Pro Pro Val Leu
400

Thr Val Asp Lys
415

Val Met His Glu
430

Leu Ser Pro Gly
445

Lys Pro Ser Glu
15

Leu Thr Asp Tyr
30

Leu Glu Trp Ile
45

Ala Pro Phe Lys



Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Arg

Met

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

230

Ser

val

Ser

Gly

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Val

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Ile

Val

85

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Asn

70

Gln

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

Lys

Ala

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asp

Ala

Ser

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Vval

Tyr

280

Glu

His

193

Thr

Asp

Trp

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

Val

Gln

Gln

Ser

Thr

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Ser

Val

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

val

Val

Lys

220

Ala

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Gln

Tyr

TIp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ser

Cys

85

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Phe

80

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu
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305

TYr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

<400>

Gln

1

Thr

Ala

Gly

Val

Leu

val

Val

val
325

Cys Lys

Ser Lys Ala

340

Pro Ser

355

Arg

Val Lys Gly

Gly Gln Pro

Ser
405

Asp Gly

Gln
420

Trp Gln

Hisg Asn His

435

135
449
PRT

194

310

Ser Asn Lys

Lys Gly Gln

Glu Glu Met

360

Phe Tyr Pro

375

Glu
390

Asn Asn

Phe Phe Leu

Gly Asn Vval

Thr Gln

440

Tyr

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

135

Gln Leu Gln
5

Ser Ile Thr
20

His Trp Ile
35

Ile Trp Ser

Glu Ser Gly

Cys Thr val

Arg Gln Pro

40

Asp Gly Ser

Pro

Ser

25

Pro

Thr

315

Leu Pro Ala

330

Arg Glu Pro

Lys Asn Gln

Ile Ala

380

Asp

Thr
395

Lys Thr

Ser Leu

410

Lys

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

Gly Leu Val

10

Gly Phe Ser

Gly Lys Gly

Asp Tyr Asn

Pro

Gln

val

365

Val

Pro

Thr

val

Leu
445

Lys

Leu

Leu

45

Ala

320

Ile Glu

335

Lys

val
350

Tyr Thr

Ser Leu Thr

Glu Trp Glu

Val Leu

400

Pro

val Asp

415

Lys

Met
430

His Glu

Ser Pro Gly

Pro Ser Glu
15

Thr Asp Tyr
30

Glu Trp Ile

Pro Phe Lys



Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pr¢

Ala

50

Arg

Met

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys
290

Val

Asn

Gly

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Ile

Leu

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Agn

Arg

55

Lys

Thr

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
285

195

Asp

Asp

Ser

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

Thr

Asp

Trp

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

val

265

Val

Gln

Ser

Thr

S0

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

60

Asn

val

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

val

Val

Lys

220

Ala

Thr

val

Val

Ser
300

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Bla

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

val

120

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Ser

Cys

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

Hig

Arg

Leu

80

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val
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196

Val Ser Val Leu Thr Val Leu Hig Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Proc Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Tys

<210> 136

<211> 449

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Synthetic polypeptide”

<400> 136
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr
20 25 30

Ala Val His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45



Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

50

Arg

Met

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys
290

Ile

val

Asn

Gly

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Ser

Ile

Val

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Gly

55

Lys

Val

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

2158

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
295

Ser

Asp

Ala

Ser

ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

197

Thr

Asn

Asp

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

val

Gln

Asp

Ser

Thr

20

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Tyr

Lys

75

Ala

ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Asn

60

Ser

Val

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

Val

val

Ser
300

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Len

Ser

Glu

285

Thr

Pro

Val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Vval

Tyr

Phe

Ser

Cys

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val
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198

Val Ser Val Leu Thr Val Leu Hig Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Proc Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Tys

<210> 137

<211> 449

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence:

Synthetic polypeptide”

<400> 137
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr
20 25 30

Ala Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45



Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

50

Arg

Leu

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys
290

Ile

val

Ser

Gly

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Ser

Ile

Val

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Gly

55

Lys

Val

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
295

Ser

Asp

Asp

Ser

ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

199

Thr

Thr

Asp

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

val

Gln

Asp

Ser

Thr

20

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Tyr

Lys

75

Ala

ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Asn

60

Asn

Val

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

Val

val

Ser
300

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Len

Ser

Glu

285

Thr

Pro

Val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Vval

Tyr

Phe

Ser

Cys

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Phe

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val
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Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Tys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide”

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

Hisg
435

138
449
PRT

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Vval

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

200

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 138
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Glu

1

5

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

10

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Asn

Pro

Gln

vVal

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

vVal

Met

430

Ser

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

15

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr

20

25

30

Ala Val His Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35

40

45



Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

50

Arg

Leu

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

Ile

Val

Ser

Gly

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Ser

Ile

val

85

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

vVal

Phe

Pro

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Gly

55

Lys

Thr

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

201

Ser

Asp

Asp

Ser

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Tys

val

Tyr

280

Glu

Thr

Thr

Asp

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

val

Gln

Asp

Ser

Thr

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Phe

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Asn

60

Asn

val

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

val

Val

Ser

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Pro

Val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Phe

Ser

Cys

95

Gln

val

Ala

Ser

Vval

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Phe

80

aAla

Gly

Fhe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Proc

240

Ser

Asp

Asn

Val
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val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Tys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
Synthetic polypeptide"

Val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

139
449
PRT

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

202

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
440

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Artificial Sequence

source

/note="Description of Artificial Sequence:

<400> 139

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

1

5

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

10

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Asn

Pro

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

val

Leu
445

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

15

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Thr Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Tyr

20

25

30

Ala Val His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile



Gly

Ser

65

Lys

Arg

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Val

50

Arg

Met

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

35

Ile

val

Ser

Gly

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val
275

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Ser

Ile

val

85

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Asp

Ser

70

Thr

Ser

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Gly

55

Lys

Ala

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

203

40

Ser

Asp

Asp

Ser

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr
280

Thr

Asn

Asp

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

Val

265

Val

Asp

Ser

Thr

30

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

60

Ser

val

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

45

Ala

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu
285

Pro

vVal

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

Hisg

270

val

Phe

Ser

Cys

95

Gln

Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Lys

Phe

80

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn
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Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

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

<400>
Arg Thr

1

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

140
7

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

PRT
Mus sp.

140

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Arg

val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser His Leu Ala Ser

5

204

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Asn

Trp

318

Pro

Glu

Lys Asn

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly
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Patentové naroky

Protilatka anti-IL-36R nebo jeji fragment vazajici antigen

obsahuijici:

a) variabilni oblast lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 80; a

b) variabilni oblast tézkého fetézce obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88 nebo SEQ ID NO: 89.

Protilatka anti-IL-36R podle naroku 1, kde protilatka obsahuje
lehky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
118 a tézky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 125.

Protilatka anti-IL-36R podle naroku 1, kde protilatka obsahuje
lehky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
118 a tézky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 126.

Protilatka anti-IL-36R podle naroku 1, kde protilatka obsahuje
lehky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
118 a tézky fetézec obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 127.

Farmaceuticky prostfedek obsahujici protilatku nebo fragment
vazajici antigen podle kteréhokoli z narokd 1 az 4 a farmaceuticky

pfijatelny nosic.
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10.

11.

206

Protilatka nebo fragment vazajici antigen podle kteréhokoli z
narokl 1 az 4 nebo farmaceuticky prostfedek podle naroku 5, pro

pouziti v Iékafstvi.

Protilatka nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky
prostifedek pro pouZiti podle naroku 6, kde pouziti v Iékafstvi je
pouziti pfi zpusobu lé€eni zanétlivého onemocnéni, autoimunitniho
onemocnéni, respiraéniho onemocnéni, metabolické poruchy,
epitelialné zprostfedkované zanétlivé poruchy, fibrézy nebo

zhoubného nadoru.

Protilatka nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky
prostiedek pro pouziti podle naroku 6 nebo 7, kde pouziti v
|ékafstvi je pouziti pfi zpusobu Ié€eni Ilupénky, zanétlivého
stfevniho onemocnéni, psoriatické artritidy, roztrousené sklerézy,
revmatoidni artritidy, COPD, chronického astmatu nebo

ankylézujici spondylitidy.

Protilatka nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky
prostfedek pro pouziti podle kteréhokoli z narokll 6 az 8, kde
pouziti v lékarstvi je pouziti pfi zpusobu lé€eni zanétlivého

stfevniho onemocnéni.

Protilatka nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky
prostfedek pro pouziti podle kteréhokoli z narokll 6 az 9, kde

pouziti v Iékafstvi je pouziti pfi zplsobu Ié€eni Crohnovy nemoci.

Protilatka nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky
prostfedek pro pouziti podle kteréhokoli z narokll 6 az 9, kde
pouziti v Iékafstvi je pouziti pfi zplsobu IéCeni ulcerativni kolitidy.
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12.

13.

14.

15.

16.

207

Protilatka nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky
prostfedek pro pouziti podle kteréhokoli z narokl 6 az 8, kde
pouziti v |ékafstvi je pouziti pfi zpusobu l|éCeni palmoplantarni

pustulozy.

Protilatka nebo fragment vazajici antigen nebo farmaceuticky
prostifedek pro pouziti podle kteréhokoli z narokl 6 az 8, kde
pouziti v lékafstvi je pouziti pfi zpusobu Ié€eni generalizované

pustularni lupénky.

Izolovany polynukleotid obsahujici sekvenci kodujici protilatku
anti-IL-36R nebo fragment vazajici antigen podle kteréhokoli z

narokl 1 az 4, s vyhodou sekvence DNA nebo RNA.

Izolovany polynukleotid podle naroku 14, kodujici

(a) variabilni oblast lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 80, a variabilni oblast tézkého fretézce
obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 87, 88 nebo
89; nebo

(b) lehky fetézec a tézky fetézec obsahujici aminokyselinové
sekvence SEQ ID NO: 118 a popfipadé SEQ ID NO: 125; SEQ ID
NO:118 a popfipadé SEQ ID NO: 126; nebo SEQ ID NO:118 a
popfipadé SEQ ID NO: 127.

Vektor obsahujici polynukleotid podle naroku 14 nebo 15, s
vyhodou expresni vektor, vyhodnéji vektor obsahujici polynukleotid

podle vynalezu ve funkénim spojeni s Fidici sekvenci exprese.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

208

Hostitelska bunka obsahujici polynukleotid podle naroku 14 nebo

15, a/nebo vektor podle naroku 16.

Zpusob produkce protilatky anti-IL-36R nebo fragmentu vazajiciho
antigen podle kteréhokoli z naroku 1 az 4, zahrnujici pouziti
polynukleotidu podle naroku 14 nebo 15, a/nebo vektoru podle

naroku 16 a/nebo hostitelské bunky podle naroku 17.

Zpusob podle naroku 18, zahrnujici kroky (a) kultivace hostitelské
bufiky za podminek umoznujicich expresi protilatky anti-IL-36R
nebo fragmentu vazajiciho antigen a (b) izolace protilatky anti-1L-

36R nebo fragmentu vazajiciho antigen.

Diagnosticka souprava obsahujici protilatku anti-IL-36R nebo

fragment vazajici antigen podle kteréhokoli z narokd 1 az 4.

Diagnosticka souprava podle naroku 20, pro pouziti pfi zplsob in
vivo diagnostiky zanétlivého onemocnéni, autoimunitniho
onemocnéni, respiratniho onemocnéni, metabolické poruchy,
epitelialné zprostfedkované zanétlivé poruchy, fibrézy, zhoubného
nadoru, lupénky, zanétlivého stfevniho onemocnéni, psoriatické
artritidy, roztrouSené sklerézy, revmatoidni artritidy, COPD,
chronického astmatu, ankylozujici spondylitidy, Crohnovy nemoci,

nebo ulcerativni kolitidy.

Diagnosticky zplUsob ex vivo zahrnujici pouziti protilatky anti-IL-
36R nebo fragmentu vazajiciho antigen podle kteréhokoli z naroku

1az4.
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23.

209

Diagnosticky zplUsob ex vivo podle naroku 22, pro diagnostiku
zanétlivého onemocnéni, autoimunitniho onemocnéni,
respirachiho onemocnéni, metabolické poruchy, epitelialné
zprostfedkované zanétlivé poruchy, fibréozy, zhoubného nadoru,
lupénky, zanétlivého stfevniho onemocnéni, psoriatické artritidy,
roztrouSené sklerozy, revmatoidni artritidy, COPD, chronického
astmatu, ankylozujici spondylitidy, Crohnovy nemoci, nebo

ulcerativni kolitidy.
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