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INTERFERONO 2c RECEPTORIAUS POLIPEPTIDINES GRANDINES
PANAUDOJIMAS | TIPO INTERFERONU AUGIMO SLOPINIMO
POVEIKIAMS SUSTIPRINTI

ISradimo kilmeé

Interferonai, kurie i§ pradziy buvo aprasyti kaip faktoriai, sutrukdantys
atsirasti virusinéms infekcijoms, buvo placiai tyrinéjami nuo pat jy atradimo
1957 metais. Dabartiniu metu interferonai (IFN) yra pripazinti bendra dalimi
organizmo gynybinés sistemos, ir jie yra sékmingai naudojami kaip terapiniai
agentai jvairiy Zmogaus ligy gydymui. Interferonai yra skirstomi { dvi klases,
pavadintas | arba |l tipo interferonais. | tipo IFN apima giminingy baltymy
Seimg (IFNo, IFNB, IFNw, IFNt ir IFNS), o Il tipo IFN susideda i$ vieno
baltymo (IFNYy), kuris turi ribota homologijg su | tipo IFN.

Yra Zinoma, kad du receptoriniai baltymai — IFNAR1 ir IFNAR2 -

dalyvauja suridant | tipo IFN.
ISradimo aprasymas

Sis iSradimas yra susijes su efektoriniy ligandy poveikio sustiprinimo
badais, didinant funkciniy receptoriy skai€iy receptoriniams ligandams ant
lastelés paviriaus. Cia vartojamas terminas “didinant funkciniy receptoriy
skaiciy” reiSkia bet kokig funkciniy receptoriy ekspresijos apimtj, virsijancCig
apimtj, kurig paprastai ekspresuoja Igstelé. Taigi, tokj padidinimg galima gauti
didinant bendrg skai€iy receptoriniy baltymy ant Igstelés pavirSiaus arba
pakeiiant nefunkcinj receptorinj baltyma funkciniu receptoriniu baltymu, kaip
antai panaudojant mutageneze. Cia naudojamas terminas “poveikio
sustiprinimas” reiSkia bet koki efektorinio ligando efekty sustiprinima.

Vienu aspektu Sis iSradimas yra susijges su efektorinio ligando ant
tiksliniy Igsteliy populiacijos, apimancios auglio lasteles, poveikio sustiprinimo
badu, didinant funkciniy receptoriy skai€iy efektoriniams ligandams ant

modifikuoty Igsteliy lastelés pavirSiaus tikslinéje Igsteliy populiacijoje ir tada



veikiant modifikuotas lasteles terapiSkai efektyviu kiekiu efektorinio ligando.
Cia naudojamas terminas “tiksliné lgsteliy populiacija” gali apimti vieng arba
daugiau lgsteliy, o “modifikuotos lgstelés tikslinéje lasteliy populiacijoje” gali
apimti vieng arba daugiau tikslinés Igsteliy populiacijos Igsteliy.

Kitu aspektu 3is iSradimas yra susijes su IFN poveikio | tiksling Igsteliy
populiacijg stiprinimo badu, didinant funkciniy receptoriy IFN skaiCiy ant
modifikuoty lgsteliy pavirSiaus tikslinéje lasteliy populiacijoje ir po to veikiant
modifikuotas lasteles terapiskai efektyviu IFN kiekiu. | IFN poveikius [eina,
pavyzdziui, prieSvirusiniai efektai, augimo slopinimo efektai ir
imunoreguliaciniai efektai. Pavyzdziui, buvo rasta, kad didinant IFNAR2c
polipeptido ekspresijg ant Igsteliy pavirSiaus tikslingje Igsteliy populiacijoje,
yra stiprinami | tipo IFN poveikiai | Sios tikslinés populiacijos lagsteles.
Konkreciau, didinant skaiciy funkciniy receptoriy | tipo IFN ant modifikuoty
lgsteliy pavirSiaus tikslinéje Igsteliy populiacijoje, gali bati sustiprinamas | tipo
IFN augimo slopinimo efektas | $ig tiksling lasteliy populiacija.

Cia naudojamas terminas “augimo slopinimo efektas” apima
antiproliferacinius ir apoptozinius poveikius, o taip pat bet kokius poveikius,
kurie sukelia Igsteliy 2atj, sulaiko lgsteliy augimg arba suléetina Igsteliy
augimg. Cia naudojamas terminas “antiproliferaciniai poveikiai” apima,
pavyzdziui, lgsteliy ciklo sustabdymg arba Igsteliy ciklo laiko pailginima bei
apoptozés induktoriy indukcijg, baltymy sintezés, DNR sintezés arba RNR
sintezés supresijos faktoriy indukcijg arba metaboliniy keliy inhibitoriy
aktyvacija.

Nenorédami apsiriboti kokia nors su iradimu susijusia teorija, iSradéjai
mano, kad | tipo IFN tiesiogiai veikia | lgsteles, didindamas |IFNAR2c
ekspresijg ir taip iSgaudamas Siuos augimo slopinimo efektus. Taciau, kaip Sio
iSradimo dalis, taip pat turima omenyje tai, kad vietoj tiesioginio efekto arba
apart tiesioginio efekto, | tipo IFN gali demonstruoti augimo slopinimo efektus
per “pasalinio stebétojo” poveikj, kur | tipo IFN veikia | Iasteles didindamas
IFNARZ2c ekspresijg ir taip iSgaudamas faktoriaus, kuris turi augimo slopinimo
poveikj | kaimynines lgsteles, sekrecija.

Taigi, 8is iSradimas yra susijes su | tipo IFN augimo slopinimo efekty |
tiksling Igsteliy populiacija poveikio sustiprinimo budais, didinant skaiciy

funkcinio IFNAR2c receptoriaus grandiniy, ekspresuoty ant modifikuoty



lasteliy pavirsiaus tikslinéje Iasteliy populiacijoje, ir tada veikiant Sias
modifikuotas lasteles terapiskai efektyviu kiekiu bent vieno efektorinio ligando,
kuris risasi su | tipo IFN receptoriumi. Funkcinio IFNAR2c receptoriaus
grandiniy ant Igstelés pavirSiaus skai¢iaus didinimas taip pat yra laikomas Sio
iSradimo dalimi. Tinkamiausias efektorinis ligandas, kuris ridasi su | tipo IFN
receptoriumi, yra | tipo IFN.

Cia naudojamas terminas “modifikuotos lastelés” reiskia Igsteles,
kurios buvo modifikuotos taip, kad ekspresuoty padidintus kiekius funkcinio
receptoriaus efektoriniam ligandui ant Igstelés pavirSiaus. Modifikuotomis
lastelemis gali bati Igstelés, kurios buvo madifikuotos in vivo arba ex vivo taip,
kad jos ekspresuoty padidintus kiekius funkcinio receptoriaus receptoriniam
ligandui. Modifikuotos Igstelés, kurios buvo modifikuotos ex vivo, gali bati po
to perkeltos | tiksliniy Igsteliy populiaciig po ex vivo modifikacijos.
Modifikuotomis lastelémis taip pat gali bati natdraliai atsirandancios Igstelés,
kurios ekspresuoja santykinai didelius kiekius efektorinio ligando receptoriaus
ir kurios yra pridedamos prie tiksliniy Igsteliy populiacijos.

Cia naudojamas terminas “efektorinis ligandas” reiskia bet kokig
molekule, kuri ridasi su efektorinio ligando receptoriumi ir kuri pasiekia bent
jau daline efektorinio ligando receptoriaus aktyvacijg. Efektoriniais ligandais
yra, bet jais neapsiribojama, natdraliai atsirandantys efektoriniai ligandai,
modifikuoti efektoriniai ligandai, chimeriniai efektoriniai ligandai, efektorinio
ligando imitatoriai arba antikGnai prie$ efektorinio ligando receptoriy.

Tinkamiausiais efektoriniais ligandais yra, pavyzdzZiui, augimo faktoriai,
citokinai, chemotaktiniai faktoriai ir hematopoietiniai faktoriai. Konkrediau,
tinkamiausiais efektoriniais ligandais yra, bet jais neapsiribojama, tokie
ligandai: IFN; auglio nekrozés faktoriai (TNF), pavyzdZiui, TNFa, TNFB;
interleukinai (IL), pavyzdziui, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
10, IL-11, IL-12 ir IL-13; kolonijy susidarymg stimuliuojantys faktoriai (CSF),
pavyzdZiui, granuliocity-makrofagy-CSF (GM-CSF), monocity-CSF (M-CSF),
granuliocity-CSF (G-CSF); eritropoietinas (EPO); kamieniniy Igsteliy faktorius
(SCF); leukemijos inhibicijos faktorius (LIF); epidermio augimo faktorius
(EGF), onkostatinas M (OSM), chemokiny receptorius 1 arba 5 (CCR1 arba
CCRb), ir t.t.



Ypatingai tinkamas efektorinis ligandas yra efektorinis ligandas, kuris
risasi su | tipo IFN receptoriumi, jskaitant | tipo IFN. Cia naudojamas terminas
“| tipo IFN” apima IFNa, IFNB, IFNe, IFN< ir IFNS arba bet kok| naujai atrastq |
tipo IFN; visi jie gali bati naudojami pagal §j iSradima. Pagal [ iSradimg gali
bati naudojami be tokio subtipo | tipo IFN, pasiZymintys, pavyzdziui, augimo
slopinimo aktyvumu, antivirusiniu aktyvumu arba imunoreguliaciniu aktyvumu.
Sis subtipas gali bati atsirandantis nataraliai arba rekombinantinis subtipas,
iskaitant dviejy arba daugiau subtipy hibridus arba jy analogus. Augimo
slopinimo aktyvumas gali bati nustatytas panaudojant bet kokig metodika, kuri
yra gerai zinoma specialistams, iskaitant toliau duotuose pavyzdZiuose
aprasytas metodikas (Methods in Enzymology, Vol.119, ed. Sidney Pestka).
Pageidautina, kad i$radime naudojamas | tipo IFN turety tokj augimo
slopinimo aktyvuma, kad timidino jsiterpimas | HT1080 Igsteles po 24 valandy
inkubavimo su optimalios koncentracijos IFN baty inhibuojamas 5 %, geriau
10 %, dar geriau 15 %. Taip pat gali bati naudojami {vairiy subtipy mi3iniai.
Geriau, kad Siame iSradime naudojamo | tipo IFN baty IFNa ir IFNB, jskaitant,
bet neapsiribojant, tokius: IFNB subtipus, jskaitant, bet neapsiribojant, IFNp 1b
ir IFNB 1a; IFNa subtipus, jskaitant, bet neapsiribojant, IFNa 2, IFNa 5, IFNa
13, IFNa 6, IFNa 14, IFNa 16, IFNa 21, IFNa 10, IFNa 46, IFNa 7 ir
suderintinius alfa IFN. IFN pavyzdziais, kurie gali bati naudojami rySium su
$iuo iSradimu, yra, bet jais neapsiribojama, tokie: Gali bati naudojamas IFNB
1b “betaseronas” — rekombinantiniu blidu pagamintas Zmogaus IFNp, kuriame
17 padétyje esanti cisteino liekana yra pakeista serinu, kaip aprasyta JAV
patente Nr. 4588585. Be to, taip pat gali bati naudojamas rekombinantiniu
bidu pagamintas IFNB 1a, kuris yra produkuojamas kiniSkojo Ziurkéno
kiausidziy (CHO) Igstelése. IS IFNa tipo gali bati naudojami Zmogaus alfa-IFN
produktai: Intron® (Schering-Plough), Roferon® (Hoffman-LaRoche) ir
Infergen® (Amgen). Kiti galimi naudoti IFN yra suderintinio | tipo alfa IFN,
aprasyti, pavyzdziui, JAV patentuose Nr. 4695623, 4897471 ir 5541293.
Interferonai, naudojami kaip Sio iSradimo dalis, taip pat gali bati modifikuoti,
sujungiant juos su kitomis molekulémis, tokie kaip apradyti, pavyzdZiui, JAV
patente Nr. 5981709.



Kaip dalis $io i$radimo, turima omenyje, kad funkciniy efektoriniy
ligandy receptoriy skaiCius ant modifikuotos lgstelés pavirSiaus gali buti
padidintas panaudojant daugel{ jvairiausiy bady. PavyzdZiui, IFNAR2c
receptoriniy baltymy ant Igsteles skaidiui padidinti gali bati naudojama
IFNAR2c geno geny ekspresijos aktyvacija. Geny ekspresijos aktyvacija gali
bati vykdoma, pavyzdziui, [vedant egzogeninj polinukieotidg, koduojantj
IFNAR2c polipeptidg, | modifikuotas Igsteles arba pozityviai veikiant
endogeninio IFNAR2c geno arba egzogeninio IFNAR2c geno geny
transkripcijg modifikuotose lIgstelése. Pavyzdziui, geny ekspresijos aktyvacija
gali bati vykdoma tiesiogiai arba netiesiogiai stimuliuojant promotoriaus arba
kitas reguliacines sekas, arba aktyvuojant genus, kurie stimuliuoja IFNAR2c
polipeptido produkavimg. Pavyzdziui, IFNAR2¢c geno promotoriui stimuliuoti
gali bati naudojamos mazos molekulés. MaZzos molekulés, kurios aktyvuoja
transkripcija, gali bati nustatytos specialistams gerai Zinomu badu. Be to,
informacinés RNR, koduojancios IFNAR2c baltyma, stabilumui padidinti arba
IFNAR2c polipeptido stabilumui padidinti gali bati naudojami jvairls
specialistams gerai Zinomi b{dai.

Tinkamiausias badas funkciniy IFNAR2c polipeptidy ant modifikuoty
lasteliy pavirSiaus skaiciui padidinti yra bent vieno egzogeninio polinukleotido,
koduojancio IFNAR2c polipeptida, jvedimas | modifikuotas Igsteles. Pagal $j
iSradimg gali bati naudojamas bet koks egzogeninis IFNAR2c genas,
iskaitant, pavyzdZiui, Zzmogaus IFNAR2c geng arba bet kokio kito Zinduolio,
tokio kaip pele, Ziurké ir t.t., IFNAR2c gena. Geno, koduojancio pilno ilgio
Zmogaus IFNAR2c polipeptida, DNR seka ir atitinkama aminorugéciy seka yra
apraSyta Lutfall et al., 1995, EMBO J. 14(20):5100-5108; Domanski et al.,
1995, J. Biol. Chem. 270:21606-21611; ir ten duotos SEQ ID NOS.3 ir 4.
Geno, koduojancio pilno ilgio pelés IFNAR2c polipeptida, DNR seka ir
atitinkama aminorag3¢iy seka yra parodyta Owezarek et al., 1997, J. Biol.
Chem. 272:23865-23870 ir ten duotos sekos SEQ ID NOS 1 ir 2. Geno,
koduojancio Zmogaus IRNAR2c polipeptida, daliné DNR seka yra taip pat
aprasyta Novick, JAV patente Nr. 5821078, EP 0588177 A2 ir EP 0676413
A2. Cia naudojamas terminas “‘egzogeninis IFNAR2c genas” reiSkia bet kokj
IFNAR2c geng, kuris yra jjungiamas { Iasteles, jskaitant bet kokio endogeninio
IFNAR2c geno kitos kopijos jjungimag | Iasteles.



Sis isradimas yra susijes ne tik su nataraliai atsirandanciy IFNAR2c
polipeptidy ant tikslinés lastelés pavirSiaus skai€iaus padidinimu, bet taip pat
ir su mutantiniy IFNAR2c polipeptidy skai¢iaus padidinimu ant lgstelés
pavir§iaus. Pavyzdziui, IFNAR2c aminorigsCiy sekos pakeitimai taip pat
svarstomi Siame iSradime. IFNAR2c polipeptidas gali bati pakeistas pakeiCiant
baltymg koduojan€ia DNR. Tinkamesni yra konservatyviyjy aminoragsciy
pakeitimai, naudojant aminorigstis, kurios turi tas palias arba panaSias
savybes. Aminoriagsc€iy pakeitimy pavyzdziais gali bati tokie pakeitimai:
alaninas serinu; argininas lizinu; asparaginas glutaminu arba histidinu;
aspartatas glutamatu; cisteinas serinu; glutaminas aspraginu; glutamatas
aspartatu; glicinas prolinu; histidinas asparaginu arba glutaminu; izoleucinas
leucinu arba valinu; leucinas valinu arba izoleucinu; lizinas argininu, glutaminu
arba glutamatu; metioninas leucinu arba izoleucinu; fenilalaninas tirozinu,
leucinu arba metioninu; serinas treoninu; treoninas serinu; triptofanas tirozinu,
tirozinas triptofanu arba fenilalaninu; valinas izoleucinu arba leucinu.

Sio i§radimo polinukleotidinés sekos apima DNR, kDNR ir RNR sekas,
kurios koduoja IFNAR2c polipeptidus. Tokiais polinukleotidais yra gamtiniai,
sintetiniai ir specialiai apdoroti polinukleotidai. Pavyzdziui, mMRNR sekos dalys
gali bati pakeistos RNR suliejimo charakteristikoms pakeisti arba norint
panaudoti jas pakeisty promotoriy RNR transkripcijai. Kaip kitas pavyzdys,
IFNAR2c polinukleotidai gali bati leidZiami | vietos mutageneze. Sis isradimas
apima bet kok| polinukleotida, koduojantj IFNAR2c polipeptidg, kuris pasizymi
biologiniu aktyvumu. Cia naudojamas terminas “IFNAR2c polipeptido
biologinis aktyvumas” reiSkia polipeptida, kuris, kai jis yra ekspresuojamas ant
lasteles pavirSiaus, turi vieng i§ tokiy aktyvumu: (1) suri$a | tipo IFN; (2)A gali
padidinti bent kai kuriuos i§ IFN-tarpininkaujamy aktyvumy, kai jis
dimerizuojasi su IFNAR1; (3) pasizymi geba suriti antikiing, kur antikanai
prie§ IFNAR2c inhibuoja arba blokuoja bent vieng IFN-tarpininkaujama
aktyvuma.

Tinkamos tikslinés Igstelés Sio iSradimo praktikai yra bet kokia Igsteliy
populiacija, kuriai bus naudinga skatinti |FN-tarpininkaujamg aktyvuma.
PavyzdZziui, pagal §j iSradimg gali bati gydomos proliferacinés Igsteliy baklés.
Cia naudojamas terminas “proliferacinés lgsteliy baklés” apima bet kokias

bukles, kuriose pageidaujama apriboti lasteliy proliferacija, jskaitant vézj arba



neoplazijos bikles. VéZinés lasteles apima, bet neapsiriboja, lasteles,
dalyvaujancias plaukuotuyjy lgsteliy leukemijoje, daugybing mielomg, Kaposio
angiomatoze, kaklo neoplazijg, pamatiniy, lgsteliy karcinoma, Zvyniniy Igsteliy
karcinoma, melanoma, inksty lasteliy karcinoma, karcinoidinius auglius, odos
T-lasteliy limfoma, ne-Hodzkino limfomg, galvos ir kaklo auglius ir kraties,
plauéiy ir prostatos auglius, kasos auglius ir adenokarcinomas. Kaip $io
iSradimo dalis, ypatingai yra turimos omenyje véziniy lgsteliy populiacijos,
kurios yra dalis kietyju augliy. Be to, kaip Sio iSradimo dalis, ypatingai yra
turimos omenyje neoperuojamos vézio formos, tokios kaip smegeny vezys,
kasos vézys ir velyvosios stadijos metastazés.

Lastelés, esanlios proliferacinése Igsteliy biaklése, apima
mieloproliferacinius sutrikimus turiniy Iasteliy tipus. Mieloproliferaciniais
sutrikimais yra, pavyzdziui, chroniska mielogeniné leukemija, tikroji
policitemija, neaiSkios kilmés mieloidiné metaplazija ir idiopatiné
trombocitemija. Proliferacinés Igsteliy baklés taip pat apima badkles, tokias
kaip, pavyzdziui, vainikiné restenozé. | tipo IFN panaudojimas vainikinés
restenozés gydymui yra aprasytas, pavyzdziui, JAV patente Nr. 5681558.

Kaip Sio iSradimo dalis, taip pat turima omenyje, kad $io iSradimo budai
gali bati naudojami kartu su kity augimg reguliuojanciy polipeptidy jvedimu |
tiksline lgsteliy populiacija. PavyzdZiui, pagal Sio iSradimo badus, IFN gali bati
[vedamas | tiksling lasteliy populiacijg, turin¢ias modifikuotas Igsteles, kad jos
ekspresuoty padidintus kiekius IFNAR2¢ polipeptido, kartu jvedant | tiksliniy
lasteliy populiacijg kitus augima reguliuojancius polipeptidus, tokius kaip
augimo faktoriai arba citokinai, jskaitant, pavyzdZziui, interleukinus. Be to,
pagal §j iSradima, tikslinés lasteliy populiacijos Igstelés gali bati modifikuotos
taip, kad jos ekspresuoty padidintus kiekius daugiau nei vieno tipo efektorinio
ligando receptoriy, tokiy kaip, pavyzdZiui, | tipo IFN receptoriy ir interleukino
receptoriy, arba ant ty paciy tikslinés Igsteliy populiacijos modifikuoty lgsteliy
arba ant skirtingy modifikuoty, lasteliu, o po to blty veikiamos atitinkamais
efektoriniais ligandais.

Siame i$radime yra pateikiama geny terapija proliferaciniy lasteliy
buklems gydyti. Tokia terapija galéty pasiekti terapinj efekta, pavyzdziui,
vedant IFNAR2c geng | tiksliniy lasteliy populiacijos modifikuotas lIgsteles, po
to veikiant modifikuotas Igsteles | tipo IFN arba bet kokiu kitu efektyviu IFR



receptoriaus ligandu. IFN receptoriaus ligandas gali bati paduodamas
egzogenidkai arba produkuojamas endogeni$kai. IFNAR2c genas gali bati
pateikiamas organizmui bet kokiu efektyviu bGdu, pvz. naudojant vektoriy
arba kitg padavimo priemong, arba apnuogintg DNR. DNR padavimo
priemonémis gali bati virusiniai vektoriai, tokie kaip adenovirusai, su
adenovirusu susije virusai ir retrovirusai. Zr., pavyzdziui, Bilbao et al., 1998,
Tumor Targeting 3:59-79; Yia-Hertualla and Martin, 2000, Lancet 355:213-
222; Chu et al., 1994, Gene Therapy 1:292-299; Couture et al., 1994, Human
Gene Therapy 5:667-677; Eiverhand et al., 1995, Gene Therapy 2:336-343.
Nevirusiniai vektoriai, kurie taip pat yra tinkami, apima DNR-lipidy
kompleksus, pavyzdziui, liposomy tarpininkaujamas arba ligando/poli-L-lizino
konjugaty, tokiy kaip asialoglikoproteiny, tarpininkaujamas jvedimo sistemas.
Zr., pavyzdziui, Feigner et al., 1994, J. Biol. Chem. 269:2550-2561; Derossi et
al., 1995, Restor. Neurol. Neuros 8:7-10; ir Abcallah et al., 1995, Biol. Cell
85:1-7. Retrovirusai, i$§ kuriy gali bati gaunami retrovirusiniai vektoriai, apima,
bet neapsiriboja, Moloney peliy leukemijos virusg (MoMuLV), Harvey peliy,
sarkomos virusg (HaMuSV), peliy pieno liaukos auglio virusg (MuMTV) ir
Rous’o sarkomos virusg (RSV). Sio i$radimo dalimi taip pat laikoma tai, kad
ligandas arba geng koduojantis ligandas gali bati jfrauktas | geny terapijos
padavimo priemone kartu su IFNAR2c polipeptidg koduojanciu genu.

Sis vektorius Seimininkui yra jvedamas arba vietiniu, arba sisteminiu
badu. Paprastai vektorius yra jvedamas sisteminiu budu, panaudojant
intravenines injekcijas. Tinkami virusy titrai priklausis nuo eilés faktoriy, tokiy
kaip konkretus pasirinktas vektorius, $eimininkas, jvedimo bldas, naudojamo
promotoriaus stiprumas ir gydomos ligos sunkumas. Peléms adenovirusinj
vektoriy geriausia jvesti kaip injekcija, kurios dozé yra nuo mazdaug 5,0x10°
iki 10x10° ploksteles sudaranciy vienety (PFU) gramui kiino masés. Geresnis
doziy intervalas yra mazdaug 6-9x10° PFU gramui kiino masés, dar geresnis
yra mazdaug 6,7-8,6x10° PFU gramui kiino masés.

Gyvinai, turintys modifikuotas Igsteles, kurios ekspresuoja padidintus
kiekius IFNAR2c geno, yra tinkami modeliai tirti | tipo IFN poveikiui | tiksling
lasteliy populiacija, turin¢ia modifikuotas lasteles. Sis iSradimas yra ypatingai

skirtas Zmoniy geny terapijai. Kaip dalis i§radimo, taip pat turima omenyje ir



geny terapijos panaudojimas gyviinams, jskaitant naminius gyvulélius ir
akinius gyvulius.

| tipo IFN arba kitas ligandas grynoje formoje arba atitinkamoje
farmacinéje kompozicijoje gali bati vartojimi bet kokiu priimtu vartojimo badu. |
tipo IFN gali bati vartojamas vietiniu arba sisteminiu badu. Taigi, vartojimo
badas gali badti, pavyzdziui, peroralinis, nosinis, parenterinis, vietinis,
transderminis arba rektalinis. | tipo IFN gali bati vartojamas kieta arba pusiau
kieta dozuota forma, liofilizuoty milteliy pavidalu arba skysta dozuota forma,
iskaitant, pavyzdziui, tabletes, Zvakutes, piliules, minkstas elastines ir kietas
Zelatinos kapsules, miltelius, tirpalus, suspensijas arba aerozolius, ir
panaSiomis formomis, geriausia vienetinémis dozuotomis formomis,
tinkamomis paprastam tiksliy doziy {vedimui. | farmacines kompozicijas
paprastai eis jprastas farmacinis ne$iklis arba pagalbiné medZiaga ir | tipo
IFN. | kompozicijas taip pat gali jeiti kiti vaistiniai agentai, farmaciniai agentai,
nesikliai, adjuvantai ir t.t. Trumpa Siuolaikiniy vaisty jvedimo bady apzvalga
galima rasti Langer, 1990, Science 249:1527-1533, kuris &ia pridedamas kaip
literatQros Saltinis.

Tinkamiausias | tipo IFN vartojimo badas yra parenterinis, naudojant
iprastus dienos doziy rezimus. Tokiam parenteriniam vartojimui, pavyzdZiui,
gali bati sukomponuojama farmacidkai priimtina kompozicija pagal JAV
patentuose Nr. 4462940, 4588585 ir 4992571 apra$ytus metodus.

Cia naudojamas terminas “terapidkai efektyvus kiekis” reiskia | tipo IFN
kiekj, pakankamg sukelti antiproliferaciniams efektams tiksliniy lasteliy
populiacijoje. Tokiam naudojimui efektyvis kiekiai, Zinoma, turi priklausyti nuo
gydomos baklés ir subjekto masés bei bendro sveikatos stovio. lvairios
nuomones yra aprasytos, pvz., Gilman et al. (eds) (1990) Goodman and
Gilman’s: The Pharmacological Bases of Therapeutics, 8" ed., Pergamon
Press; ir Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17" ed. (1990), Mack
Publishing Co., Easton, PA, kurie duodami kaip literataros 3altiniai.

| tipo B-IFN terapi$kai efektyvi doze Zmonéms yra paprastai,
pavyzdZiui, nuo mazdaug 0,05 g betaserono iki mazdaug 0,25 mg
betaserono, leidZiama po oda kas antrg dieng. Kity interferono produkty,
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iskaitant kitus B-IFN produktus, terapi$kai efektyvia doze paprastai gali
nustatyti specialistai.

Kaip 8io isradimo dalis, taip pat turima omenyje, kad IFNAR2c
polipeptidg koduojantis genas bus pateikiamas tikslinei Igsteliy populiacijai
kartu su | tipo IFN koduojanéiu genu. IFNAR2c genas ir | tipo IFN genas gali
bati paduodami | tikslinés populiacijos tas pacias lgsteles arba skirtingas
lasteles. IFNAR2c genas gali bati paduodamas toje pacioje kompozicijoje
ir/farba tame paciame vektoriuje kaip ir | tipo IFN genas. PavyzdZiui, | tipo IFN
genas ir IFNAR2c genas gali bati paduodami kaip dalis to paties virusinio
vektoriaus, pavyzdziui, adenoviruso vektoriaus. Be to, kaip Sio iSradimo dalis,
yra turima omenyje, kad IFN genas gali bati paduodamas | Iasteles, kurios yra
greta tikslinés Igsteliy populiacijos. Be to, | tipo IFN gali bati paduodamas |
tikslines lasteles implantuojant Iasteles, ekspresuojandias | tipo IFN | tiksliniy

Igsteliy populiacijg arba 3alia jos.

Trumpas figliry apraSymas

Fig.1 yra eilés histogramy, rodanciy, kad IFNAR2c genu transfekuotos
lgstelés ekspresuoja padidintg kiek|j didelio afiniSkumo | tipo IFN receptoriy.
Duomenys vaizduoja trijy atskiry tasky vidurkius, o standartinés paklaidos yra
mazesnés nei 10 % nuo vidurkio. Nespecifinis suri§imas buvo matuotas esant
nezymeto IFN 100 karty pertekliui. A panelis rodo rezultatus, gautus su
transfekuotomis HT1080 lastelémis. B panelis rodo rezultatus, gautus su
transfekuotomis MDA231 Igstelémis. C panelis rodo rezultatus, gautus su
USA Igstelemis, kurios neekspresuoja IFNAR2c, jskaitant Igsteles,
transfekuotas IFNAR2c geno sutrumpintais mutantais.

Fig.2 yra histograma, rodanti, kad U5A Igstelés, kurios buvo iSgelbétos
transfekuojant funkciniu IFNAR2c genu, yra ypatingai jautrios IFNB 1b
antiproliferaciniam aktyvumui, lyginant su netransfekuotomis HT1080
lgstelémis. Duomenys vaizduoja trijy atskiry tasky vidurkius, o standartiniai
nukrypimai yra mazesni nei 15 % nuo vidurkio.

Fig.3 yra histograma, rodanti, kad HT1080 lgstelés ir HT1080 Iastelés,
transfekuotos IFNAR2c genu (HTbetal.2) buvo jautrios ir inkubavimo su [FNB
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1b laikui, ir IFNB 1b koncentracijai, nors HTbetal.2 Igstelés rode padidintg
jautruma.

Fig.4 yra histograma, rodanti Zzmogaus IFNB 1b (betaserono) arba
Zmogaus IFNa:2 5000 tarptautiniy vienety (“IU”)/ml augimo stabdymo efekty |
HT1080 Igsteles ir HT1080 Iasteles, transfekuotas IFNAR2¢ genu, palyginima,
naudojant timidino siterpimo testg. Duomenys yra iSreiksti Igsteliy augimo
inhibavimo kartais.

Fig.5 yra histograma, rodanti IFNB 1b ir IFNa2 augimo stabdymo
poveikiy | HT1080 Igsteles, transfekuotas IFNAR2c genu, palyginima,
naudojant Alamar Blue testa.

Fig.6 rodo IFNAR2c transfekuoty HT1080 (HTbetal.2) Iasteliy,
paveikty IFNB 1b, fotografinius atvaizdus. A-D paneliai yra tokie: A panelis —
nepaveiktos Igstelés (10x didinimas), B panelis — paveiktos lgstelés (10x
didinimas), C panelis — paveiktos Igstelés (20x didinimas) ir D panelis —
paveiktos Igstelés (40x didinimas). Lastelés buvo paveiktos 500 1U/m IFNB
1b.

Fig.7. rodo IFNAR2c transfekuoty MDA231 Igsteliy, paveikty IFNp 1b,
fotografinius atvaizdus. A ir B paneliai atitinkamai rodo nepaveiktas ir
paveiktas kilmines MDA231 Igsteles, esant 10 x didinimui. C ir D paneliai
atitinkamai rodo paveiktas ir nepaveiktas IFNAR2c transfekuotas MDA231
lasteles, esant 10x didinimui. Lastelés buvo paveiktos 500 [U/ml IFNB 1b.

Fig.8 yra eilé mikroskopiniy atvaizdy, kurie rodo IFNB 1b poveikio |
HT1080 Igsteles, kurios buvo transfekuotos genu, koduojanéiu IFNAR2c
receptorin| baltyma (HTbetal.2 Igstelés), apoptozés testo (TUNEL testo)
rezultatus. A-D paneliai yra tokie: A ir B panelis — nepaveiktos HTbetal.2
lasteles, atitinkamai $viesaus lauko vaizdas ir fluorescencijos mikroskopinis
vaizdas; C ir D panelis — IFNB 1b paveiktos HTbetal.2 lastelés, atitinkamai
Sviesaus lauko vaizdas ir fluorescencijos mikroskopinis vaizdas; E ir F panelis
— kilminés HT1080 lastelés, atitinkamai Sviesaus lauko vaizdas ir
fluorescencijos mikroskopinis vaizdas. Sviesaus lauko atvaizdy A, C ir E
paneliai rodo didesnio nei 80 % susiliejimo Igsteliy sluoksnj. Apoptozinéms
Iastelems badingiems DNR fragmentams Zymeti buvo naudojami FITC 2yméti
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nukleozidai (B, D ir F paneliai). Lastelés buvo veikiamos 500 |U/ml IFNB 1b.
A-F paneliy didinimas buvo 10x.

Fig.9 yra eilé mikroskopiniy atvaizdy, kurie rodo IFNB 1b poveikio |
MDA231 Igsteles, kurios buvo transfekuotos genu, koduojanéiu IFNAR2c
receptorini baltymg (MDAbetal.2 Igstelés), apoptozés testo (TUNEL testo)
rezultatus. A-F paneliai yra tokie: A ir B paneliai — nepaveiktos MDAbetal..2
lastelés, atitinkamai Sviesaus lauko vaizdas ir fluorescencijos mikroskopinis
vaizdas; C ir D paneliai — IFNB 1b paveiktos MDAbetal .2 Igstelés, atitinkamai
Sviesaus lauko vaizdas ir fluorescencijos mikroskopinis vaizdas; E ir F
paneliai — kilminés MDA231 Igstelés, atitinkamai $viesaus lauko vaizdas ir
fluorescencijos mikroskopinis vaizdas. Sviesaus lauko atvaizdy A, C ir E
paneliai rodo didesnio nei 80 % susiliejimo Igsteliy sluoksnj. Apoptozinéms
lastelems badingiems DNR fragmentams Zyméti buvo naudojami FITC Zyméti
nukleozidai (B, D ir F paneliai). Lastelés buvo veikiamos 500 IU/ml IFNB 1b.
A-F paneliy didinimas buvo 10x.

Fig.10 yra histograma, kuri rodo IFNB 1b (betaserono) in vivo augimo
slopinimo aktyvumg | LOX Zmogaus melanomos lIgsteles ir | LOX-IFNAR2c
lasteles (LOX lgsteles, transfekuotas funkciniu IFNAR2c genu), naudojant
pelés plauciy uzséjimo modeli, LOX-IFNAR2c Igsteles rodé padidintg

jautrumag 200 pg betaserono, leidziamo | pilvapléve kas antrg diena.

Daugiau nebetobulinant, tikimasi, kad specialistai, naudodami &j
apraSyma, panaudos $§j iSradimg jo pilnoje apimtyje. Todél toliau duodami
tinkamiausi konkretts jgyvendinimo variantai turi bati laikomi tik iliustraciniais,
ir jokiu badu ne apribojandiais isradima.

Prie$ tai duotame apra$yme ir toliau duodamuose pavyzdZiuose visos
temperatlros yra nekoreguotos ir duodamos Celsijaus laipsniais; jeigu
nenurodyta kitaip, visos dalys ir procentai yra pagal mase.

Visy auk$Ciau arba Zemiau cituoty patenty, patentiniy paraisky ir
publikacijy pilni aprasymai yra pridedami kaip literattros $altiniai.
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Pavyzdzial

1 pavyzdys

Lgsteles, transfekuotos IFNAR2c genu, ekspresuoja padidintus kiekius

labai afinisky | tipo IFN receptoriy.

Pagal ligando suriS§imo testus, panaudojant IFNa2 fosforilintg forma,
buvo jvertinta IFNAR2c genais transfekuoty trijy lasteliy linijy I tipo IFN didelio
afiniSkumo receptoriy ekspresija. Anksc¢iau buvo parodyta, kad didelis ligando
suri§imo afiniSkumas bdna tik tada, kai ant Igstelés pavirSiaus yra
ekspresuojamas ir IFNAR1, ir IFNAR2c (Russell-Harde et al., 1995, J. Biol.
Chem. 270:26033-26036). Todél ligando suri§imas buvo panaudotas
IFNARZ2c receptorinio baltymo ekspresijai ant IFNAR2c genais transfekuoty
Igsteliy liniju pavirSiaus patvirtinti. Buvo naudotos tokios lagsteliy linijos:

() HT1080 Iastelés. Zmogaus plaugiy fibrosarkomos lasteliy linija (ATCC
Nr. CCL-121).

(ii) USA Igstelés. USA lgstelés yra gautos i§ HT1080 ir jos yra HT1080
lastelés, kurios buvo atrinktos taip, kad jos neturéty IFNAR2c baltymo
ekspresijos. U5A lIgstelés negali duoti atsako i | tipo IFN (Pellegrini, et
al., 1989, Mol. Cell Biol. 9:4605-4612; Lurfalla et al., 1996, EMBO J.
14:5100-5108.

(i) MDA231 Igstelés. Zmogaus krities epitelineés adenosarkomos lasteliy
linija (ATCC Nr. HTB-26).

HT1080 ir MDA231 Igsteliy linijos buvo gautos i§ Amerikos tipiniy
audiniy_ kultdry kolekcijos (ATCC) ir visos Igstelés buvo auginamos 37 °C
temperatiroje 5 % CO, atmosferoje.

Lastelés buvo transfekuotos, panaudojant Superfect (Qiagen Inc.),
ekspresijos plazmidémis, turinéiomis Zmogaus viso ilgio arba mutantinés
formos IFNAR2c. Plazmidés, turinios genus, koduojandius IFNAR2c
sutrumpintas mutacijas arba tirozino pakeitimo fenilalaninu mutacijg, buvo
sukonstruotos pagal ankstesnj apraSymg (Domanski et al., 1997, J. Biol.
Chem. 274:4045-4053). Stabiliai transfekuotos Igsteliy linijos buvo atrinktos
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G418 (1,0 mg/ml). Po atrinkimo buvo parinkti ir padauginti atskiri klonai ir
IFNARZ2c geno integracija buvo patvirtinta PGS analizés metodu, panaudojant
introng apimancius pradmenis, badingus IFNAR2c kDNR. Vé! buvo padauginti
teigiami klonai ir istirtas jy sugebéjimas susiristi su | tipo IFN.

Ligando suriS§imo testai buvo atliekami pagrindinai pagal Croze et al.,
1996, J. Biol. Chem. 271:33165-33168 duotg aprasyma. IFNa, turintis 3,0x108
IU/mg specifinj aktyvuma, buvo gautas i§ Pepro Tech Inc. (Rocky Hill, NI), o
IFNo2 ligandas buvo fosforilintas iki 60-62 pCi/ug specifinio aktyvumo, kaip
aprasyta anksciau (Croze et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:33165-33168).
Ligando surisimas buvo analizuojamas pagal fosforilinto IFNa2 susiri§img
(esant 176 pM koncentracijai) su 200000 lagsteliy 19 minugiy laikotarpyje.
Nespecifinis suri§imas buvo nustatytas pridedant nezyméto IFNa2 100 karty
pertekliy. SuriS$imo duomenys buvo analizuoti panaudojant Scatchard’o
analize.

Kiimines HT1080 Igstelés surio IFNa2 su gana dideliu afiniskumu (Kd
— 290 pM) ir pagal Scatchard’o analize buvo nustatyta 9000 receptoriniy viety
vienai lastelei. Buvo analizuotas trijy stabiliy HT1080 Igsteliy klony,
transfekuoty laukinio tipo IFNAR2c genu (HTbetal.1, HTbetal.2, HTbetal .4),
susiri§imas su IFNa2. Du i$ 8iy klony - HTbetalL.1 ir HTbetal.2 — surio ~8
kartus daugiau ligando (suri$ta 34-37 pM) nei kilminés HT1080 Igstelés, o
treCiasis klonas (HTbetal.4) surio mazdaug du kartus daugiau ligando
(surista 11-12 pM) nei kilminés HT1080 Iastelés (Fig.1, A panelis).

Zmogaus krties adenokarcinomos lasteliy linjjos MDA231 Igstelés taip
pat buvo transfekuotos laukinio tipo IFNAR2¢ genu. Buvo analizuotas dviejy
stabiliy klony -— MDAbetaL.1 ir MDAbetal .2 — susiri§imas su IFNo2. Kilmine
Iasteliy, linija suriSo palyginus mazus IFNa2 kiekius (2-3 pM). Kiekvienas i$
transfekuoty klony suriSo mazdaug 10 karty daugiau IFNo2, nei kilminiy
MDA231 Igsteliy linija (Fig.1, B panelis).

USA lasteles, kurios neekspresuoja IFNAR2c receptorinio baltymo,
buvo transfekuotos laukinio tipo IFNAR2c genu ir 4 mutuotais genais, jskaitant
tris sutrumpintus mutantus (R2.462, R2.417, R2.346) ir pilno tirozino
pakeitimo fenilalaninu mutantg (R2.Y-F) (SEQ ID NO3 269, 306, 316, 318,
337, 411 ir 512 padégiy tirozinai pakeisti fenilalaninu). U5A Igstelés,
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transfekuotos laukinio tipo IFNAR2¢ genu, suri$o 13 karty daugiau IFN nei
kilminés HT1080 Igstelés (Fig.1 C panelis). Stabilas klonai, ekspresuojantys
arba R2.462, arba R2.346 sutrumpintas mutacijas, arba (R2.Y-F) delecijos
mutacija, surido IFNa2 5-10 karty daugiau nei HT1080 lIastelés (Fig.1, C
panelis). Stabilis klonai, ekspresuojantys R2.417 sutrumpinimo mutacijg,
surio mazdaug ta patj IFNa2 kiekj, kaip ir HT1080 Igstelés (~9000 suriSimo
viety).

2 pavyzdys

USA ir HT1080 lIgsteliy jautrumo IFNB 1b antiproliferaciniams efektams

sustiprinimas, transfekuojant Igsteles IFNAR2c genu.

Buvo tiriamas U5SA Igsteliy, transfekuoty laukinio tipo ir mutantiniais
IFNAR2c genais, jautrumas IFNB 1b antiproliferaciniams efektams, lyginant
su U5SA Igstelémis. Taip pat buvo tiriamas HT1080 Igsteliy, transfekuoty
laukinio tipo IFNAR2c genais, jautrumas IFNB ir IFNa antiproliferaciniams
efektams, lyginant su HT1080 Igstelémis. Lasteliy jautrumas
antiproliferaciniams IFNB 1b efektams buvo tiriamas naudojant timidino
jsiterpimo testa.

Lastelés buvo pasétos | 24 duobuéiy auginimo ploksteles, imant 2x10*
Iasteliy/duobutei tankj, 1 ml/duobutei, ir inkubuojamos su Zmogaus IFNB 1b,
esant 1000 |U/ml, 24 valandas. Zmogaus IFNB 1b (specifinis aktyvumas
2,5x107 IlU/mg) buvo pagamintas kaip aprasyta Russell-Harde, 1995, J.
Interferon Cytokine Res. 15:31-37. Nuliniame laike pridedama pilnos terpés,
turingios trigiu Zymeéto timidino ([metil-*H]timidinas, specifinis aktyvumas = 40-
60 Ci/mmol, Amersham Life Sciences). Triiu zyméto timidino jsiterpimas
buvo matuotas po 10 valandy tokiu badu: Igstelés buvo plaunamos fosfatiniu
buferiu su NaCl, po to pridedama 10 % trichloracto ragsties (TCA) ir po to 100
% etanolio. Prie§ nustatant [siterpusi radioaktyvuma, Igstelés buvo
soliubilizuotos 1M kalio hidrokside ir $ios soliubilizuotos Igstelés buvo
sumaiSytos su Ecolume scinciliaciniu skysciu jsiterpusiam tri¢iu Zymétam
timidinui iSmatuoti.
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USA lgstelés, kurios buvo transfekuotos laukinio tipo IFNAR2c genu,
buvo ypatingai jautrios IFNB 1b antiproliferaciniam aktyvumui, o U5A Igstelés
buvo nejautrios (Fig.2). USA Iastelés, kurios buvo transfekuotos mutantiniu
IFNAR2c genu, koduojanciu ties 462 liekana nukirptg baltyma, taip pat buvo
jautrios IFNB 1b antiproliferaciniams efektams. Kiti du sutrumpinti mutantai —
R2.417 ir R2.246 bei R2.Y-F mutantas (apradyti auk3¢iau duotame 1
pavyzdyje) nedavé atsako | | tipo IFN. Taigi, IFNAR2c receptoriaus
nukirpimas po 417 liekanos arba visy tiroziny, esanéiy IFNAR2c
vidulgstelingje dalyje, paSalinimas (R2.Y-F mutantas) paverdia Igsteles,
turinCias du | tipo IFN receptorinius baltymus, nejautriomis | tipo IFN
antiproliferaciniams efektams. Tac¢iau 53 tolimyjy IFNAR2c baltymo liekany
(R2.462) pasalinimas, matyt, neturi poveikio | receptoriaus tarpininkaujamus |
tipo IFN antiproliferacinius efektus. HT1080 Igstelés, ekspresuojandios
normalius IFNAR2c receptorinio baltymo kiekius, yra mazai jautrios IFNp 1b

antiproilferaciniam aktyvumui.

1 lentele
Antiproliferacija TUNEL apoptozé Lgsteliy Zdtis

HT1080 (kilminés) +/- - -
HTbetal .2 +++ +++ +++
MDA231 (kilminés) +/- +/- -
MDAbetal .1 NN +++ +++
MDAbetal .2 NN +++ +++
USA+IFNAR2c +++ NN o+
(laukinio tipo)

462 sutrumpintos +++ NN 4+
356 sutrumpintos - NN NN
Tyr-Phe mutantas - NN -

1. Antiproliferacija buvo matuota pagal timidino [siterpimo testa.

2. Lasteliy Zatis buvo matuota vizualiai apziarint, kaip apraSyta 4 pavyzdyje
toliau.

3. Apoptozé buvo matuota pagal TUNEL testa, kaip apradyta 5 pavyzdyje
toliau.
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3 pavyzdys

IFNARZ2c transfekuotos HT1080 Igstelés, ekspresuojanéios padidntus
kiekius IFNARZ2c, yra jautrios ir | tipo IFN, ir | tipo IFNa poveikiams

Naudojant Alamar Blue™ testq (Biosource #DAL 1100)
mitochondriniam aktyvumui matuoti, buvo palyginti jvairiy inkubavimo laiky ir
IFNB 1b koncentracijy poveikiai | HT 1080 lasteles ir transfekuotas laukinio tipo
IFNAR2c genu HT1080 Igsteles (HTbetalL.2 Igsteles). Lastelés buvo
iSdestytos maZesniu nei susiliejimo tankiu 6 duobudiy lekstelése ir buvo
inkubuojamos su 0, 50, 500 arba 5000 IU/ml IFNB 1b 0, 24 arba 48 valandas.
Imant jvairius laiko taskus, | Iasteles buvo pridéta Alamar Blue reagento
(praskiedimas 1:10) ir inkubuojama su Igstelémis 30 min. Po 30 min. Alamar
Blue fluorescencijos sumazéjimas buvo i$matuotas fluorescenciniu ploksteliy
skaiCiuokliu. Ir HT1080 Igstelés, ir HTbetal.2 Igstelés dave priklausangius nuo
dozés atsakus | IFNB 1b (Fig.3). Taciau, prieSingai HT1080 Igsteléms,
HTbetal..2 Iastelés nebeauga nuo 24 iki 48 valandy. Nors, paveikus IFNpB 1b,
HT1080 lIasteliy proliferacijos greitis yra sumazintas, lgsteliy skaigius toliau
didéja. Priedingai, HTbetal.2 Igsteliy skaiius mazéja laikui bégant. Sis
sumazéjimas tikriausiai yra dél apoptozinés lasteliy Zaties, kuri yra sukelta
HTbetal.2 Igstelése ir nesukelta HT1080 Iastelése.

IFNB ir IFNa augimo slopinimo efekty | HT1080 Igsteles, transfekuotas
IFNAR2c genu, palyginimas buvo vykdomas pagal auk$giau 2 pavyzdyje
aprasyta timidino siterpimo testa, naudojant 5000 |U/ml zmogaus IFNB 1b
(betaserono) ir zmogaus IFNa2 (fig.4). Sis palyginimas parodé, kad abu tirti
IFN turejo augimo slopinimo poveik| | transfekuotas Igsteles.

Zmogaus IFNB ir IFNa, [vairiy koncentracijy poveikio | augimo slopinimo
efektus HT1080 Iasteléms, transfekuotoms IFNAR2c genu, palyginimas buvo
vykdomas naudojant Alamar Blue testg (Fig.5). Sis palyginimas taip pat
parodé, kad IFNB turi didesnj augimo slopinimo efektg nei IFNa ir kad Sis

efekty skirtumas yra labiau iSreikStas esant didesnéms IFN koncentracijoms.
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4 pavyzdys

IFNAR2c transfekuotos HT1080 ir MDA231 lIgstelés buvo daug
jautresnés | tipo IFN antiproliferaciniams efektams nei kilminiy Igsteliy linijos.

HT1080 lasteles yra panasios | epitelines Igsteles, ir yra gautos i$
Zmogaus fibrosarkomos. Buvo tirti stabiliai transfekuotos Iasteliy linijos,
gautos i8 HT1080 (HTbetal.2), morfologiniai pokyciai, paveikus jg IFNB 1b (1
lentelé). Sios Iastelés buvo paskleistos 6 duobugiy leksteléje ir po to paveiktos
IFNB 1b, esant 500 IU/ml koncentracijai. Po dviejy dieny nepaveiktos Igstelés
sudaré susijungiant| Igsteliy sluoksnj (Fig.6, A panelis). IFNB 1b paveiktos
lasteles neaugo ir po paveikimo pasirodé maziau Igsteliy nei pries tai (Fig.6, B
panelis). Esant didesniam padidinimui, paveikty lasteliy morfologija rode, kad
Iastelese vyko apoptozé (Fig.6, C panelis (20x) ir D panelis (40x)). Pasirode,
kad paveiktos lgstelés yra pasiskleidusios Igsteliy baltymy ir DNR liekanos
sferiniuose “apoptoziniuose kineliuose”. HT1080 lgatelés nebuvo taip stipriai
paveiktos apdorojus IFNB 1b kaip HTbetal..2 Igstelés ir IFNB 1b paveiktose
HT 1080 Igstelése apoptoziniy kineliy nebuvo pastebéta (Fig.6, B panelis).

Buvo tirti dviejy stabiliai transfekuotos lasteliy linijy, gauty i§ MDA231
(MDAbetal .1 ir MDAbetal..2), morfologiniai poky¢iai, paveikus jas IFNB 1b (1
lentele). Lastelés buvo veikiamos IFNB 1b, esant 500 IU/ml, tris dienas prie$
stebéjima. Kilminiy MDA231 lgsteliy augimas buvo tik truputj sumaZintas
veikiant IFNB 1b, kaip parodyta fig.7, A panelis (nepaveiktos kilminés lgstelés)
ir B panelis (paveiktos kilminés lIgstelés). Priesingai, MDAbetal.2 Igsteliy
augimas buvo drastiSkai inhibuotas, paveikus jas 500 IU/ml IFNB 1b, kaip
parodyta fig.7, C panelis (nepaveiktos lgstelés) ir D panelis (paveiktos
lastelés). Kaip ir HT1080 Iastelés, kurios ekspresavo padidintus IFNAR2c
kiekius, MDAbetal .2 Igstelés taip pat morfologiskai patyré apoptoze, paveikus
jas IFNB 1b. Morfologinius poky¢ius buvo sunkiau jvertinti MDA231 Iasteléms
nei HT1080 Iasteléms, nes normalios MDA231 Igstelés yra linke biti apvalios
formos, o HT1080 Igstelés normaliai auga kaip ploksti trikampiai. Tadiau

paveikus | tipo IFN, MDAbetal .2 Igstelése buvo stebéti sustiprinti apoptozes
efektai.
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5 pavyzdys

HT1080 ir MDA231 Igstelés, ekspresuojancios padidintus IFNAR2c
baltymo kiekius, buvo tirtos TUNEL testu, norint patvirtinti, kad paveiktos IFNS

1b Igsteles pasiduoda apoptozei.

Apoptozé buvo matuota paveiktose Igstelése naudojant TdT-
tarpininkaujamg dUTP kirpto galo Zymeéjimo (TUNEL) testa, norint pazyméti
fragmentuotg DNR, kuri rodo apoptoze (/n Situ Cell Death Detection Kit,
Boehringer Mannheim). TUNEL teste fluorescenciniu FITC Zzyméti UTP
nukleotidai buvo perkelti | susidariusios fragmentuotos DNR galus, kuri
susidare lgsteliu, patyrusiy apoptoze, branduoliuose. Stebint fluorescenciniu
Paveikus IFN 4 dienas, lastelés, esancios 6 duobuciy lgsteliy auginimo
plokstelese, buvo fiksuotos 1 valandg kambario temperatiroje 1X PBS
turinCiame 4 % paraformaldehido. Tada Igstelés buvo veikiamos 1 val
kambario temperatiroje 0,3 % H.O, metanolyje. Po to Igstelés buvo daromos
pralaidZiomis 30 min. kambario temperattroje 0,3 % Triton-X100 PBS ir po to
plaunamos du kartus PBS. Fiksuotos ir padarytos laidZziomis Igstelés buvo
iSdZiovintos ir Igsteliy laukai apibrézti PAP plunksna (Biogenex). Tada
apoptoziniai branduoliai buvo fermenti§kai pazyméti fluorescencine Zyme
(FTIC) tokiu badu. Lastelés buvo inkubuojamos 45 min. 37 °C temperatiroje
su 100 pl dazancio reagento i§ Boehringer Mannheim (450 pul Zymeéjimo tirpalo
+ 50 ul fermento tirpalo). Nudazytos lIgstelés buvo plaunamos du kartus PBS
ir po to tiriamos fluorescenciniu mikroskopu.

Nepaveiktos transfekuotos Igstelés turéjo ribotg skaiéiy TUNEL
teigiamy, branduoliy (Fig.8, A panelis - Sviesaus lauko vaizdas, B panelis -
fluorescencinis mikroskopas). Transfekuotos lgstelés, kurios buvo paveiktos
IFNB 1b turejo sluoksnij zaliy TUNEL teigiamy, branduoliy, rodantj, kad didelé
dalis Igsteliy yra galutinése apoptozés stadijose (Fig.8, C panelis - $viesaus
lauko vaizdas; D panelis - fluorescencinis mikroskopas). Maza dalis TUNEL
teigiamy Igsteliy nepaveiktose Igstelése gali atspindéti endogeninj nedideliy

kiekiy I tipo IFN pasigaminima. HT1080 kilminés Igstelés, paveikus IFNB 1b,
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neturéjo jokiy apoptozés Zenkly, ka rodo visiSkas TUNEL teigiamy branduoliy
nebuvimas (Fig.8: E panelis — 8$viesaus lauko vaizdas, F panelis —
fluorescencinis mikroskopas).

Rezultatai, gauti TUNEL testu su MDA231 Igstelémis, buvo panasis |
rezultatus, gautus su HT1080 Iastelémis. Nepaveiktos, transfekuotos MDA231
lgstelés (MDAbetal..2) rodé ribota skaiciy TUNEL teigiamy branduoliy, (Fig.9:
A panelis — 8viesaus lauko vaizdas; B panelis — fluorescencinis mikroskopas).
Transfekuotos MDA231 Igstelés (MDAbetal..2), kurios buvo paveiktos IFNB
1b, turéjo sluoksni Zaliy TUNEL teigiamy branduoliy, rodantj, kad didelé dalis
Igsteliy yra galutinése apoptozés stadijose (Fig.9: C panelis - 3viesaus lauko
vaizdas; D panelis - fluorescencinis mikroskopas). Kilminés MDA231 lasteles,
paveikus jas 500 IU/ml IFNB 1b 4 dienas, rode tik nedidelius apoptozés
Zzenklus (Fig.8: C panelis — S8viesaus lauko vaizdas; D panelis -
fluorescencinis mikroskopas). Dalis TUNEL teigiamy lasteliy nepaveiktose
MDAbetal .2 Igstelése gali atspindéti endogeninj nedideliy kiekiy | tipo IFN

pasigaminima.

6 pavyzdys

IFNARZ2c transfekuota Zmogaus auglio lgsteliy linija buvo jautresné

IFNS 1b augimo slopinimo aktyvumui in vivo nei kilminé Igsteliy linija.

Suleidus LOX Zmogaus melanomos Igsteliy | beplaukiy peliy uodegos
vena, po keturiy savaiciy atsiranda atitinkami augliai plaugiuose. Sis modelis
buvo panaudotas auglio lgsteliy, kurios ekspresuoja padidintus kiekius
IFNARZ2c baltymo, gydymo IFNB 1b efektyvumui jvertinti. Beplaukéms peléms
(15 gyvuny grupéje) buvo jleista arba kilminiy LOX Igsteliy, arba LOX Igsteliy,
transfekuoty genu, koduojancCiu IFNAR2c receptoriaus baltyma. Kas antrg
dieng, pradedant nuo antrosios dienos po Sios injekcijos, peléms buvo
leidZziama | pilvapléve arba 200 pg betaserono, arba ekvivalentinis taris (200
ul) fiziologinio tirpalo. Praéjus 28 dienoms po injekcijos, pelés buvo
numarintos ir iSimti ir homogenizuoti jy plauc¢iai. Buvo iSskirta DNR,

panaudojant skaldyma K proteinkinaze, po to gryninant per Quagen kolonéle.
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Zmogaus DNR kiekis plaugiuose — netiesioginis LOX kilminiy arba LOX-
IFNARZ2c auglio Igsteliy skai¢iaus matas — buvo nustatytas TagMan9R0 PGS,
naudojant pradmenis ir zondus, kurie yra budingi Zmogaus CCR5 genui. Buvo
sudaryta standartiné kreivé, naudojant i§gryninta Zmogaus genomine DNR.

Ir LOX kilminés, ir LOX-IFNAR2¢ Igstelés buvo jautrios sisteminio
betaserono augimo slopinimo aktyvumui in vivo, o LOX Igstelés, transfekuotos
IFNAR2c, turéjo sustiprintg jautruma.

Suleidus MDA231 Igsteliy | beplaukiy peliy $launies raumenij, po dviejy
savaiciy atsiranda atitinkami augliai. Sis modelis gali buvo panaudotas auglio
Igsteliy, kurios ekspresuoja padidintus kiekius IFNAR2c baltymo, gydymo
IFNB 1b efektyvumui jvertinti. Beplaukéms peléms buvo jleista arba kilminiy
MDAZ231 Igsteliy, arba MDA231 lIasteliy, transfekuoty genu, koduojanéiu
IFNAR2c receptoriaus baltyma. IFNB 1b sisteminio jvedimo poveikis | auglio
proliferacijos inhibavimg $ig injekcija gavusioms peléms buvo jvertintas
matuojant augliy dydj.

AuksCiau duoti pavyzdziai gali bati pakartoti pana$iai sékmingai,
pakeiCiant bendrai arba konkreciai apradytais $io iSradimo reagentais ir/arba
veiksmo salygomis auk$¢iau apradytus pavyzdZziuose reagentus ir salygas.

IS Sio apraSymo specialistai gali nesunkiai nustatyti esmines $io
iSradimo charakteristikas ir, nenukrypdami nuo $io iSradimo esmes ir sferos,
gali padaryti ivairius pakeitimus ir modifikacijas, pritaikydami §j iSradimg

[vairiems panaudojimo variantams ir bakleéms.
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ISradimo apibréztis

1. | tipo IFN poveikiy | tiksliniy lasteliy populiacijg sustiprinimo budas,
besiskiriantis tuo, kad jis apima funkcinio IFNAR2c receptoriaus
grandiniy ant modifikuoty Igsteliy tiksliniy lasteliy populiacijoje skaiCiaus
padidinimg ir tada modifikuoty lasteliy veikimg terapiskai efektyviu kiekiu | tipo
IFN.

2. Blidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéti
poveikiai yra augimo slopinimo poveikiai.

3. Bldas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad funkciniy
IFNAR2c receptoriaus grandiniy ant modifikuoty Iasteliy skaiius yra
padidinamas aktyvuojant IFNAR2c¢ geno geny ekspresija.

4. Budas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad IFNAR2c
geno geny ekspresija yra aktyvuojama jvedant | modifikuotas Igsteles
IFNARZ2c polipeptidg koduojantj egzogeninj gena.

5. Budas pagal 3 punktg, besiskiriantis tuo, kad IFNAR2c
geno geny ekspresija yra aktyvuojama veikiant tikslinés lgsteliy populiacijos
modifikuotas lgsteles maZa molekule, kuri stimuliuoja IFNAR2c¢ geno
promotoriy.

6. Budas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad | tipo IFN yra
| tipo a-IFN, I tipo B-IFN, | tipo o-IFN arba suderintinio | tipo IFN.

7. Budas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad tikslinés
Iasteliy populiacijos lastelés yra proliferacinés biklés apimtos lgstelés.

8. Bldas pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo, kad proliferacines
bakiés apimtos Igstelés yra vézinés lgstelés.

0. Budas pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo, kad proliferacinés
buklés apimtos lastelés yra lygiyjy raumeny Igstelés, apimtos restenozeés.

10. Badas pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad bent vienas
IFNAR2c polipeptidg koduojantis egzogeninis genas yra pateikiamas
modifikuotoms lgsteléms naudojant virusinj vektoriy.

11. Bldas pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad virusinis

vektorius yra gautas i$ retroviruso arba adenoviruso.
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12. Bldas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad | tipo IFN
augimo slopinimo poveikis | tiksliniy lasteliy populiacijg yra padidintas
maziausiai 5 %.

13. Bldas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad | tipo IFN
augimo slopinimo poveikis yra padidintas maziausiai 10 %.

14. Badas pagal 10 punktg, besiskiriantis tuo, kad IFNAR2c
polipeptida koduojantis egzogeninis genas ir | tipo IFN koduojantis genas yra
pateikiami tikslinei Igsteliy populiacijai kaip to paties virusinio vektoriaus dalis.

15. Efektorinés molekulés ant tiksliniy lasteliy populiacijos, jskaitant
navikines Igsteles, augimo slopinimo poveikiy sustiprinimo bidas, besis -
kiriantis tuo, kad jis apima funkciniy efektoriniy molekuliy receptoriy ant
modifikuoty, Igsteliy tiksliniy lasteliy populiacijoje skai¢iaus padidinimg ir tada
modifikuoty lgsteliy veikima terapiskai efektyviu efektorinés molekulés kiekiu.

16. Budas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad efektoriné
molekulé yra augimo faktorius arba interleukinas.

17. Budas pagal 15 punktg, besiskiriantis tuo, kad efektoriniy
molekuliy receptoriy skai¢ius yra padidinamas aktyvuojant geno, koduojancio
efektorinés molekulés receptoriy, geny ekspresija.

18. Budas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad geno,
koduojanio efektorinés molekulés receptoriy, geny ekspresija yra
aktyvuojama jvedant | modifikuotas Igsteles egzogeninj gena, koduojantj
efektorinés molekulés receptoriy.

19. Budas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad geno,
koduojanCio efektorinés molekulés receptoriy, geny ekspresija yra
aktyvuojama veikiant tikslinés Iasteliy populiacijos modifikuotas Igsteles maza
molekule, kuri stimuliuoja geno, koduojancio efektorinés molekulés receptoriu,
promotoriu.

20. Budas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad efektorinés
molekulés augimo slopinimo poveikis | tiksling lIasteliy populiaciia yra
padidintas maziausiai 10 %.

21. Itipo IFN poveikiy i tiksliniy lasteliy populiacijg sustiprinimo badas,
besiskiriantis tuo, kad jis apima funkcinio IFNAR1 receptoriaus
grandiniy ant modifikuoty Igsteliy tiksliniy Igsteliy populiacijoje skaiiaus
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padidinima ir tada $iy modifikuoty Igsteliy veikima terapiskai efektyviu kiekiu |
tipo IFN.
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