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sgveikg tarp gp39 ir CD40. Sio igradimo anti-CD40 antikiinai veiksmingai moduliucja humoralinius imuninius
atsakus pries T Iasteléms priklausandius antigenus, kolageno sukelta artritg ir odos transplantacijg ir taip pat yra
naudingi dél jy prieSuzdegiminiy savybiy.
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ISradimo kilmé

Imuniniuose/uzdegiminiuose  atsakuose tarpininkauja sudétinga
sgveiky eilé. Viena i$ receptoriy/ligandy pory, kuri buvo parodyta kaip esanti
svarbi $iuose procesuose, yra CD40/gp39. Si gp39/CD40 saveika |
tarpininkauja eiléje svarbiy signaliniy procesy tarp aktyvUotq T lIgsteliy ir kity
imuninés sistemos lgsteliy-efektoriy ir sustiprina imuninj/uzdegiminj atsaka,
Atsakai | signalo perdavima per CD40 apima T lasteliy pagalbg B lgstelems
humoralinio imuninio atsako atveju, monocity sukeltg citokiny indukcijg ir
endotel.iniq Igsteliy sukeltg adheziniy molekuliy ekspresija.

CD40 yra | tipo Igsteliy pavirSiaus receptorius ir auglio nekrozes
faktoriaus receptoriaus (TNFR) supergeninés Seimos narys. Nors i§ pradziy
jis buvo identifikuotas kaip B |qstel‘iq antigenas, dabar yra laikoma, kad CD40
ekspresuoja visos antigeng pateikiancios Igstelés (APC), jskaitant dendritines
Igsteles, keratinocitus ir monocitus. CD40 taip pat ekspresuoja tipai Igsteliy,
kurios gali veikti kaip APC tam tikromis sglygomis, kaip antai vaskuliarinés
endotelinés Igsteles, arba lgstelés, dalyvaujancios tiesioginése sgveikose su
T lIastelémis arba T lIgsteliy prekursoriais, tokiais kaip timinés epitelinés
lastelés. Neseniai taip pat buvo paskelbta, kad CD40 gali ekspresuoti
fibroblastai, eozinofilai ir aktyvuotos T [astelés. CD40 ekspresija taip pat buvo
pastebéta ir vezinese Igstelése. Sio fakto jrodymas pirmiausia gautas
identifikavus kai kurias i$ karcinomos ir melanomos iSvestas Igsteliy linijas,
kurios yra CD40" T lIgstelés. (Clark and Ledbetter, Proc. Natl. Acad. Sci.
(1986) 83:4494-98; Schriever et al., J. Eksp. Med. (1989) 169:2043-58; Caux
et al., J. Exp. Med. (1994) 180:1263-72; Alderson et al., J. Exp. Med. (1993)
178:669-74; Young et al., Int. J. Cancer (1989) 43:786-94; Paulie et al.,
Cancer Immunol. Immunother. (1985) 20:23-28; Denfeld et al., Eur. J.
Immunol. (1996) 26:2329-34; Gaspari et al., Eur. J. Immunol. (1996) 26:1371-
77; Peguet-Navarro et al., J. Immunol. (1997) 158:144-52; Hollenbaugh et al.,
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J. Exp. Med. (1995) 182:33-40; Galy and Spits, J. Immunol. (1992) 149:775-
82). Gp39 taip pat yra zinomas kaip CD40L, TRAP, T-BAM, o dabar turi
oficialy CD pavadinimg nuo Leucocyte Workshop CD154. In vitro
bandymuose gp39 pasirodo ant T Iasteliy praéjus mazdaug 2-4 valandoms po
T lasteliy aktyvavimo ir pasiekia maksimumg po 6-8 valandy. Po to baltymo
kiekis labai greitai mazéja ir pasidaro nebenustatomas praéjus 24 valandoms
po stimuliavimo. Gp39 ekspresija taip pat buvo nustatyta ant eozinofily ir
mastiniy Igsteliy. (Noelle et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1992) 89:6550-54,
Hollenbaugh et al., EMBO J. (1992) 11:4313-21; Spriggs et al., J. Exp. Med.
(1992) 176:1543-50; Graf et al., Eur. J. Immunol. (1992) 22:3191-94; Covey
et al., Mol. Immunol. (1994) 31:471-84; Castle et al.,, J. Immunol. (1993)
151:1777-88; Roy et al., J. Immunol. (1993) 151:2497-2510; Gauchat et al.,
Nature (1993) 365:340-43; Gauchat et al., Eur. J. Immunol. (1995) 25:863-65;
Koshy et al., J. Clin. Invest. (1996) 98:826-37; Desai-Mehta et al., J. Clin.
Invest. (1996) 97:2063-73). |

CD40 yra stiprus signalinis receptorius, kuris suteikia galimybe

aktyvuotoms T-lgstelems reguliuoti platy imuniniy ir uzdegiminiy atsaky
intervala, In vitro ir in vivo tyrimai su gp39 ligando rekombinantinemis
formomis ir su anti-CD40 mAb parodé, kad signalo perdavimas per $§j
receptoriy duoda Igstelinj atsakg visose Zzinomose CD40" Igstelése, ir kad to
iSdava ne tik keitiasi priklausomai nuo lIgstelés tipo, bet taip pat yra
moduliuojama konkuruojanc€iy signaliniy procesq per kitus receptorius.
Pavyzdziui, B Igstelése CD40 signalo perdavimas, kartu su {L-4 receptoriaus
signalo perdavimu, sukelia B lasteliy proliferacijg ir IgE izotipo antikiny
gaminimasi, o CD40 signalo perdavimas kartu su signalais i§ IL-4
receptoriaus sukelia B Igsteliy proliferacijg ir IgG izotipo antikiny gaminimasi
(Gordon et al., Eur. J. Immunol. (1987) 17:1535-38; Rousset et al., J. Exp.
Med. (1991) 173:705-710; Jabara et al., J. Exp. Med. (1990) 172:1861-64;
Gascan et al., J._Immunol. (1991) 147:8-13). Gp39 tarpininkaujamas CD40

signalo perdavimas gali vaidinti vaidmenj lastelés imuniniskume per CD80 ir

CD86 - svarbiy T Igsteliy kostimuliatoriniy molekuliy, kurios suriséa CD28 ir
CTLA4 — indukcijg (Goldstein et al., Mol. Immunol. (1996) 33:541-52).
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CD40/gp39 receptoriaus/ligando sistema yra viena i§ daugelio
sistemy, kurios dalyvauja produktyvioje sgveikoje tarp aktyvuoty T Iagsteliy ir
kity imuninés sistemos lasteliy. Tadiau daugelis duomeny duoda suprasti,
kad S§i sgveika yra unikali ir pagrindiné Zmogaus humoralinio atsako
reguliavime. Konkreéiau kalbant, buvo parodyta, kad gp39 ekspresijos arba
struktros defektai yra Zmogaus imunodeficito, zinomo kaip X-rySio hiper-igM
(X-HIM) sindromas, priezastis. Siam imunodeficitui yra badingas jo paveikty
individy nesugebéjimas gaminti kitokius nei IgM izotipo antikinus, kas rodo,
kad efektyviam humoraliniam imuniniam atsakui yra reikalinga produktyvi
sgveika tarp gp39 ir CD40 (Allen et al., Science (1993) 259:990-93; Aruffo et
al., Cell (1993) 72:291-300; Di Santo et al., Nature (1993) 361:541-43,
Fuleihan, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1993) 90(6):2170-73; Korthauer et al.,
Nature (1993) 361:539-541; Notarangelo et:al., Immunodef. Rev. (1992)

3:101-22. Panasiu badu, neseni duomenys rodo, kad zmogaus ne-X-rysio

HIM sindromg sukelia defektai CD40 molekuléje. Naudojant geny nokauto
technologijg, buvo iSvestos pelés, neturinCios CD40 arba gp39. Sios pelés
atitinka fenotipa, kuris turi tas pacias charakteristikas kaip ir HIM sindromas,
o tai leidzia manyti, kad pelés gali bati tinkamas modelis, kuris gali bati
naudojamas nustatyti gydymo arba anti-CD40, arba anti-gp39 mAb’ais; kurie
blokuoja sgveikq tarp CD40 ir gp39, efektams in vivo (Kawabe et al., immunity
(1994) 1:167-78; Xu et al., Immunity (1994) 1:423-431, Renshaw et al., J.
Exp. Med. (1994) 180:1889-1900; Castigli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1994) 91:12135-39).

CD40/gp39 saveikos inhibavimo efektai in vivo buvo placiai tirti

bandymuose su normaliomis pelémis ir su ligos peliy modeliais, naudojant
Ziurkéno anti-pelés gp39 mAb (MR1). Sio antikiino imunosupresijos geba
atsispindi jo sugebéjime pilnai inhibuoti humoralinj imuninj atsakg j T-

Igstelems priklausancius antigenus (Foy, et al., J. Exp. Med. (1993)

178:1567-75). Tai pat buvo parodyta, kad keletas imuniniy ligy peliy modeliy
yra inhibuojami gydant $iuo antikiGnu, jskaitant tuos, kuriuose tarpininkauja
lasteliy imuniniai atsakai. Ligy modeliai, kurie buvo parodyti, kad jie yra
inhibuojami gydant anti-gp39, yra kolageno sukeltas artritas, eksperiment_inis

alerginis encefalomielitas, su vilklige susijgs nefritas, persodinto organo

1
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261:1328-30; Berry et al., neatspausdinta; Gerritse et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1995) 93:2499-504; Mohan et al., J. Immunol. (1995) 154:1470-
1480; Larsen et al., Transplantation (1996) 61:4-9; Hancock et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1996) 93:13967-72; Parker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1995) 92:9560-64; Durie et al., J. Clin. Invest. (1994) 94:1333-38; Wallace,

et al., neatspausdinta). CD40/gp39 vaidmuo lastelinio atsako sustiprinimui -

gali biti tiesioginis — per aktyvuoty T Igsteliy, kurios gali ekspresuoti CD40,
subpopuliacijos stimuliavima, arba netiesioginis — per citokiny indukcijg ir
svarbiy kostimuliatoriniy lgsteliy pavirSiaus molekuliy, tokiy kaip CD8O0 ir
CD88, kurios prisijungia prie T Igsteliy receptoriy CD28 ir CTLA-4, ekspresija,
Sio inhibitoriaus prié%uidegiminiai efektai buvo pademonstruoti naudojant
tyrimams deguonies sukelto plauciy pazeidimo peles modelj. Poveikis |
uzdegima in vivo buvo paremtas rezultatais in vitro, rodanCiais CD40
stimuliavimg ant vaskuliariniy endoteliniy lgsteliy ir monocity, kurie duoda
lasteliy adhezijos molekuliy ekspresijg, azoto oksidg (NO), matricines
metaloproteazes ir prouzdegiminius citokinus (Kiener et al., J. Immunol.
(1995) 155:4917-25; Malik et al, J. Immunol. (1995) ‘156:3952-60;
Hollenbaugh et al., J. Exp. Med. (1995) 182:33-40).

Tyrimai su anti-zmogaus gp39 mAb bandyme su bezdzionémis parode,
kad bioagentai, kurie inhibucja saveikg tarp gp39 ir CD40 in vivo, yra
efektyvis imunosupresiniai agentai primatams. Buvo parodyta, kad anti-gp39
mAb efektyviai inhibuoja antikiny atsakg | T [gsteléems priklausancius
antigenus, ir apsaugo alotransplantatus nuo atmetimo (rezultatai analogiski
rezultatams, gautiéms bandyme su grauzikais). ‘

Bendrai paemus, auk$liau pateikti rezultatai parode, kad agentai,
kurie suardo sgveika tarp gp39 ir CD40, turéty bati stiprGs imunosupresiniai ir
prieSuzdegiminiai agentai. Todél, norint gauti imunosupresinj arba
prieSuzdegiminj efekta, yra reikalinga surasti efektyvy budag CD40/gp39
saveikai blokuoti. Sio iSradimo tikslas yra pateikti antiking, kuris blokuoty
sgveika tarp gp39 ir CD40.

Kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti chimerinj antiking, kuris

efektyviai blokuoty sgveikg tarp CD40 ir gp39.
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Dar kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti numanizuotg arnmunig, nuns
efektyviai blokuoty saveikg tarp CD40 ir gp39.
Dar vienas Sio iSradimo tikslas yra imuninio atsako moduliavimo
bhdas, jvedant $io iSradimo antikng, chimerinj antiking arba humanizuotg

antiking. Sis blidas gali bti naudingas gydant bet kokias autoimunines ligas,

bei odos arba kity organy transplantacijoje. -
ISradimo santrauka

Sis iSradimas apima naujg antiking, tiksliau chimerizuotg anti-
Zmogaus CD40 monokloninj antikiing (mAb), kuris blokuoja sgveikg tarp gp39
ir CD40. Viename $io iSradimo realizavimo variante ypatingai tinkamas
chimerizuotas anti-imogaus CD40 mAb yra zymimas “chi220”. Chi220 yra
chimerinis antikiinas, apimantis pelés kintamajg ir zmogaus kapa ir gama 1
pastovigsias sritis. Chi220, kaip ir jo pradininkas pelés mAb, prisijungia prie
CD40 ir del to efektyviai blokuoja humoralinius imuninius atsakus | T
Iastelems priklausancius antigenus nuo dozés priklausanciu badu.

Taip pat | $Sio iSradimo apimt] patenka humanizuoti anti-CD40
antikanai, kurie blokuoja sgveikg tarp gp39 ir CD40. Viename Sio iSradimo
jgyvendinimo variante humanizuotas antikinas yra pazymetas F4; kitame
jgyvendinimo variante humanizuotas antikinas yra paZymeétas L3.17.
Tinkamiausi humanizuoti $io iSradimo antikGinai apima Zmogaus kintamajg
sunkigjg ir lengvajg sritis su Ués jterptais pelés CDR.

Sio isradimo anti-CD40 antikanai, geriau chimeriniai ir humanizuoti ¢ia
apradyti antikdnai, veiksmingai moduliuoja humoralinius imuninius atsakus
prie§ T Igsteléms priklausanCius antigenus, kolageno sukeltg artitg ir
transplantanto atmetima, Sio iSradimo anti-CD40 antikanai, geriau chimeriniai
ir humanizuoti Cia apraSyti antikGnai, taip pat yra naudingi del jy
priesuzdegiminiy savybiy (kurios yra panasios j anti-gp39 savybes).

Sio isradimo antikGnai, ypatingai anti-CD40 chimerinis antikdnas
chi220 ir anti-CD40 humanizuoti antikinai F4 ir L3.17, turi platy terapinj

pritaikyma, jskaitant autoimunines ligas, uzdegimines ligas ir transplantacija,
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Kadangi CD40 ekspresija stebima ant kai kuriy histologiniy tipy piktybiniy
Igsteliy, anti-CD40 antikany, ypatingai Sio iSradimo chimeriniy ir humanizubty

‘antikainy, pritaikymo galimybé onkologijoje yra akivaizdi.

Sioje paraiskoje yra naudojami tokie specialistams Zinomi
sutrumpinimai: APC (antigeng pateikianti Igstele); CDR (komplementarumg
apsprendzianti sritis); CHO" (kiniSkojo ziurkéno kiausidé); CIA (kolageno
sukeltas artritas); Cmax (maksimali koncentracija serume); COS (Afrikos
zaliosios bezdzionés fibroblasty lgsteliy linija); DMARD (ligg modifikuojantys
prieSreumatiniai vaistai); ELISA (fermento, prijungto prie imunosorbento,
testas), EPT (galinio tasko titrai); EU (endotoksino vienetai); Fab (antigeng
jungiantis fragmentas); FITC (fluorizotiocianatas); Hu (humanizuotas); h106-2
(humanizuotas anti-gp39 mAb), HAMA (zZmogaus-anti-pelés antikunai);‘im
(intraraumeninis); KLH (sraigés limfos hemocianinas); mAb (monokloninis
antikinas); MTX (metotreksatas); OVA (ovalbuminas); PBS (fosfatinis buferis
su NaCl); PCR (polimeraziné grandinés sinteze); 'PE (fikoeriterinas); Sc
(poodinis);, SDS-PAGE (natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio  gelio
elektroforezé); SEC (molekuliniy siety chromatografija); SRBC (avies
eritrocitai); STR (maiSomo bako tipo~ reaktorius); TNF (auglio nekrozés
faktorius); VL (antikino lengvosios grandinés kintamoji sritis); VH (antikino
sunkiosios grandinés kintamoji sritis).

Nukleoragstis, koduojanti tinkamiausig. lengvajg Sio iSradimo
‘chimerinio antikiino (chimerinis antiktinas 2.220) granding, buvo deponuota
Amerikos tipiniy kultdry kolekcijoje su depozito numeriu ATCC 203630.
Nukleorigétis, koduojanti tinkamiausig sunkiajg $io iSradimo chimerinio
-antikino (2.220) grandine, buvo déponuota Amerikos tipiniy kultdry
kolekcijoje su depozito numeriu ATCC 203629.

Nukleorigstis, koduojanti tinkamiausig lengvajg Sio iSradimo
humanizuoto antikdno (humanizuotas antikinas F4) grandine, buvo
deponuota Amerikos tipiniy kultdry kolekcijoje su depozito numeriu ATCC
203628. Nukleortgstis, koduojanti papildoma tinkamiausia lengvajg $io
iSradimo humanizuoto antikino (humanizuotas antikinas L3.17) grandine,

buvo deponuota Amerikos tipiniy kultry kolekcijoje su depozito numeriu
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ATCC 203774. Nukleoragstis, koduojanti tinkamiausig sunkiajg Sio iSradimo
humanizuoto antikino (F4 ir L3.17) granding, buvo deponuota Amerikos
tipiniy kultdiry kolekcijoje su depozito numeriu ATCC 203631.

Cia nurodyti depozitai bus laikomi pagal Budapes$to sutarties dél
Tarptautinio mikroorganizmy depozity palaikymo patentiniams tikslams
terminus. Sie depozitai yra pateikiami vien tiktai specialisty patogumui ir
nelaikoma, kad indéliui taikomas 35 U.S.C. § 112. Deponuoty mediiagQ
polinukleotidy sekos bei jy koduojamos aminoragsciy sekos cia yra
pridedamos kaip nuorodos ir yra kontrolinés tuo atveju, jei iSkyla nesutapimas
su duotu sekos aprasymu. Deponuoty medziagy gaminimui, panaudojimui
arba pardavimui turi bati reikalaujama licenzijos, ir tokios licenzijos Cia
neduodama.

Visi Sioje paraiskoje cituojami literatlros Saltiniai, ar tai yra supra ar

infra, ¢ia yra pridedami pilnumoje.
Trumpas bréziniy apraSymas

Fig.1 rodo sgp39 prisijungimo prie Raji Igsteliy inhibavimg anti-
zmogaus CD40 mAb.

Fig.2 yra scematiniai primaty tyrimo metodikos metmenys. Gydymo
dienos pavaizduotos rombais. Imunizavimas SRBC ir KLH pazymétas
atitinkamai staciakampiais ir trikampiais. Gyvuliukai, paveikti 2.36, po | fazés
tirti nebuvo, o gyvuliukai, paveikti 1.106 nebuvo tirti po Il fazés.

Fig.3 rodo anti-SRBC antikiino atsakg primatuose. Fig.3a rodo IgM
anti-SRBC antikliny analizés rezultatus. Fig.3b rodo IgG anti-SRBC antikny
analizés rezultatus.

Fig.4a rodo chi220 lengvosios grandinés kintamosios srities sekg
paryskintomis raidémis (SEQ ID NO:1), o Fig.4b rodo chi220 sunkiosios
grandinés kintamosios srities sekg paryskintomis raidémis (SEQ ID NO:2).
Fig.4a ir 4b pabrauktos sekos yra Zzmogaus antikino jterptos signalinés sekos
su artimiausia homologija, kurios buvo naudojamos kaip humanizavimo

matrica.
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Fig.5 rodo in vitro bandymy rezultatus, tiriant Sio iSradimo chimerinj ir
humanizuotg antikiing. Fig.5a rodo chi220 ir h220v3 prisijungimg prie hCD40-
mG2b ELISA testu paremtame bandyme. Fig.5b rodo sgp39 tarpininkaujamo
7mogaus B lgsteliy kostimuliavimo inhibavima anti-zmogaus CD40 mAb.

Fig.6 rodo IgM anti-SRBC antikino atsaka. Fig.6a rodo rezultatus su
bezdzionémis, kurios gavo 10, 40 arba 100 mg/kg chi220. Fig.6b rodo
rezultatus su bezdzionémis, kurios gavo 0,1 arba 1 mg/kg chi220.

Fig.7 rodo IgG anti-SRBC antikino atsakg. Fig.7a rodo rezultatus su
bezdzioneémis, kurios gavo 10, 40 arba 100 mg/kg chi220. Fig.7b rodo
rezultatus su bezdzionémis, kurios gavo 0,1 arba 1 mg/kg chi220.

Fig.8 rodo anti-OVA antikino atsaka primatuose. Fig.8a rodo IgM anti-
OVA antikiny analizés rezultatus. Fig.8b rodo IgG anti-OVA antikiny
analizes rezultatus.

Fig.9 rodo anti-KLH antikiino atsakg primatuose. Fig.9a rodo IgM anti-
KLH antikiny analizés rezultatus. Fig.9b rodo IgG anti-KLH antikiny analizes
rezultatus.

Fig.10 rodo 7E1-G1 ir 7E1-G2b antiklny gebos slopinti IgG atsaka |
SRBC palyginima.

Fig.11 rodo antikino atsako | SRBC inhibavimo 7E1-G2b
priklausomybe nuo dozes.

Fig. 12 rodo $io i$radimo chimerinio antikdno sunkiosios grandinés
srities ir lengvosios grandinés srities ekspresijos vektoriy Zemélapius.

, Fig.13 pateikiama ekspresijos vektoriaus, galin¢io ekspresuoti Sio
iradimo chimerinio antikino sunkiajg grandine, nukleorigsciy seka (SEQ ID
No:5). Startinis ATG (1000-1002 nukleotidai), koduojantis Zmogaus antikano
iterptos signalinés sekos startinj Met, yra paryskintas. Pabraukti nukleotidai
1057-1422 (SEQ ID NO:13) rodo tinkamiausia nukleordgsCiy seka,
koduojancia $io isradimo antikiino kintamg sunkigjg granding.

Fig.14 pateikiama ekspresijos vektoriaus, galinCio ekspresuoti Sio
iradimo chimerinio antikdno lengvaja grandine, nukleortgsciy seka (SEQ ID
No:6). Startinis ATG (1005-1007 nukleotidai), koduojantis Zmogaus antikdno

iterptos signalinés sekos startinj Met, yra paryskintas. Pabraukti nukleotidai
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1065-1388 (SEQ ID NO:14) rodo tinkamiausia nukleorugs€iy seka,
koduojandig $io iSradimo antikdno kintamg lengvajg granding.

Fig.15 rodo pelés anti-CD40 kintamujy sri¢iy ir Zmogaus matricos seky
sugretinima, Pelés anti-CD40 H ir L grandiniy kintamosios sritys buvo
panaudotos homologinéms Zmogaus embrioninés linijos sekoms identifikuoti.
Liekany numeracija ir CDR'y (pabraukti) nustatymas buvo atliekamas
remiéntis Kabat et al. (Kabat, E.A., et al., (1991) Sequencies of prdteins of
immunological interest (5" Ed). Washington DC: United States Department of
Health and Human Services; Kabat, E.A., et al., (1977) J. Biol. Chem.
252:6609-6616). Skirtumai tarp seky nurodyti vertikaliomis linijomis, o
karkaso padétys, charakterizuotos sudétingje ekspresijos bibliotekoje,
pazymetos zvaigzdute.

Fig.16 rodo humanizuoto anti-CD40 varianty titravimo rezultatus su
imobilizuofu antigenu. Buvo charakterizuoti bakterijose ekspresuoto
chimerinio anti-CD40 Fab ir parinkti variantai i$ kiekvienos bibliotekos.
Chimerinis (juodi skrituliukai), Hu 1-19C11 (balti skrituliukai), Hu 1I-CW43
(balti kvadratai), Hu 1II-2B8 (juodi trikampiai) ir netUrintys nieko bendro su
Siais antikinais (juodi kvadratai) Fab buvo iSlaisvinti i$ 15 ml bakterijy kultGry
periplazminés erdvés ir serijiniai skiedimai buvo inkubuojami su CD40-Ig
antigenu, imobilizuotu ant mikrotitro ploksteliy. Antikino susijungimo kiekis
buvo nustatytas Zemiau aprasytu bldu. A

Fig.17 rodo, kaip antikino afiniSkumas koreliuojasi su tirpaus-gp39
prisijungimo prie CD40-ig inhibavimu. CD receptoriaus ligandas — gp39 —
buvo imobilizuotas ant mikrotitro plokstelés. Po to kintami kiekiai iSgryninto
chimerinio (juodi skrituliukai), Hu lI-CW43 (balti skrituliukai), Hu 11I-2B8 (juodi
trikampiai), Hull/lll-2B12 (balti\ skrituliukai) ir neturintys nieko bendro su Siais
antikinais (juodi kvadratai) Fab buvo koinkubuoti su 2 pg/mi CD40-lg ant
mikrotitro plokstelés. CD40-lg prisijungimo prie gp39 kiekis buvo jvertintas
Zemiau aprasytu badu.

Fig.18 rodo pelés karkaso liekany aktyviuose variantuose kiekybinj
jvertinima, Buvo nustatytos aktyviausiy anti-CD40 varianty i$ karkaso
optimizavimo bibliotekos Hu 1| (A) ir i§ karkaso/HCDR3 optimizavimo
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bibliotekos Hu I (B) kintamujy sriciy sekos, norint nustatyti aminordagstis
karkaso bibliotekos padétyse. Buvo nustatyta kievieno atskiro varianto
kategorija remiantis bendru skaiCiumi pelés liekany, iSlikusiy 8 karkaso
bibliotekos padeétyse. Buvo nustatytos 34 klony i$ Hu | bibliotekos ir 40 klony
i$ Hu [l bibliotekos sekos, ir tai leido identifikuoti atitinkamai 24 ir 10 atskiry,
varianty. IStisiné linija rodo sekuy, laukty i vienodo skaiCiaus atsitiktinai

pésirinktq varianty, pasiskirstyma,.
Smulkus iSradimo aprasymas

Siame isradime buvo sukurti chimeriniai ir humanizuoti anti-zmogaus
CD40 antiktinai su imunosupresinémis savybémis. Tokie anti-zmogaus CD40
antiknai turi akivaizdy pritaikyma kaip vaistai. Siame iSradime taip pat
sukurtas labai panasus anti-pelés CD40 mAb (labai panasus | anti-zmogaus
CD40 mADb), kuris tinka anti-CD40 mAb terapijos poveikiams tirti eiléje
imuniniy ir uzdegiminiy ligy peliy modeliy. Anti-CD40 antikiny sukdrimg
komplikuoja tas faktas, kad CD40 yra stipri sighaliné molekulé. Antikanai,
kurie jungiasi prie Sio antigeno, gali bati paskirstomi | kategorijas, remiantis
sugebeéjimu stimuliuoti CD40 signalo perdavimg, o taip pat ir sugebéjimu
blokuoti CD40/gp39 sgveika.

Pareiskéjy anti-2mogaus CD40 mADb, kurie blokuoja CD40/gp39
sgveikg, buvo parinkti i§ gausios anti-CD40 mAb grupés. Antiklnas,
pazymeétas 2.220, buvo chimerizuotas ir humanizuotas. “Chimeriniai”
antikGnai turi lengvajg grandine ir sunkigjg grandine: lengvoji grandiné turi
lengvosios grandinés kintamajg sritj ir ‘Iengvosios grandinés pastovigjg sritj;
sunkioji grandiné turi sunkiosios grandinés kintamajg sritj ir sunkiosios
grandinés pastoviajg sritj. Chimeriniai antikiinai turi kintamasias sritis i$ vieny
rasiy ir pastovigsias sritis i$ kity rasiy (pavyzdziui, pelés kintamosios sritys
prijungtos prie Zmogaus pastoviujy sriéiy). (Zr. pvz., U.S. Patents 4,816,39 ir
4,816,567). Kiekviena i$ lengvosios grandinés kintamuyjy sriciy (VL) ir
sunkiosios grandinés kintamujy sri¢iy (VH) susideda iS “karkaso” sriciy,

pertraukty trijy hiperkintamy sriiy, vadinamy “komplementarumg
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apsprendzianciomis sritimis® arba “CDR’. “Humanizuoti” antikGinai apima
antikinus su zmogaus karkasinémis sritimis, sujungtomis su CDR i$
donorinés pelés arba Ziurkés imunoglobulino. (Zr. pvz., U.S. Patent
5,530,101). | Sio iSradimo apimtj patenka humanizuoti antikGnai, kurie turi
CDR, iSvestus i$ ¢ia parodyty pelés kintamuyjy grandiniy.

Labiausiai tiesiogine antikino humanizavimo strategija sudaro CDR i$
donorinio mAb jjungimas | Zzmogaus karkasg (Jones, P.T., et al., (1986)
Nature 321:522-525). Taciau tam tikros karkaso liekanos palaiko CDR
struktdrg, ir kontaktinés antigeninés implantuotos pelés CDR | Zzmogaus
karkaso matricas gali sumazinti gauto humanizuoto mAb susiriévimo aktyvumg
(Foote, J., et al, (1992) J. Mol. Biol. 224:487-499). Vertinant konkreéiy
karkaso liekany potencialy jnasa j antikiino afiniSkuma, susiduriama su dviem
problemomis. Pirma, konkreCiam mAb sunku numatyti, kuri karkaso liekana
atlieka kritinj vaidmenj afiniSkumo ir specifiSkumo palaikyme. Antra, karkaso
padeétims, kurios yra skirtingos pradiniame mAb ir Zmogaus matricoje, yra
sunku numatyti, ar atsiradusi iS pelés pradininko ar zZmogaus matricos
aminorugstis duos aktyvesnj mAb. Taigi, antiklny humanizavimo bidai, kurie
remiasi vien tik struktdros nagrinéjimu, ne visada yra sékmingi.

Ankstesniuose darbuose galima rasti bendros antikliny gaminimo
strategijos apraSyma, kuriame akcentuojama, kad po humanizavimo yra
sunku islaikyti antikininj surisimo aktyvumg (Rosok, M.J., et al., (1996) J.
Biol. Chem. 271:22611-22618). Potencialiai svarbios karkaso liekanos, kurios
yra skirtingos pradiniame mAb ir Zmogaus matricoje, yra apibtdinamos
vienoje stadijoje, sintezuojant ir ekspresuojant sudéting antikdny biblioteka,

kurioje yra visi galimi pradinio ir Zmogaus matricos aminorigsc¢iy dariniai

tiiamajame karkase. Variantai, kurie  turi optimalia karkaso struktirg,

nustatomi atrinkimo metu, o po to optimali karkaso strukttra(os) nustatoma
nustatant DNR sekas. Paprastai daugelio aktyviy klony seky nustatymas
atskleidzia kritines karkaso padétis, kurios reikalauja konkredios
aminorugsties ekspresijos. Atvirk$Ciai, pelés arba zmogaus aminoragsties
ekspresija bibliotekos karkaso padétyje, esant ekvivalentiniam dazniui,

aktyviuose klonuose sutampa su maziau svarbia konkrecios karkaso padéties
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funkcija. Taigi, humanizuota antiklno versija, kuri iSlaiko pradinio mAb
suri$imo aktyvuma, yra greitai nustatoma remiantis funkciniu surisimu.

Antikano humanizavimo ir afini$kumo subrandinimo procesai daznai
vykdomi atskirais etapais (Rostok (1996), supra; Yelton, d. E., etal, (1995) J.
Immunol. 155:1994-2004;: Wu, H., et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95:6037-6042: Baca, M.., et al, (1997) J. Biol. Chem. 272:10678-10684;,
Marks, J.D., et al., (1992) J. Biol. Chem. 267:16007-16010). Naudojant
Zemiau aprasytg modifikuotg strategija, buvo sukurta daug humanizuoty
peles mAb 2.220 versijy, kuriy afiniSkumas buvo toks pat arba geresnis nei
chimerinio Fab.

Pareiskéjy $io isradimo chimerinis antikGnas ¢ia yra Zymimas “chi220".
Pareiskéjy labai artimas anti-pelés CD40 mAb cia yra Zymimas “7E1".
Parei$kéjy humanizuoti $io isradimo anti-CD40 antikinai Cia yra zymimi “F4
ir “L3.17".

Buvo sukurti du skirtingi 7E1 izotipo variantai. Sie du 7E1 variantai yra
tinkami tiriant molekulés Fc dalies vaidmenj anti-CD40 mAb terapijoje
priesklinikiniuose imuniniy ir uzdegiminiy ligy modeliuose. Cia taip pat yra
pateikiamas anti-pelés CD40 mAb sukdrimas, kriterijai, naudojami atrinki
antikdnui, kuris atitinka chi220 savybes, §io mAb izotipo varianty sukdrimas ir
ju in vivo aktyvumas imuniniy ligy peliy modeliuose. Tyrimai ir su chi220, ir su
jo pradiniu pelés mAb 2.200 bandyme su bezdzionemis, o taip pat ir tyrimai
su 7E1 bandyme su pelémis parodé, kad Sie anti-CD40 mAb yra stiprus
imunosupresiniai agentai, ir jie bus smulkiau aptarti toliau. Cia aprasyti
tyrimai buvo atlikti naudojant specialistams Zinomg standarting technologija.
| Taigi, buvo parodyta, kad pareiskéjy antikiinai slopina bezdzioniy
humoralinj imuninj atsaka. Be to, du artimi anti-pelés CD40 mAb (7E1) izotipo
variantai parodé imunosupresinj aktyvuma eiléje zmogaus ligy priesklinikiniy
modeliy. Bendrai paémus, $ie duomenys rodo, kad chi220, F4 ir L3.17 yra
tinkami klinikiniam vartojimui gydant autoimunines ligas ir transplantacijoje.

Toliau duodami pavyzdZiai yra skirti vien tik iliustracijos tikslams, ir jie

neapriboja pareiskejy isradimo, kurio ribas nustato tik iSradimo apibreztis.
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1 pavyzdys
Pelés anti-zmogaus CD40 antikino pasirinkimas

A. ISskyrimas ir charakterizavimas in vivo

Panaudojant standartine hibridomy technologija su Zmogaus CD40
~ sulietu baltymu kaip imunogenu buvo generuotas monokloniniy antikiny
rinkinys. Buvo atrinkti antiklinai pagal susiriSimg su CD40, panaudojant ir
CD40" lasteliy linijg ir sulietus baltymus. Klonuotiems antikinams apibadinti
buvo naudojami gp39 susijungimo su CD40 testai ir stimuliavimo per CD40
funkciniai testai. Atrinkti antikinai po to buvo charakterizuoti pagal
krosreaktingumg su primaty lgstelémis, norint nustatyti antikGiny, tinkamumg

naudojimui primaty priesklinikiniuose modeliuose.
1. Imunizavimas ir suligjimas

Norint generuoti anti-Zmogaus CD40 mAb gaminancias hibridomas,
buvo atlikti du suliejimai. Imunizavimai imuniniy limfocity generavimui buvo
atliekami imant 6-8 savaiCiy amziaus BALB/c peliy pateles, imunogenu
naudojant rekombinantinj sulietg baltymag, susidedantj iS§ Zmogaus CD40
ekstralgstelinés srities, prijungtos prie $arnyro — peles IgG2b antikino CH2 ir
CH3 sriciy (hCD40-mD2b). |

Suliejimui 40-1 pelé i$ pradziy buvo imunizuojama, suleidziant po oda
3-4 vietose 30 pg hCD40-mG2b emulsijg pilname Froindo adjuvante (i$ viso
200 pl). Gyvuliukas buvo panaSiai paveiktas 21-g dieng hCD40-mG2b
nepilname Froindo adjuvante, po to 37-3 dieng gavo galuting pries suliej‘ima‘
vykdomg imunizacijg, suleidziant | veng 30 pg hCD40-mG2p PBS.
Imunizavimai suliejimui 40-2 buvo atliekami panasSiai, iSskyrus tai, kad
Froindo adjuvantas buvo pakeistas Ribi adjuvantu (R-730). Pakartotinés
imunizacijos buvo atliekamos 21-g ir 42-g dieng, o galutiné prie$-suliejimo

imunizacija - 58-g diena.
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Praéjus 3 dienoms po paskutinés reimunizacijos injekcijos, buvo paimti
leukocitai i$ bluznies ir limfmazgiy ir sulieti 3:1 santykiu su X63-Ad8.653
pelés mielomos I[gstelémis, naudojant standartinius metodus (Kearney et al,,
J. Immunol. (1979) 123:1548-50; Lane, J. Immunol. (1985) 81:223-28).
Kiekvieno suliejimo Igsteliy suspensijos buvo supilstytos | 96 duobuciy
lasteliy auginimo ploksteles, gaunant mazdaug 170000 Igsteliy (pries-

suliejimo) duobutei tankj.
2. Atrinkimas ir klonavimas

Norint identifikuoti mAb, turinCius specifiSkumg natyviam Zzmogaus
CD40, buvo naudoti du bandymo tipai. IS pradziy buvo atrinkti Igsteliy
kultdros nuopilai i$ visy duobuciy, nustatant jy sugebéjimg susiristi su CD40
teigiama, EBV transformuota Zmogaus B lIasteliy linijja (1A2-2C) ELISA
paremtame variante. Po to kiekvienas nuopilas buvo tirtas ELISA paremtame
variante, nustatant jo sugebejimg reaguoti su isgrynintu rekombinantiniu
sulietu baltymu, susidedanciu i§ Zmogaus CD40 ekstralgstelinés dalies,
sulietos su $arnyru (Zmogaus IgG1 antikiino CH2 ir CH3 sritimis) - hCD40-Ig -
ir su panasiai sukonstruotu neturinCiu nieko bendro su zmogaus Ig sulietu
baltymu - Leu8-hlg (Hollenbaugh, et al., EMBO J. (1992) 11:4313-4321).
Sugebéjimas reaguoti su pirmuoju, o ne su antruoju sulietu baltymu, pridéjus
lasteliy surisimo duomenis, leido nustatyti specifinio natyviam CD40 antikGno
buvimg mazdaug 200 Seimininko duobuciy.

Svarbiausia norimo anti-CD40 mAb savybé yra jo sugebgjimas visiskai
blokuoti CD40 ir jo ligando (gp39) saveikg. Taigi, kaip sekantis antikino
parinkimo Zingsnis, buvo nustatomas visy CD40 specifiniy Seimininko
duobuciy nuopily sugebéjimas inhibuoti tirpaus rekombinantinio pelés CD8-
Zmogaus gp39 sulieto baltymo (sgp39) susijungima su imobilizuotu hCD40-Ig
ELISA paremtame variante. Tie nuopilai, kurie pilnai inhibavo Sig saveikg,
buvo po to titruoti tame pacCiame variante, nustatant kuri duobuté turi
didZiausig antikdno inhibavimo titra. Pagal Sios analizés duomenis klonavimui

buvo parinkta 10 stipriausiai inhibuojanciy Seimininko duobuciu. N
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Reikiamg antiking sekretuojanciy lgsteliy kionavimas buvo vykdomas
dviem stadijomis. Lastelés i$ kiekvienos Seimininko duobutés i$§ pradziy buvo
“miniklonuotos”, imant 10 Igsteliy/ducbutei pasélio tankj, po to didziausig titrg
turinti  CD40-specifinio “miniklono” duobuté buvo formaliai klonuota

limituojanciy skiedimy metodu.
' 3. Tolesnis charakterizavimas

Tolesniam antiktny charakterizavimui buvo naudoti Ses8i bandymy
tipai. Tai buvo sgp39 prisijungimo prie zmogaus B Igsteliy inhibavimas, B
‘lgsteliy  proliferacijos, sukeltos spg39 plius anti-IgM, inhibavimas,
aktyvuotomis T lgstelémis indukuoty B Iasteliy sukeltos antikiiny sintezés
inhibavimas in vitro, tiesiogine B Igsteliy kostimuliacija anti-igM, B Igsteliy
kostimuliacija anti-IgM, esant kryZmiSkai sujungianciam anti-kapa lengvosios
grandines antikinui, ir B Igsteliy kostimuliacija anti-IlgM, esant antrajam anti-
CD40 mAb — G28-5. Zinoma, kad Sis mAb pasizymi stipriu-kostimuliaciniu
aktyvumu ir jis nepilnai blokuoja CD40/gp39 sqveikq. Jis buvo panaudotas
daugelyje Siy bandymy palyginimo tikslams.

Si analizé leido atrinkti keturis mAb: 1.66 (IgG2b), 2.36 (IgG2a), 2.174
(igG1) ir 2.220 (1gG2a). Buvo atlikti bandymai mAb charakterizuoti. Viename
eksperimente Igstelés i5 Zmogaus B Igsteliy Raji linijos buvo inkubuotos su 2
arba 20 ug/ml jvairiy anti-CD40 mAb, o po to atliktas antras inkubavimas
neskiestame COS lIgsteliy nuopile, turinCiame mCD8-gp39 sulieto baltymo
(sgp39). Suristas sgp39 buvo nustatytas toliau inkubuojant Igsteles su FITC
zymétu anti-mCD8 mAb ir analizuojant lgsteles FACScan. Procentiné
inhibicija buvo apskai€iuota padalinant inkubuoty su antikinu méginiy
viduting fluorescencijg i$ pirmojo inkubavimo meéginiy be antikino vidutinés
fluorescencijos (fig. 1). |

Kaip parodyta fig.1, kiekvienas i$ Siy keturiy mAb galéjo pilnai inhibuoti
sgp39 sulieto baltymo prisijungimg prie zmogaus B Igsteliy linijos,
ekspresuojancios didelius kiekius CD40, nors 2174 atveju pilnai blokadai

reikia daug antikino. Panasdis rezultatai buvo gauti naudojant Zmogaus
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tonzilines B lasteles. Sie duomenys buvo lygiagretis pagal du funkcinius
testus. Pirmiausia, buvo parodyta, kad kiekvienas mAb galéjo pilnai blokuoti
sgp39 tarpininkaujamg zmogaus tbnziliniq B lIagsteliy kostimuliavima. Antra,
kiekvienas i$ jy aiSkiai inhibavo IgG ir IgM produkcijg nuo T lIagsteliy
priklausoma B Igsteliy antikliny in vitro sintezés teste.

Trys i§ $iy keturiy antikGny parodé ribotg sugebéjimg kostimuliuoti B
lasteliy proliferacijg esant anti-lgM. Mab 2.220 turgjo labiausiai iSreikstg
sugebeéjimg indukuoti silpng kostimuliacinj aktyvuma. Pridéjus anti-kapa
lengvosios grandinés antikiino, naudojamo kryzmiskai sujungti Siuos anti-
CD40 mADb, 2.36 jgavo zymy kostimuliacinj aktyvuma, tuo tarpu kai kity trijy
antikiny aktyvumas buvo nepaveiktas. Buvo parodyta, kad G28-5
kostimuliaciné geba, kai jis suporuojamas derinyje su kiekvienu i$ Siy keturiy
naujujy antikiny, yra moduliuojama skirtingai. Mab 1.66 ir ypatingai 2.174
stiprina G28-5 kostimuliacijg, tuo tarpu kai 2.220 ir 2.36 - ja silpnina.

Atlikus atranka, paremtg Zmogaus sistemy jvertinimu in vitro, Siy
keturiy anti-CD40 mAb tinkamumas buvo toliau tiriamas in vivo, jvertinant juos
tyrimuose su primatais (ne Zmonémis). Du pagrindiniai analizés klausimai
buvo: kiekvieno i$ jy prisijungimo prie primaty B Igsteliy santykinis stiprumas
ir nuo T lgsteliy priklausomos B Igsteliy antikliny sintezés slopinimas in vitro.
Buvo rasta, kad visi keturi mAb kryimiékai susijungé su SunbezdzZionés
makakos (Macaca fascicularis) B lastelémis. 2.36 ir 2.220 jungési smarkiau
nei 2.174 ir 1.66. Zemesnis stebimas 2.174 ir 1.66 mAb susijungimas buvo ne
del jy skirtingy izotipy, kadangi kitg izotipg atitinkantys anti-CD40 mAb rodé
suri§imo lygius, artimus 2.36 ir 2.220 (pvz. 628-5 ir 2.118). Sie rezultatai
priestaravo rezultatams, gautiems su Zmogaus B Igstelémis, kur kiekvienas i$
$iy mAb parodé panasy suri$ima. Buvo rasta, kad Siy keturiy mAb bezdzioniy
B lasteliy vykdomos antikiny sintezés slopinimo geba yra lygiagreti

susijungimo gebai.

B. Charakterizavimas in vivo

Norint jvertinti anti-CD40 kaip imunosupresinio agento tinkamuma ir

parinkti atitinkamg antik(ing tolesniems tyrimams, buvo atlikti du bandymai su
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primatais (ne zmonémis), naudojant pelés anti-Zzmogaus CD40 mAb.
Pirmiausia buvo palygintas Siy keturiy atrinkty anti-CD40 mAb in vivo
klirensas ir Gmus toksiskumas. Sie rezultatai buvo panaudoti dviem
antikGnams — 2.36 ir 2.220 - atrinkti, kurie po to buvo tirti antrajame
bandyme, skirtame antikino atsako | T-priklausantj antigeng inhibicijos

efektyvumo ir Gmaus toksiskumo jvertinimui.
2.36 ir 2.220 veiksmingumo primatams tyrimas

Remiantis ankstesniais duomenimis, buvo nustatytas 2.36 ir 2.220
mAb sugebéjimas slopinti T-priklausoma antikininj atsakg po intraveninio
jvedimo $unbeZdzioneéms. Sis tyrimas buvo padalintas j tris fazes (fig.2). |
fazéje keturios grupeés, susidedancios i 1 arba 2 Sunbezdzioniy patiny ir 2
pateliy, buvo imunizuojamos 1-g dieng kiekvienai bezdzionei suleidziant |
veng avies eritrocity (SRBC), po to1-ag, 3-g ir 5-g dieng veikiama 20 mg/kg
mAb 2.36, 2.220, 1.106 (IlgG1 pelés anti-zmogaus gp39, teigiama kontrole)
arba L6 (lgG2a pelés anti-zmogaus auglio antigenas, neigiama kontrole).
Buvo nustatoma IgM ir IgG titrai SRBC imunogenui, tiriamujy ir kontroliniy
agenty kiekiai serume, anti-testiniy ir kontroliniy agenty antikiny buvimas,
imunoglobuliny  kiekiai serume, periferinio kraujo leukocity skai€ius ir
periferinio kraujo limfocity jvairiy subpopuliacijy daznis. [l fazéje, kai
kontroliniai ir tiriamieji agentai pasidalino i$ organizmo, gyvinai buvo
imunizuoti SRBC ir antruoju antigenu — sraigés limfos hemocianinu (KLH) -
imunologines tolerancijos indukcijos ir stebétos imunosupresijos jvertinimui.
lll fazéje parinkti gyvanai buvo vél imunizuoti, norint nustatyti, ar i$ pradziy
nuslopintas anti-SRBC antikino atsakas vel atsirado po papildomo i§Saukimo
SRBC, ir norint jvertinti antrinj antikGno atsakg j KLH.

Buvo atliktas bandymas, norint parodyti, kad mAb 2.220 zymiai slopina
pirmihl antikino atsakg | SRBC (fig.3). Bezdzionés buvo veikiamos 20 mg/kg
vieno i§ 1.106, L6, 2.36 arba 2.220 mADb lje fazéje 1-g, 3-g ir 5-g diena.
Bezdzionés buvo imunizuojamos SRBC 1-g I, Il ir lil fazés dieng. Fig.3a
parodyti serumo meéginiy rezultatai, kuriuose buvo nustatomi IgM anti-SRBC

antiktnai; fig. 3b parodyti serumo meéginiy rezuitatai, kuriuose buvo nustatomi
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IgG anti-SRBC antikinai. Duomenys buvo isreiksti anti-SRBC titro
geometriniu vidurkiu kiekvienai grupei (n=3 arba 4).

Maksimalus pirminis atsakas buvo inhibuotas 85 % ir 98 % atitinkamai
IgM ir IgG. Po mAb 2.220 pasisalinimo i§ serumo Zemiau nustatomy kiekiy,
maksimalus antrinis atsakas | SRBC dar buvo inhibuotas 79 % ir 56 %
atitinkamai IgM ir IgG, lyginant su neigiamos kontroles atsaku | fazeje.
Priesingai, teigiamos kontrolés (mAb 1.106) atveju buvo stebeétas stiprus
antrinis antikino atsakas | SRBC. Tretinis atsakas | SRBC nebuvo
inhibuojamas, kas rodo, kad mAb 2220 indukuoja ilgai trunkandig
imunosupresija, bet ne imunologine tolerancija. Visi KLH imunizuoti gyvinai
dave pirminj ir antrinj anti-KLH atsaka, kas duoda pagrindo teigti, kad Si
imunosupresija yra griztama. Gyvanai, paveikti 2.36, nebuvo tiriami Ilje
fazéje, kadangi zymios inhibicijos nebuvo stebéta I-je tyrimo stadijoje.

Vidutinés didziausios koncentracijos serume, atsirandancios tuoj pat
po paskutinés dozes, buvo 744 ir 405 pg/ml atitinkamai 2.220 ir 2.36 mAD.
Mab 2.36 i§ serumo pasi3alino iki mazesniy nei nustatomi lygiy 15-g diena,
tuo tarpu kai mAb 2.220 tik 29-3 diena. Abu mAb (2.36 ir 2.220) buvo
imunogeniniai.

Su vaistais susijusiy klinikiniy pastebéjimy, kiino masés arba maisto
sunaudojimo poky&iy arba hematologijos bei Ig kiekio serume pokyCiy
nepastebéta nei vienam gyvinui. Vienintelis su vaistais susijes pastebétas
duomuo buvo trumpalaikiai 70 % ir 43 % periferiniy B Igsteliy procentinio
kiekio sumazéjimai atitinkamai 2.36 ir 2.220 mAb. B lasteles atsistété iki
normalaus lygio per 2-3 savaites po gydymo.

Reziumuojant galima pasakyti, kad mAb 2200 Zymiai slopino
antikininj atsaka | SRBC, o 2.36 — neslopino. Nors mAb 2.200 sukéle
ilgalaike antigenui specifing imunosupresija, ji buvo griztama. Remiantis Siais

duomenimis, mAb 2.200 buvo pasirinktas tolesniam tyrimui.

2 pavyzdys
Chimerinio antikiino chi220 gavimas
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Norint nukreipti pelés anti-2mogaus mAb 2.220 imunogeniSkuma, buvor
generuotos rekombinantinés formos, kuriose kintamosios sritys buvo
prijungtos prie zmogaus pastoviyjy sriciy, ir palygintas jy veiksmingumas in
vitro. Dvi naudotos strategijos buvo: chimerinio antikino, turinéio nepakeistas
pelés kintamgsias sritis, gavimas ir humanizuotos formos, kuriose pelés
hiperkintamosios sritys (CDR) yra jjungtos j Zmogaus karkasines sekas su
kintamomis  sritimis. Chimeriniai antikinai i$laiko pradinio antikino
antigenines prisijungimo savybes, bet gali turéti didesne tikimybe bdti
imunogeniniais. Humanizuoti antiknai turi maZesng tikimybe bati
imunogeniniais, bet humanizacijoje gautos mutacijos gali veikti antigeno

prijungima.

A. Chimeriniy_ir humanizuoty antikiiny konstravimas ir charakterizavimas

in vitro

PCR badu buvo gautos VL ir VH sritys i$ anti-CD40 mAb 2.220. kDNR
buvo gauta i§ RNR, iSskirtos i§ hibridomos, ekspresuojant 2.220 mAb,
naudojant IgG1-specifinj arba Cx-specifinj antiprasminj pradmenj atitinkamai
VH ir VL sritims gauti. Prie $iy viengrandZiy kDNR buvo pridéta poli-G
uodega. Po to kintamosios sritys buvo amplifikuotos PCR biidu, prasminiu
pradmeniu nauddjant oligonukleotida, turintj poli-C seka, komplementarig
poli-G uodegai, ir jstatytg rinkinj antiprasminiy pradmeny. Po to gautas PCR
produktas buvo jterptas j bakterinj vektoriy, naudojant | pradmenis jjungtas
restrikcijos vietas. Po to buvo nustatytos jvairiarGsiy klony sekos,
panaudojant dideoksinukleotidinj sekvenavima. Buvo atlikti du nepriklausomi
bandymai, pradedant nuo RNR stadijos, ir gautos sekos buvo tokios pacios.

Norint gauti chimering antikino formg, kintamosios sritys buvo
amplifikuotos PCR bildu naudojant pradmenis, kurie jvedé seka, koduojanéig
Zmogaus antiklino signaling seka, artimiausiai atitinkancia 2.220 seka, kaip
parodyta 4 fig. Pabrauktos lengvosios grandinés kintamosios sekos (fig.4a) ir
sunkiosios grandinés kintamosios sekos (fig.4b) dalys reiSkia Zmogaus

antiklGno su artimiausia homologija pelés 2.220 jterptas signalines sekas. Sie
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PRC produktai buvo jterpti | vektoriy, turintj sekas, koduojancias pastoviagsias
Zmogaus kapa arba Zmogaus y1 sritis, norint generuoti atitinkamai pilng
lengvaja arba sunkigjg grandines. Vektoriuose taip pat buvo atitinkami
atsparumo vaistui genai stabiliy baltyma ekspresuojanciy linijy generavimui ir
amplifikavimui. Baltymas pradiniam charakterizavimui buvo pagamintas
pereinamosios ekspresijos i§ COS lIgsteliy badu, po to baltymas A buvo
gryninamas. '

Kaip pavyzdys, chimerinj antiking produkuojanciy Igsteliy linija buvo
generuota kotransfekuojant CHO DG44 lgsteles atskirais ekspresijos
vektoriais sunkiajai ir lengvajai chimerinio antikino grandinei, o kointegracijos
skatinimui buvo naudotas didelio kopijy skaiciaus elektroporacijos metodas.
(Zr. U.S. Patent 4,956,288). Chi220 sunkioji ir lengvoji grandinés buvo
iklonuotos | atitinkamai pD17 ir pD16 ekspresijos vektorius. Abu vektoriai
buvo pagaminti i$ In Vitrogen plazmidés pcDNA3 ir turéjo tokias ypatybes
(fig.12): (1) atsparumo neomicinui genas pcDNA3 buvo pakeistas pelés
dihidrofolato reduktazés (DHFR) genu kontroliuojant nestiprinanéiu SV40
promotoriumi (kuris dar vadinamas “susilpnintas DHFR”; atkreipkite démes;,
kad tik promotorius yra susilpnintas, o ne DHFR fermentas — nestiprinantis
promotorius dar turi SV40 replikacijos pradzia, taigi Sie vektoriai gali buti
naudojami pereinamose COS transfekcijose); (2) dominantis genas yra
ekspresuojamas i§ CMV promotoriaus, o poliadenilinimo signalas yra i$ jaucio
augimo hormono geno; (3) dominanéio geno ekspresijos kaseté yra flankuota
transkripcijos baigmés sekomis (t.y. 5 prie promotoriaus ir 3' prie poli A
vietos); (4) vektoriai turi dvi atskiras restrikcijos vietos polijunges - vieng 3’
nuo promotoriaus dominancio geno klonavimui ir vieng ' nuo promotoriaus
vektoriaus iStiesinimui prie§ transfekcijg; ir (5) atsparumo ampicilinui genas ir
ColE1 kilmeés plazmidei dauginti E. coli.

Naudoti sunkiosios ir lengvosios grandinés genai buvo genomines
konstrukcijos, turinéios tokias modifikacijas: (1) sunkiosios grandinés signalinj
peptidg koduojancios sekos, kintamoji sritis ir CH1 sritis buvo gretimos (t.y.
nebuvo introny); ir (2) lengvosios grandinés signalinj peptida ir kintamaja srit

koduojancios sekos buvo gretimos. N
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Siame isradime nagrinéjami ir kiti specialistams Zinomi vektoriai,
galintys ekspresuoti $io iSradimo chimerinj antiking, Nukleoragsties seka,
tinkanti ékspresijos vektoriui, galiniam ekspresuoti §io iSradimo chimerinio
antiklino sunkigjg grandine, yra parodyta fig.13; nukleoriigsties seka, tinkanti
ekspresijos vektoriui, galinéiam ekspresuoti §io iSradimo chimerinio antikino
lengvajg granding, yra parodyta fig.14. \

Pilna Sio chimerinio antikino (“chi220”) sunkiosios ir lengvosios
grandiniy, jskaitant kintamajg ir pastoviajg sritis, aminortgséiy seka yra tokia
(pary_ékintos aminorugstys rodo kintamajg sunkigjg ir kintamajg lengvajg
grandines):

Sunkiosios grandinés seka (SEQ ID NO:3)

QIQLVQSGPE LKKPGETVRI SCKASGYAFT TTGMQWVQEM PGKGLKWIGW 50
INTHSGVPKY VEDFKGRFAF SLETSANTAY LQISNLKNED TATYFCVRSG 100
NGNYDLAYFA YWGQGTLVTV SAASTKGPSV FPLAPSSKST SGGTAALGCL 150
VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSSLGT 200
QTYICNVNHK PSNTKVDKKV EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP 250
KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ 300
YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE 350
PQVYTLPPSR DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWENG QPENNYKTTP 400

PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP 450
GK 452

Lengvosios grandinés seka (SEQ ID NO:4)

DIVLTQSPAT LSVTPGDRVS LSCRASQSIS DYLHWYQQKS HESPRLLIKY 50
ASHSISGIPS RFSGSGSGSD FTLSINSVEP EDVGIYYCQH GHSFPWTEGG 100
GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV 150
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG 200
LSSPVTKSFN RGEC 214

Buvo generuota keletas humanizuoty 220 formy. Sis procesas apima
pelés ir zmogaus embrioniniy seky su artimiausia homologija VH ir VL sritims
identifikavimu. Pelés embrioninés sekos buvo naudotos somatiniy mutacijy,
kurios atsirado afininio brandinimo proceso metu, panasiy padeéiy

identifikavimui. Po to kaip matrica buvo naudotos Zmogaus sekos, ir sekos
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sritys, kurios yra Zinomos arba jtariamos kaip esancios svarbios surisimo
specifiskumui, yra pakeiiamos Zmogaus sekose ir VH, ir VL. Po to Siy seky
struktdros buvo modeliuojamos naudojant matrica artimiausios homologijos
baltyma, kurio kristalo struktira buvo nustatyta. Humanizuotas formas
koduojangios plazmidés buvo generuojamos, naudojant PCR kryptingg
mutageneze, ir naudojamos generuoti antikiinui pereinamos ekspresijos iS
COS lasteliy badu. /n vitro testai buvo atliekami su $io iSradimo chimeriniais ir
humanizuotais antikiinais, ir rezultatai yra pavaizduoti fig.5. Fig.5a rodo
suri§imo bandymo rezultatus, tiriant chi220 ir h220v3 surisimg su hCD40-
mG2b ELISA paremtame teste. Immulon-2 ploksteliy duobutés buvo
padengtos hCD40-mG2b, imant 10 ng/ml koncentracijg PBS ir laikant 2 val.
Duobutés buvo blokuotos Specimen Diluent'u (Genetic Systems) ir pridedama
nurodyty koncentracijy antikiny. Po 1 val. inkubavimo duobutés buvo
perplautos ir antikino buvimas nustatytas naudojant peroksidazes - ozkos
anti-zmogaus IgG antikano konjugata. H220v3 yra humanizuota mAb 2.220
forma. Reikémeés yra dviejy duobuciy reikSmiy vidurkiai, o paklaidy atzymos
atitinka standartinj nukrypima. _

Fig.5b parodyti sgp39-tarpininkaujamos Zmogaus B Iasteliy
kostimuliacijos anti-Zmogaus CD40 mAb inhibavimo tyrimo bandymo
rezultatai. Ramybés bisenoje esancios Zmogaus tonzilinés B Igsteles (50000
Iasteliy/duobutei) buvo inkubuojamos su sgp39 sulietu baltymu, 20 pg/mi
triugio anti-mogaus IgM padengty imunogranuliy ir su nurodyty
koncentracijy anti-CD40 mAb arba tik terpe kontrolei 96 duobudiy
plokstelése. Praéjus 72 valandoms po auginimo pradzios, visos duobutes
buvo apspinduliuotos 1 pCi/duobutei [PH]timidino ir lastelés auginamos dar 18
val. Po to lIastelés surenkamos, o |siterpes [PHitimidinas i$matuojamas
scintiliacijos skaiciuokliu.

Remiantis $iais in vitro tyrimais (fig.5a ir 5b, kuriose parodyta, kad ir
chimerinis, ir humanizuotas antikiinas efektyviai risasi su CD40 ir inhibuoja B
lgsteliy stimuliavima), tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas chimerinis
antikiinas.

3 pavyzdys .
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Chi220 veiksmingumas

A Chimerinis _mAb _2.220: vienkartinés dozés efektyvumo tyrimas

bandyme su primatais (ne zmonémis)

Buvo jvertintas chi220 sugebéjimas slopinti pirminj ir antrinj humoralinj
imuninj atsakg | T Iastelems priklausanCius antigenus bandyme su
Sunbezdzionémis. Viename bandyme keturiy bezdZioniy grupé buvo
imunizuota avies eritrocitais (SRBC) ir gavo antrine imunizacijg ovalbuminu
(OVA) prie$ pat gaunant intravening vienkarting arba chi220 10, 40 arba 100
mg/kg doze, arba kaip kontrole sterilaus fosfatinio buferio su NaCl (PBS)
doze. Visos trys dozés davé zymy pirminio humoralinio imuninio atsako j
SRBC slopinimg, rodantj chi220 veiksmingumg primatuose. Visose chi220
paveiktose bezdzionése buvo stebéta nuo dozés priklausanti periferinio
kraujo B lgsteliy kiekio sumazéjimas, o jy atsistatymo laikas taip pat priklause
nuo dozés. Esant dviems auk$Ciausioms dozéms, buvo stebétas trumpalaikis
nedidelis periferinio kraujo T Iasteliy vidutinio absoliutinio skaiiaus
sumazéjimas grupéje. Buvo stebéti trumpalaikiai minimalds IgM kiekio
serume sumazéjimai, o susijusiy su vaistu IgG arba IgA kiekiy pokycCiy
serume pastebéta nebuvo.

Norint jvertinti imunologinés tolerancijos indukcijg ir imunosupresinio
aktyvumo griztamuma, visos bezdzionés buvo imunizuojamos OVA, SRBC ir
neoantigenu — sraigés limfos hemocianinu (KLH) — 149-g dieng, kai chi220
kiekis 100 mg/kg grupéje buvo zemiau kiekio, kuris yra laikomas
imunosupresiniu (~ 10 ug/ml), o periferinio kraujo B Igsteliy skaiius sugrjzo |
pries vaisto jvedima buvusj lygj. Anti-SRBC atsakas, esant maziausiai dozei,
buvo paprastai panaSus | pirminj anti-SRBC antiklno atsakg kontrolinese
bezdzionése. Taciau antikiino atsakas | SRBC buvo dar dalinai arba gana
nemazai nuslopintas bezdzionése, gavusiose dvi aukstesnes dozes.

Norint daugiau istirti imunosupresijos ir B lasteliy kiekio sumazéjimo
prikilausomybe nuo dozés, buvo atliktas antras bandymas, kuriame kitos

bezdzionés (keturios bezdzionés grupéje) buvo imunizuotos SRBC, po to
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gavo vienkarting 0,1 arba 1,0 mg/kg chi220 doze, arba PBS. Abiems dozéms
buvo stebéta antikiininio atsako | SRBC suboptimali imunosupresija.
Bezdzionese, gavusiose 1,0 mg/kg chi220, buvo stebétas vidutinio lygio
periferinio kraujo B Iasteliy skaiCiaus sumazéjimas, kuris atsistaté 29-g diena,
Imant 0,1 mg/kg doze, buvo stebétas periferinio kraujo B Igsteliy skaiciaus ir
procentinio kiekio sumazéjimas, taciau reikSmés neiSejo iS normaliy istoriniy
B Igsteliy procentiniy riby. Absoliutaus periferinio kraujo B Igsteliy skaiCiaus
istorinés ribos nustatytos nebuvo. Trumpalaikis minimalus periferinio kraujo T
lasteliy skaiGiaus sumazéjimas ir nedidelis ex vivo T lgsteliy proliferacijos
sumazéjimas buvo stebétas bezdZionéms, kurios gavo 1 mg/kg chi220.
Pagaliau, nebuvo nustatyta komplementinio aktyvavimo arba susijusiy su
vaistu IL-6 arba TNFa kiekio poky&iy serume. Ex vivo T Igsteliy aktyvavimas,
komplementinis aktyvavimas ir citokino kiekiai serume nebuvo tirti
bezdzionése, gavusiose 10, 40 arba 100 mg/kg chi220.

Abiejuose bandymuose buvo tiriami serumo meginiai po chi220
jvedimo, nustatant tiriamojo agento cirkuliuojancius kiekius ir tiriant antikno
prie§ tiriamajj agentg susidaryma. Farmakokinetiné analizé. parode, kad
vidutiné didzZiausia chi 220 koncentracija serume (Cmax) nedidéja
proporcingu dozés inkrementui bGdu, ir kad chi220 puslaikis pailgéja, kai
padidinama jvesta dozé. Buvo rasta, kad chi220 yra imunogeninis, kai jo
jvedama 0,1, 1 arba 10 mg/kg. Kai cirkuliuojanCios koncentracijos yra
didesnés nei 10ug/ml, pasirodo, kad chi220 gali slopinti nukreiptg pries jj

antikGninj atsaka.

1. Eksperimento metodika

Auk$éiau minétame pradiniame tyrime SunbeZdZionés buvo
suskirstytos | keturias grupes, susidedancias i§ dvieju patinéliy ir dviejy
pateliy kiekvienoje grupéje. Visos bezdzionés buvo imunizuotos pries 28
dienas nuo chi220 arba kontrolinio agento jvedimo OVA (5 mg/kg, im ir 10
mg/kg, sc). Pirmg dieng visos bezdzionés buvo imunizuotos SRBC (10 %

suspensijos 1,7 ml/kg, iv) ir gavo antrine imunizacijg OVA (5 mg/kg, im ir 10
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mg/kg, sc) prie$ pat 10, 40 arba 100 mg/kg chi220 arba sterilaus PBS kaip
kontrolés vienkartinés intraveninés dozés jvedima. 149-g dieng, kai chi220
kiekis serume nukrito Zemiau visuotinai priimty imunosupresiniy lygiy (~10
ug/ml), o periferinio kraujo B Igsteliy kiekiai sugrizo | pradinj lygj visose
grupése, bezdZionés buvo imunizuojamos OVA, SRBC ir KLH (10
mg/gyvanui, im). KLH imunizavimo tikslas buvo parodyti, kad bezdzionés gali
duoti imuninj atsaka j neoantigeng po to, kai jos buvo paveiktos chi220.

Norint pademonstruoti geresnj dozés atsakg imunosupresijos ir
periferinio kraujo B lasteliy kiekio sumazéjimo atzvilgiu, antrajame tyrime kitos
bezdzionés (po dvi vienos lyties grupéje) buvo imunizuotos SRBC, o po to 1-
g dieng gavo vienkarting arba 0,1, arba 1,0 mg/kg chi220 doze, arba PBS
kaip kontrole. Pasirinktuose laiko taskuose abiejy eksperimenty metu buvo
kontroliucjami hematologiniai parametrai ir periferinio kraujo limfocity
subpopuliacijos. Serumo  cheminiai parametrai buvo nustatinéjami
bezdzionems, gavusioms 10, 40 arba 100 mg/kg chi220, ir nebuvo
nustatingjami esant 0,1 ir 1 mg/kg dozéms, nes didesniy doziy atveju nebuvo
stebéta su vaistais susijusiy poky¢iy. Be to, buvo matuojami IgM, IgG, IgA ir
chi220 kiekiai serume. Veiksmingumo nustatymui specifiniy IgM ir 1gG
antikany susidarymas prie§ SRBC ir OVA imunogenus buvo nustatytas
atitinkamuose serumo meéginiuose, paimtuose prie$ pat imunogeno jvedima ir
kas savaite po to. Specifiniy IgM ir IgG antikiny susidarymas pries
tiriamuosius agentus bezdzionése, kurios gavo chi220, buvo nustatytas pries
tiriamojo agento jvedima 1-g diena ir kas savaite po to. Antikiiny atsaky tarp
grupiy palyginimui buvo naudotas geometrinis titry vidurkis. Be to, buvo
matuotas bendras hemolitinis komplementinis aktyvumas (CHso) ir C4d
fragmento kiekiai, o TNF-a ir IL-6 kiekiai buvo nustatyti bezdzionése, kurios
gavo 0,1 arba 1 mglkg‘ chi220 pasirinktuose laiko taskuose po chi220
jvedimo. Taip pat buvo nustatomas periferinio kraujo T Iasteliy aktyvavimas
ex vivo po stirhuliavimo konkaValinu A bezdzionése, gavusiose 0,1 ir 1 mg/mi
chi220 17-g ir 31-g diena, norint jvertinti chi220 efektus | T lasteliy

sugebejimg atsakyti | mitogena. Be to, visos bezdzionés kasdien buvo
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stebimos, ar neatsirado klinikiniy toksiSkumo pozymiy, kas savaite
matuojamas kano svoris, 0 maisto sunaudojimas nustatomas kasdien.

Prie$ gaunant tirpiklj arba 10, 40 arba 100 mg/kg chi220 (fig.6a), arba
0.1 arba 1 mg/kg chi220 (fig.6b), bezdzionés buvo imunizuojamos SRBC 1-g
dieng. Serumo meéginiai buvo analizuojami nustatnt IgM anti-SRBC antikinus
ELISA. Duomenys isreiksti anti-SRBC antikiino galinio tasko titro (EPT)
geometriniu vidurkiu kiekvienai grupei (n=2 [100 mg/kg grupé po 15-0s
dienos] arba 4), kur EPT yra ekvivalentiskas didziausio serumo praskiedimo,
turincio didesne sugertj nei dviguba vidutiné ploksteles foniné sugertis,

atvirkstiniam dydziui.
2. Rezultatai

a. Anti-SRBC antikininis atsakas

Chi220, jvestas bezdzionéms 10, 40 arba 100 mg/kg dozémis,
efektyviai slopino pirminj antiktininj atsakg | SRBC. Pirminio IgM anti-SRBC
antikdininio atsako kontrolés didziausios reikSmeés dieng (8 diena), vidutinis
pirminis IgM anti-SRBC antikdninis atsakas buvo nuslopintas mazdaug 92-94
% bezdzionese, paveiktose 10, 40 ir 100 mg/kg chi220, lyginant su
kontrolemis (fig.6a). Grupés vidutinis IgM anti-SRBC antikGninis atsakas
netapo teigiamu iki 85-os dienos, esant 10, 40 arba 100 mg/kg dozéms.
Pirminio IgG anti-SRBC antiklninio atsako kontrolés didziausios reikSmés
dieng (15 diena), vidutinis pirminis IgG anti-SRBC antiktninis atsakas buvo
nuslopintas 98 %, 99 % ir 85 % bezdzionése, kurios gavo atitinkamai 10, 40 ir
100 mg/kg chi220, lyginant su kontrolémis (fig.7a). Didesni bendri pries
dozés gavimg anti-SRBC antiktiny titrai 100 mg/kg grupéje gali paaiskinti
stebimg imunosupresijos nepriklausomybe nuo dozés. Bendrai imant,
bezdzionés, paveiktos 10 arba 100 mg/kg chi220, nerodé pirminio IgG anti-
SRBC antikiininio atsako 85-g dieng. Taciau dvi i$ paveikty 40 mg/kg chi220
bezdzioniy turéjo uzdelstg pirminj IgG antikGninj atsakg | SRBC (jo dydis
buvo panasus j kontrolinj), kuris pasidaré teigiamu 36-g dieng ir pasieké

maksimuma 51-g diena. N
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149-3 diena, kai chi220 kiekiai serume nukrito Zemiau pripazinty
imunosupresiniy kiekiy (~10 ug/ml), o periferinio kraujo B Iasteliy kiekiai grizo
i prie$ dozés jvedima buvusj lygj, bezdZionés buvo imunizuotos antrg kartg,
SRBC. Kaip ir buvo laukta, kontrolinés bezdzionés rodeé stipry antrinj 19G
antikaninj atsakg | SRBC. BezdZioneés, paveiktos 10 mg/kg chi220, rodé
pirminj IgM ir IgG antikaninj atsakus | SRBC, kurie buvo iS esmeés panasus |
pirminj antikGininj ataskg kontrolinése = bezdzionese. Tacgiau antikGninis
atsakas | SRBC buvo dalinai nuslopintas esant 40 mg/kg dozei ir stipriai
nuslopintas esant 100 mg/kg dozei. Nors dvi bezdzionés, paveiktos 40 mg/kg
chi220 doze, kurios ankséiau rodé silpnus pirminius antikGninius atsakus |
SRBC, isvyste IgM ir IgG anti-SRBC antikiny titrus, badingus antriniam
antikOniniam atsakui, anti-SRBC antiktininiai atsakai kitose dviejose Sios
grupés bezdzionese ir likusiose 100 mg/kg chi220 doze paveiktose
bezdzionése dar buvo mazdaug 90 % nuslopinti, lyginant su kontroliniy
bezdzioniy vidutiniu pirminiu anti-SRBC antikniniu atsaku.

Antikninio atsako | SRBC suboptimali imunosupresija buvo stebéta po
0,1 arba 1,0 mg/kg chi220 jvedimo (fig. 6b ir 7b). Nors visos chi220 paveiktos
bezdziones rodé teigiamg IgM antikaninj atsakg | SRBC antigena, bendras
vidutinis maksimalus IgM anti-SRBC antikaninis atsakas buvo nuslopintas
mazdaug 56 % bezdzionése, paveiktose 1 mg/kg chi220, lyginant su vidutiniu
maksimaliu kontroliniu atsaku. Bezdzionése, paveiktose 0,1 mg/kg chi220
doze, IgM anti-SRBC antikininio atsako slopinimo nebuvo pastebéta.
Vidutinis IgM anti-SRBC antikaninis atsakas pasieké maksimumag 15-g dieng
kontrolinése bezdzionése, ir 8-g dieng bezdzionése, kurios gavo 0,1 ir 1,0
mg/kg chi220. Bendrai imant, vidutinis maksimalus IgG anti-SRBC antikdninis
atsakas buvo nuslopintas 56 % ir 42 % atitinkamai 0,1 ir 1,0 mg/kg chi220
paveiktose beZdZionése. Vidutinis IgG anti-SRBC antiklninis atsakas
pasieké maksimumg 15-g dieng kontrolinése bezdzioneése ir 1 mg/kg chi220
doze paveiktose bezdzionése, ir 8-g dieng bezdzionése, kurios gavo 0,1
mg/kg chi220.

b. Anti-OVA antiklninis atsakas
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Bezdzionéms buvo suleista intraveniné 10, 40 arba 100 mg/kg chi220
dozé 1-g diena. Be to, 28-g, 1-g ir 149-g dieng visos bezdziones buvo
imunizuotos OVA. Buvo analizuojami serumo méginiai, nustatant igM (fig.8a)
arba IgG (fig.8b) anti-OVA antikGnus. Duomenys iSreiksti kaip anti-OVA
galinio tasko titro (ETP) geometrinis vidurkis kiekvienai grupei (n=2 [100
mg/kg grupei po 15-os dienos] arba 4), kur EPT yra ekvivalentiSkas
didziausio serumo praskiedimo, turinéio didesne sugertj nei dviguba vidutiné
plokstelés foniné sugertis, atvirkstiniam dydziui.

Specifiniy IgM ir IgG antikiiny atsiradimas prie§ OVA tyrimo metu buvo
kontroliuojamas kas savaite beZzdzionése, kurios gavo 10, 40 arba 100 mg/kg
paprastai silpni visose bezdzionése (fig.8). Bezdzionés, kurios gavo chi220
1-g dieng, turéjo didesnius anti-OVA antikiny, titrus nei kontrolinés grupés
bezdzionés.

149-g dieng bezdzionés gavo treting OVA imunizacijg. Visos
bezdzionés rodé teigiamus IgG antikdninius atsakus | OVA 7 dieny
laikotarpyje po paveikimo. Kontrolinés bezdzioneés ir bezdzionés, gavusios 10
mg/kg chi220 doze, turéjo antikiiny titrus, badingus tretiniam antikininiam
atsakui, o bezdzionés, paveiktos 40 arba 100 mg/kg chi220, rode antiktiny

titrus, kurie buvo badingesni antriniam antikGniniam atsakui.

c. Anti-KLH antikdninis atsakas

Bezdzionéms buvo suleista intraveniné 10, 40 arba 100 mg/kg chi220
dozé 1-g diena. Be to, 149-g dieng visos bezdzionés buvo imunizuotos KLH.
Buvo analizuojami serumo méginiai, nustatant IgM (fig.8a) arba IgG (fig.8b)
anti-KLH antikiinus. Duomenys buvo isreiksti kaip anti-KLH galinio tasko titro
(ETP) geometrinis vidurkis kiekvienai grupei (n=2 [100 mg/kg grupei po 15-0s
dienos] arba 4), kur EPT yra ekvivalentiSkas didZiausio serumo praskiedimo,
turinio didesne sugertj nei dviguba vidutiné ploksteles foniné sugertis,
atvirkstiniam dydziui.

149-g3 diena, kai chi220 kiekiai serume nukrito Zemiau pripazinty

imunosupresiniy kiekiy (~10 pg/ml), o periferinio kraujo B Igsteliy kiekiai grizo
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i pries dozes jvedimg buvusj lygj, bezdzionés buvo imunizuotos KLH (10
mg/gyvinui, im). Visos bezdZionés rodé teigiamus IgM ir 1gG antik@ninius
atsakus j KLH, kas rodo, kad sugebéjimas atsakyti | naujg antigeng nebuvo

pazeistas (fig.9).

d. Tiriamojo agento kiekiai serume ir anti-tiriamojo
agento antikiino atsakas

Po chi220 jvedimo buvo tiriami serumo méginiai, norint nustatyti
tiriamojo agento cirkuliuojanéius kiekius ir jvertinti antikGny pries tiriamajj
agentg susidaryma. Vidutinés maksimalios chi220 koncentracijos (Cmax)
serume atsirado praéjus 3 minutéms po 10 arba 40 mg/kg doziy jvedimo ir
praéjus 6 valandoms po 100 mg/kg dozes jvedimo. Chi220 Cmax reikSmeés
buvo 329, 2429 ir 2343 pg/ml bezdZionems, paveiktoms atitinkamai 10, 40
arba 100 mg/kg chi220. Tadiau buvo Zymis Cmax reik$miy skirtumai tarp
atskiry bezdzioniy 40 ir 100 mg/kg grupése. Buvo nustatyta, kad vidutinis
chi220 puslaikis serume yra apytikriai 114, 173 ir 315 valandy bezdzionéms,
paveiktoms atitinkamai 10, 40 arba 100 mg/kg chi220.

Vidutinés Cmax reikdmeés, atsiradusios praéjus trims minutéms po
chi220 jvedimo, buvo 1,77 ir 33 pug/ml atitinkamai 0,1 ir 1 mg/kg dozéms.
Kiekvienos dozés atveju nebuvo pastebéta chi220 kiekio serume skirtumy
priklausomai nuo lyties. Vidutinés AUC;y reikSmés buvo 15,5 ir 847 pg.val/ml
atitinkamai 0,1 ir 1 mg dozéms. Bendrai paémus, $ie tyrimai rodo, kad chi220
puslaikis pailgéja padidinus jvedama doze. Be to, chi220 Cmax didéja
neproporcingu dozés inkrementui badu.

Nors IgM anti-tiriamasis agentas atsakas buvo minimalus arba jo iSvis
nebuvo bezdzionese, gavusiose 10, 40 arba 100 mg/kg chi220, zymus IgG
anti-tiriamasis agentas atsakas buvo stebimas bezdzionése, kurios gavo 10
mg/kg chi220. Vidutinis 1gG anti-tiriamojo agento antikininis atsakas
bezdzionese, kurios gavo 10 mg/kg chi220, pasidaré teigiamas 29-g diena,
mazdaug po 1 savaités, kai vidutiné grupés chi220 koncentracija serume
nukrito Zemiau 10 pg/ml, ir pasieké maksimumg 36-3 ir 43-g dieng, titro

geometriniam vidurkiui esant 12627. IgG anti-tiriamojo agento antikny
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pasirodymas bezdzionése, kurios buvo paveiktos 10 mg/kg chi220, taip pat
sutapo su pirmuoju aptinkamu B lgsteliy skaiCiaus padidéjimu po iSsekimo.
Paskutine matavimo dieng (149-g) bezdzionése, kurios gavo 40 arba 100
mg/kg chi, dar neatsirado teigiamo antikGninio atsako prie$ chi220, nors
grupé vidutiniai chi220 kiekiai serume buvo mazesni uz 10 ng/ml 57-3 dieng
(40 mg/kg grupeé) arba 92-g dieng (100 mg/kg grupeé).

Chi220 buvo imunogeninis, kai jo buvo jvedama 0,1 arba 1 mg/kg.
Tyrimo eigoje 3 i$ 4 bezdZioniy, gavusiy arba 0,1, arba 1 mg/kg chi220, turéjo
silpnus teigiamus IgM anti-tiriamojo agento antikininius atsakus 15-g diena.
Trys i$ 4 bezdzioniy, paveikty 1 mg/kg chi220, turéjo zymy IgG anti-tiriamojo
agento antiktninius atsakus 22-3 dieng, galutinio tasko titro geometriniam
vidurkiui esant 16618. Bendrai imant, geometrinis vidutinis IgG anti-tiriamojo
agento antiklninis atsakas nebuvo teigiamas beZdzionése, kurios gavo 0,1
mg/kg chi220, ir tik viena bezdzioné, kuri gavo 0,1 mg/kg chi220, turéjo silpng
teigiamg IgG anti-tiriamojo agento antiklininj atsakg, galutinio tasko titro
maksimumui esant 2430 22-g dieng. Susumavus $iuos rezultatus, galima
matyti, kad chi220 gali slopinti antikGninj atsakg prie$ save patj, kai jo kiekiai

serume yra didesni nei mazdaug 10 pg/ml.

4 pavyzdys
Humanizuoty anti-CD40 antikiiny F4 ir L3.17 gavimas

Mab humanizuoti buvo naudojami jvairs Sioje srityje Zinomi budai.
Buvo jrodyta, kad yra naudingos struktira paremtos strategijos, bet
sudeétingumas, kylantis i§ didelio skaiCiaus karkaso liekany, kurios gali
dalyvauti suriSime, sumazina sékmés tikimybe. Vietoj to, kad modeliavimo
bidu blty numatytas optimalus karkasas, zemiau apraSyta antikiiny
bibliotekos strategija leidzia identifikuoti aktyvias karkaso konformacijas,
remiantis daugelio kombinacijy atrinkimu. Mutagenezés strategijos, sujungtos
su selekcijos metodais, leidzia iSanalizuoti daugelj varianty ir imituoja in vivo
brendimo procesus (reziumuota Marks, J.D., et al., (1992) J. Biol. Chem.
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267:16007-16010). Mutagenezé kodony pagrindu leidzia sukonstruoti
bibliotekas, kurios charakterizuoja konkreciy liekany jnasa, ir todel yra
efektyvesné nei atsitiktinés mutagenezés strategija. Pavyzdziui, linkusi |
klaidas PCR negali bati naudojama Zemiau aprasyty suderinamy karkasy
biblioteky sintezei. Be to, atsitiktiné mutageneze sukuria platesnes labai
jvairias bibliotekas ir, deja, dauguma mutaciy nestiprina mAb suri$imo
aktyvumo. Taigi, norint identifikuoti aktyvius variantus, reikia atrinkti labai
daug klonu.

Zmogaus mAb isskirti i§ fagy ekspozicijos bibliotekos dvistadijiniu
badu buvo panaudota strategija, vadinama “valdoma selekcija’, kurioje kaip
matrica naudojami grauziky mAb (Jespers, L.S., et al., (1994) Bio/Technology
12:899-903). Neseniai buvo aprasytas valdomos selekcijos, naudojant fagy
ekspozicijos technologijas, variantas, kuriame chimerinis Fd fragmentas buvo
panaudotas L grandinei atrinkti i$ bibliotekos, turinCios zmogaus L grandines
su implantuotu pelés CDR3 (Rader, C., et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 95:8910-8915). Po to aktyviausia L grandiné buvo panaudota H
grandinei atrinkti i Zmogaus H grandiniy bibliotekos, turinéios pelés HCDR3.
Pagal $ias strategijas i§skirti mAb yra pilnai Zmogaus (Jespers, supra) arba
daugiausia Zmogaus (Rader, supra), bet kiekvienoje proceso stadijoje jvesta
antikany jvairové reikalauja panaudoti afini$kumo praturtinimo metodus.

Sio isradimo humanizuotiems anti-CD40 antikinams F4 ir L3:17

generuoti buvo naudojamos tokios medziagos ir metodai.

1. Chimerinio anti-CD40 sukidrimas

Remiantis anti-CD40 pelés mAb2.220 seka buvo susintetinti ir
iSgryninti persidengiantys oligonukleotidai, koduojantys Vi ir Vi (69-75 baziy
ilgio). Kintamosios H ir L sritys buvo susintetintos atskirai, sumaisant 25 pmol
kiekvieno i§ persidengianiy oligonukieotidy su Pfu DNR polimeraze
(Stratagene) 50 pl PCR reakcijoje, susidedanCioje iS 5 cikly: denatGracijos 94
°C temperataroje 20 sek., renatracijos 50 °C temperatroje 30 sek.,

temperatdros kelimo iki 72 °C per 1 min. ir islaikymo 72 °C temperatiroje 30
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sek. Po to renatdracijos temperatdra buvo pakelta iki 55 °C 25 cikluose.
Atbulinis pradmuo ir biotinilintas prieSakinis pradmuo buvo naudoti tolimesnei
1l sulieto produkto amplifikacijai 100 ul PCR reakcijoje, naudojant tg pacig
programg. Produktai buvo iSgryninti agarozés gelio elektroforeze,
elektroeliuuoti ir fosforilinti T4 polinukleotidine kinaze (Boehringer
Mannheim), o po to inkubuoti su streptavidino magnetinémis granulémis
(Boehringer Mannheim) 5 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,5 mM EDTA, 1M NaCl ir 0,05
% Tween 20 15 min. 25 °C temperatiroje. Granulés buvo perplautos, ir
nebiotinilinta minusinés grandinés DNR buvo iSplauta inkubuojant su 0,15 M
NaOH 25 °C temperatiroje 10 minuciy. Chimerinis anti-CD40 Fab buvo
susintetintas modifikuotame M13IX104 vektoriuje (Kristensson, K., et al,,
(1995) Vaccines 95, pp. 39-43, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY), pavadintame M131X104CS, hibridizacinés mutagenezés btdu
(Rosok, M.J., et al., (1996) J. Biol. Chem. 271:22611-22618; Kunkel, T.A.
(1985) Proc. Natl. Acad. Sci USA 82:488-492) naudojant Vy ir V_
oligonukieotidus uridinilinto vektoriaus matricos trigubame moliniame
pertekliuje. M131X104 vektorius buvo modifikuojarﬁas pakeiciant cisteino
lickanas kapa gale, o y1 pastovigsias sritis - serinu. Reakcijos broduktai buvo

elektroporuoti | DH10B kiuvetes ir titruoti panaudojant XL-1 mélio plokstele.

1. Sudétinio karkaso ir karkaso/CDR3 biblioteky suktrimas

Sudeétinio karkaso biblioteka (Hu 1) buvo susintetinta tuo paciu metodu,
kuris buvo naudojamas chimeriniam anti-CD40 sukurti, su modifikacijomis.
Buvo susintetinti persidengiantys oligonukleotidai, koduojantys zmogaus
matricos H ir L kintamuyjy sriCiy karkaso sritis ir pelés anti-CD40 CDR, kaip
aprasé Kabat et al. (Kabat, E.A., et al., (1991) Sequencies of proteins of
immunological interest (5" Ed), Washington DC: United States Department of
Health and Human Services; Kabat, E.A.,, et al., (1977) J. Biol. Chem.
pelés, ir zmogaus aminortgstis septintoje Vy ir pirmoje Vi karkaso padétyje

(fig.15, zvaigzdute pazymétos liekanos).

\ S
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Karkasas/fHCDR3 (Hu ) ir karkasas/fHCDR3/LCDR3 (Hu IlI)
bibliotekos buvo susintetintos tokiu paciu bldu, kaip ir sudétinio karkaso
biblioteka, su modifikacijomis. Mutagenezei parinktos CDR liekanos buvo:
Ser™-Tyr'® HCDR3e ir GIn®-Thr” LCDR3e (fig.15, pabraukta).
Oligonukleotidai, koduojantys HCDR3 ir LCDR3, buvo sukurti tokie, kad
duoty mutacijg vienoje CDR liekanoje, ir buvo susintetinti jvedant NN(G/T)
kiekvienoje padétyje, kaip yra aprasyta (Glaser, S.M., et al, (1992) J.
Immunol. 149:3903-3913). Persidengiantys nukleotidai, koduojantys karkaso
‘bibliotekos ir ne bibliotekos pelés CDR, buvo sumaisyti su 25 pmol
oligonukleotidy, koduojanéiy mutacijas turintj HCDR3, arba su 25 pmol
kiekvieno i§ oligonukleotidy, koduojanciy mutacijas turin¢ius HCDR3 ir
LCDR3.

3. Fagy ekspresijos biblioteky atrinkimas

Hu It ir Hu 1l bibliotekos i8 pradziy buvo atrenkamos pagal modifikuotg
specialistams Zinoma zony perkélimo strategijg, vadinama imobilizavimo liftu
(Watkins, J.D., et al., (1998) Anal. Biochem. 256:169-177). Trumpai tariant,
nitroceliulioziniai filtrai (82 mm) buvo padengti oZkos anti-Zmogaus kapa,
blokuoti 1 % BSA ir uzdeti ant agaro plokstelés, turinCios fagu infekuoty
bakterijy zona. Pradiniam atrinkimui plokstelé buvo padengta fagais, imant
10° faguy/100 mm plokstelei. Imobilizavus fagy ekspresuotus anti-CD40
varianto Fab, filtrai buvo inkubuoti 3 val. 25 °C temperatGroje su 5 ng/ml
CD40-Ig PBS, turindéiame 1 % BSA. Filtrai buvo perplauti keturis kartus PBS,
turiniu 0,1 % Tween 20, ir inkubuoti su ozkos anti-pelés IgGz-$arminés
fosfatazes konjugatu (Southern Biotechnology), 3000 karty praskiestu PBS,
turinéiu 1 % BSA, 1 val. 25 ‘°C temperatdroje. Filtrai buvo perplauti keturis
kartus PBS, turindiu 0,1 % Tween 20, ir iSryskinti kaip apraSyta (Watkins
(1998), supra). Atskiry kiony iSskyrimui buvo iSrinktos teigiamos zonos iS
pradinio atrinkimo, padengtos imant mazesnj tank] (<10° fagy/100 mm

plokstelei) ir atrinktos pagal tg paciq strategija.
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Hu 1 sudétiné biblioteka buvo pirmiausia atrinkta ELISA metodu, kuris
leidzia greitai jvertinti varianty santykinius afiniSkumus (Watkins, J.D., et al.,
(1997) Anal. Biochem. 2563:37-45). Be to, EL}ISA buvo naudota charakterizuoti

“klonams, identifikuotiems imobilizavimo lifto atrinkimo bGdu. Trumpai tariant,
mikrotitro plokstelés buvo padengtos 5 pg/mi oZkos anti-Zmogaus kapa
(Southern Biotechnology) ir blokuotos 3 % BSA PBS. Po to plokstelé buvo
inkubuojama su 50 ul Fab i§ Escherichia colli kultiros nuopilo arba i$ Igsteliy
lizato 1 val. 25 °C temperattroje, plaunama tris kartus PBS, turiniu 0,1 %
Tween 20, ir 0,1 pg/ml CD40-lg PBS, turinciame 1 % BSA, 2 val. 25 °C
temperatiroje. Plokstelé buvo plaunama tris kartus PBS, turin¢iu 0,1 %
Tween 20, pridedama ozkos anti-pelés IgGx-Sarminés fosfatazés konjugato,
praskiesto 3000 karty PBS, turindiu 1 % BSA ir laikoma 1 val. 25 °C
temperatlroje. Plokstelé buvo perplauta tris kartus PBS, turinCiu 0,1 %

Tween 20, ir iSryskinta kaip aprasyta (Watkins (1997), supra).

4, DNR sekuy nustatymas

Buvo i$skirtos viengrandés DNR ir nustatytos Sio iSradimo
humanizuoty antikiny geny H ir L grandiniy kintamosios sritys, panaudojant
fluorescencinj dinukleotidinés baigméé metodg (Perkin-Elmer, Foster City,
CA).

Humanizuoto antikino F4 kintamosios lengvosios grandinés
nukleortigsties (SEQ ID NO:7) ir aminoragsCiy (SEQ ID NO:8) sekos yra

tokios:
GAAATT GTGTTGACACAGTCT CCAGCCACCCTGTCTTIGTCT 42
E + v L T Q@ s§$ P A T L § L s 14

CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGT CAGAGT 84
P G E R A T L 8§ C R A S Q S 28

ATT AGC GAT TAC TTA CAT TGG TAC CAACAG AAACCT GGC CAG 126
f{ § DY L HW Y Q Q@ K P G Q 42

GCT CCC AGG CTC CTC ATC TAT TAC GCATCC CACTCCATCTCT . 168
A P R L L I Y Y A § H § 1| S 56
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GGC ATC CCAGCC AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACAGAC 210

G I P A R F § G § G § G T D 70
TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGC CTA GAG CCT GAAGAT TTT GCA 252
F T L T | S 8§ L E P E D F A 84
GTT TAT TAC TGT CAG CAT GGC CACTCTTTT CCTTGGACC TTC 294
V Y Y C Q H G H S F P W T F 98
GGA GGG GGG ACC AAG GTG GAAATT AAA 321
G G 6 T K Vv E | K 107

Humanizuoty antikiny F4 ir L3.17 kintamosios sunkiosios grandinés
nukleortgsties (SEQ ID NO:9) ir. aminoragsciy (SEQ ID NO:10) sekos yra
tokios:

CAG GTG CAG CTG GTG CAATCT GGG TCT GAG TTG AAGAAG CCT 42
Q v a L v Q 8§ 66 S8 E L K K P 14

GGG GCC TCAGTG AAG GTT TCC TGC AAG GCTTCT GGATACGCC 84
G A S v K Vv 8 €C K A S G Y A 28

TTC ACT ACC ACT GGC ATG CAG TGG GTG CGACAG GCC CCT GGA 126
F T T T G M Q@ W V R Q A P G 42

CAA GGG CTT GAG TGG ATG GGA TGG ATC AAC ACC CAC AGC GGG 168
Q G L E WM G W I N T H S G 536

GTC CCA AAG TAT GTC GAG GAC TTC AAAGGACGG TTTGTC TTC 210
v P K Y VvV E D F K G R F V F 70

TCC TTG GAC ACC TCT GTC AGC ACG GCA TAT CTG CAG ATC AGC 252
s L DT S VvV §S§ T A Y L Q | S 84

AGC CTA AAG GCT GAG GAC ACT GCC GTG TATTAC TGT GCGAGA 294
S L K A E D T A V Y Y C A R 98

TCT GGC AAT GGG AAC TAT GAC CTG GCATAC TTT AAG TAT TGG 336
S G N G N YD L A Y F K Y W 112

GGC CAG GGAACC CTGGTC ACCGTC TCC TCA 366

G Q@ GG T L Vv T VvV § S 122
Humanizuoto antikino L3.17 kintamosios lengvosios grandinés
nukleoriigsties (SEQ ID NO:11) ir aminorags€iy (SEQ ID NO:12) sekos yra

tokios:
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GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCAGCC ACC CTGTCTTTIGTCT
E I v L T Q@ s P A T L § L S

CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGT CAG AGT
P G E R A T L 8 C R A § Q S

ATT AGT GAT TAC TTA CAT TGG TAC CAA CAG AAA CCT GGC CAG
I §$ DY L H W Y Q QQ K P G Q

GCT CCC AGG CTC CTC ATC TAT TAC GCATCC CAC TCC ATC TCT
A P R L L I Y Y A S8 H § I 8

GGC ATC CCA GCC AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC
G | P A R F sS G S8 G s G T D

TTC ACT CTC ACC ACT AGC AGC CTA GAG CCT GAA GAT TTT GCA
F T L T I S S L E P E D F A

GTT TAT TAC TGT CAG CAT GGC CAC TCT TAT CCT TGGACC TTC
V Y Y C Q@Q H GG H S Y P W T F

GGA GGG GGG ACC AAG GTG GAAATT AAA
G G G T K V E | K
5. Fab ekspresija ir gryninimas

Kai kurie Fab buvo jklonuoti '1 ekspresijos vektoriy kontroliuojant
arabinozés reguliuojamam BAD promotoriui. Be.to, SeSiy histidiny tag buvo
prijungtas prie H grandinés karboksi-galo, kad baty galima gryninti naudojant

nikelio chelatus sudarancias dervas. ISgryninto Fab kiekis buvo nustatytas

kaip aprasyta (Watkins (1997), supra).

6. Charakterizavimo bandymai

Immulon Il mikrotitro plokstelés buvo padengtos 0,1 ug/ml CD40-Ig
PBS, laikant 16 val. 4 °C temperatdroje ir blokuotos 3 % BSA PBS. Sios
plokstelés buvo perplautos tris kartus PBS, turinCiu 0,1 % Tween 20, o i§
periplazminés erdvés iSsilaisvings Fab buvo praskiestas serijiniu bGdu tris
kartus PBS, turindiu 1 % BSA, ir inkubuotas ploksteléje 2 val. 25 :’C

temperatiroje. Po to plokstelé buvo plaunama keturis kartus PBS, turinCiu 0,1

42
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84
28

126
42

168
56

210
70

252
84

294
98

321
107
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% Tween 20, ir antklino prisijungimas buvo nustatytas inkubuojant su ozkos
anti-zmogaus kapa-Sarminés fosfatazés konjugatu, praskiestu 2000 karty
PBS, turinCiu 1 % BSA ir laikoma 1 val. 25 °C temperatiroje. Plokstelé buvo
plaunama keturis kartus PBS, turiniu 0,1 % Tween 20, ir iSryskinta
kalorimetriskai (Watkins (1997), supra).

Norint nustatyti Siy varianty ligando suri§imo inhibavima, Immulon |l
mikrotitro plokstelés buvo padengtos 2 pg/ml anti-pelés CD8 sgp39 suristi
sulietam baltymui, kuris ekspresuoja CD8 sritj. PlokStelés buvo perplautos
vieng kartg PBS, turiniu 0,05 % Tween 20, ir blokuotos 3 % BSA tirpalu
PBS. Plokstelé buvo vieng kartg perplauta PBS, turin€iu 0,05 % Tween 20, ir
inkubuota su Igsteliy auginimo terpe, prisotinta sgp39, 2 val. 25 °C
temperataroje. Nesuri$tas sgp39 buvo nusiurbtas, o plokstelé perplauta du
kartus PBS, turin€iu 0,05 % Tween 20. Po to buvo pridéta 25 pl idgryninty
Fab varianty, praskiesty serijiniu badu 3 kartus PBS, o po to 25 pl 4 pg/mi
koncentracijos CD40-Zzmogaus Ig tirpalo PBS. Plokstelés buvo inkubuotos 2
val. 25 °C temperatiroje ir plautos tris kartus PBS, turinciu 0,05 % Tween 20.
Suristas CD40-Ig buvo nustatytas po 1 val. inkubavimo 25 °C temperatiroje
su ozkos F(ab'), anti-zmogaus IgG Fcy-specifiniu krieny peroksidazés
konjugatu (Jackson), praskiestu 10000 karty PBS. Plokstelé buvo perplauta
keturis kartus PBS, turinCiu 0,05 % Tween 20, ir sujungimo kiekis nustatytas
kolorimetriskai, inkubuojant su 1 mg/ml o-fenilendiamino dihidrochlorido ir
0,003 % vandenilio peroksidu 50 mM citrinos ragstyje, 100 mM Na,HPO,, pH
5. Reakcija buvo stabdoma pridedant H,SO, iki 0,36 M galutinés

koncentracijos ir nustatomas optinis tankis esant 490 nm bangos ilgiui.

7. BlAcore analizé

Saveikos tarp CD40 ir anti-CD40 varianty kinetinés konstantos buvo
nustatytos pavirSiaus plazmony rezonanso bidu (BlAcore). CD40-Ig sulietas
~ baltymas buvo imobilizuotas ant 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]karbodiimido
hidrochloridu ir N-hidroksisukcinimidu aktyvuoto sensoriaus dalies CMS,

jleidziant 8 wl 10 pug/ml koncentracijos CD40-Ig 10 mM natrio acetate, pH 4.
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CD40-Ig buvo imobilizuotas naudojant nedidelj tankj (~150 RU), kad blty
apsisaugoma nuo Fab griztamo susiriSimo disociacijos fazés metu.
Asociacijos greiCio konstantoms (ko) gauti buvo nustatyti susiri§imo greiciai,
esant SeSioms skirtingoms Fab koncentracijoms 25-600 nM intervale PBS
tirpale, kai srauto greitis buvo 20 pl/min. Disociacijos greicio konstantos (Kox)
buvo $esSiy matavimy vidurkis, gautas analizuojant disociacijos faze.
Sensogramos buvo analizuotos BlAevaluation 3.0 programa. Ky buvo
iSskaiciuota is Ky = Koa/kon. Likes Fab buvo pasalintas po kiekvieno matavimo,
pasinaudojant ilgalaike disociacija.

Humanizuoty antikiny F4 ir L3.17 kinetinés analizés rezultaty
palyginimas su chimeriniu Fab parodytas toliau duodamoje 1 lenteléje.

1 lentelé

‘Klono ID# Kon Kot Kg Komentarai

chimerinis Fab | 8,43E+5 2,65E-3 3,14 nM pagamintas skaldant
chimerinj 2.220 IgG

papainu
F4 2,00E+6 477TE-4 0,24nM |  humanizuotas
L3.17 3,17E+6 3,28E4 0,10 nM humanizuotas

8. Humanizavimo rezultatai

Kaip auk$Ciau minéta, pelés anti-CD40 mAb kintamosios srties
karkaso sekos buvo naudotos labiausiai homologisky Zmogaus embrioniniy
seky identifikavimui. H grandinés karkaso liekanos buvo 74 % identiSkos
zmogaus embrioninés linijos VH7 (7-4.1) ir JH4 sekoms, o L grandiné buvo
75 % identiska atitinkamoms Zmogaus embrioninés linijos VKII (L6) ir JK4
sekoms. H ir L grandiniy kintamujy seky sugretinimas parodytas fig.15. CDR
liekanos, apibldinos Kabat et al. (Kabat, E.A., et al., (1991) Sequencies of
proteins of immunological interest (5™ Ed), Washington DC: United States
Department of Health and Human Services; Kabat, E.A., et al., (1977) J. Biol.
Chem. 252:6609-6616), yra pabraukios; jy homologiné analize nebuvo
vykdoma. Karkaso liekanos, kuriose stebimi skirtumai tarp pelés mAb ir

Zmogaus matricy, buvo analizuojamos atskirai. .
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Remiantis struktdrine ir seky analize CDR antikinai, iSskyrus HCDR3,
rodo limituotg skaiCiy pagrindinés grandinés konformacijy, vadinamy
kanoninémis struktiromis (Chothia, C. et al., (1987) J. Mol. Biol. 196:901-
917; Chothia, C., et al., (1989) Nature 342:877-883). Be to, buvo
identifikuotos tam tikros liekanos, ypatingai svarbios pagrindinés grandinés
CDR kilpy konformacijoms (Chothia {1987), supra; Chothia (1989), supra).
Tokiu badu buvo identifikuotos pelés anti-CD40 kanoninés karkaso liekanos
ir buvo nustatyta, kad aminortgstys visose ypatingos svarbos kanoninése
padétyse Zzmogaus matricy H ir L grandiniy karkasuose yra identiskos
atitinkamoms pelés liekanoms.

PavirSiuje iSdéstytos pelés aminorigstys, paprastai nerandamos
Zmogaus antikinuose, matyt, turi jnasa | humanizuoto mAb imunogeniskumg
(Padlan, E. A. (1991) Mol. Immunol. 28:489-498). Todél buvo analizuotos
karkaso liekanos, kurios yra skirtingos pelés anti-CD40 ir Zmogaus matricose,
ir remiantis jy sgveika su tirpikliu buvo sprendziama, ar jos yra pasléptos, ar
jos yra ant antikino pavirSiaus (Padlan (1991), supra). Nelaukiama, kad |
tirpiklj nukreiptos karkaso liekanos nutolusios nuo CDR, tures didelés jtakos |
antigeno suriimg_ ir todél, iSskyrus dvi H grandinés liekanas, visos buvo
keiGiamos | atitinkamas Zmogaus aminoragstis norint sumazinti potencialy
imunogeniskuma, Laikoma, kad nukreiptos | tirpiklj yra H grandinés 28 ir 46
liekanos. Tadiau, kaip nustaté Chothia et al., supra, H28 yra HCDR1 srities
viduje ir gali sgveikauti su antigenu. Be to, lizinas H46 padétyje pelés mAb
yra Siek tiek nejprastas ir Zymiai skiriasi nuo glutamo ragsties Zmogaus
matricoje. Todél pelés ir Zmogaus liekanos H28 ir H46 buvo ekspresuotos
sudetinéje bibliotekoje (fig.15, zvaigzdutés).

Kitos besiskirian¢ios karkaso liekanos, kurios, kaip manoma, yra
pasléptos antikno viduje, buvo tiriamos jvertinant: (1) artimumg CDR; (2)
galimybe kontaktuoti su prieSinga sritimi V-V, riboje; (3) besiskirianCiy
aminorgséiy gimininguma; ir (4) numatoma svarbg moduliuojant CDR
aktyvuma, kaip nustaté Studnicka et al. (Studnicka, G. M., et al. (1994)
Protein Eng. 7:805-814). Dauguma L grandines karkaso paslépty liekany
skirtumy buvo giminingos aminoriigStys padetyse, kurios laikomos tiesiogiai

nesusijusiomis su CDR konformacija. TaCiau L49 yra greta LCDR2, ji gali
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kontaktuoti su Vi sritimi, yra negimininga Zmogaus liekanai ir gali dalyvauti
apsprendziant LCDR2 konformacijg. Dél $iy priezasCiy pelés ir Zmogaus
aminoragstys L49 padétyje buvo ekspresuotos sudeétinio karkaso bibliotekoje
(fig.15, zvaigzdutés).

Peles H grandinés sekos ir Zmogaus matricos analizé buvo
sudétingesné. Pelés mAb H9 liekana yra prolinas, o Zmogaus matricoje yra
negimininga serino liekana. H9 padétis taip pat gali vaidinti vaidmenj CDR
konformacijos moduliavime ir todél buvo pasirinkta kaip sudétines bibliotekos
vieta (fig.15, zvaigzdutés). Likusios pasléptos karkaso liekanos, kurios yra
skirtingos pelés anti-CD40 ir H grandinés matricoje, buvo 38, 39, 48 ir 91
karkaso padétyse. Pelés anti-CD40 mAb H38 ir H39 atitinkamai yra
glutaminas ir glutamo ragstis, o Zmogaus matricoje - argininas ir glutaminas.
H38 liekana yra greta HCDR1, glutamino — arginino pakeitimas yra
neislaikytas ir glutamino ekspresija Sioje vietoje pelés Ab yra Siek tiek
nejprasta. Panasiai glutamo ragstis — glutaminas yra neislaikomas skirtumas
pasléptoms aminortgstims, H39 yra potenciali Vi kontakto liekana, o glutamo
ragstis yra Siek tiek nejprasta pelés mAb. H48 Iiekana yra labai arti prie
HCDR2, o H91 yra laikoma didelés rizikos vieta (Studnicka (1994), supra;
Harris, L. et al., (1995) Prot. Sci. 4:306-310), kuri gali kontaktuoti su Vx
sritimi. Taigi buvo ekspresuotos ir pelés, ir Zzmogaus liekanos H38, 39, 48 ir
91 padétyse (fig.15, Zvaigzdutés).

Visumoje karkaso biblioteka susidéjo i pelés CDR, implantuoty j
Zmogaus matricas. Be to, viena karkaso liekana L grandingje ir septynios
karkaso liekanos H grandinéje buvo laikomos potencialai svarbiomis mAb
aktyvumui iSlaikyti. Visos Sios vietos buvo charakterizuotos sintezuojant
sudétine bibliotekg, kuri ekspresuoja visas galimas pelés ir zmogaus
aminorg$diy, rasty Siose liekanose, kombinacijas. Bendra Sios bibliotekos,
pavadintos Hu |, jvairové buvo 2° arba 256 variantai (Zemiau duodama 2

lentelé).
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2 lentelé: Faguose ekspresuoty anti-CD40 antikiny biblioteky savadas

Biblioteka Bibliotekos padétys Dydis* Atrinkta*#
Hul Karkasas 256 24x10°
Hu Il karkasas, HCDR3 1,1x10° 2,0x10°
Hu il karkasas, HCDR3, LCDR3 3,1x10 5,5x105

*Skaidius atskiry kiony remiantis DNR seka. Visoms 20 aminortgsciy
kiekvienoje CDR padétyje uzkoduoti buvo naudoti 32 kodonai.

+*Hu | bibliotekos atrinkimas buvo vykdomas ELISA metodu, naudojant
antikdinus, ekspresuotus mazos apimties bakterijy kultdroje (Watkins (1997),
supra). Hu Il ir Hu Il bibliotekos buvo paskleistos ant XL-1 Blue/agaro
ploksteliy, imant 10° zony/100 mm lékstelei, ir buvo vykdoma atranka
panaudojant imobilizavimo liftg (Watkins (1998), supra).

Hu | biblioteka buvo ekspresuota mazos apimties (<1 ml) bakterijos
kultﬁrose, iSlaisvinty i periplazminés erdvés Fab vienodi kiekiai buvo
imobilizuoti ant mikrotitro plokstelés ir antikiny suriSimo geba buvo
palyginama tiesiogiai ELISA metodu (Watkins (1997), supra). Nors buvo
identifikuoti variantai, kurie surisa tikslinj antigeng panasiu arba geresniu uz
chimerinio Fab afiniSkumu, dauguma atrinkty Hu | kiony buvo maziau aktyvas
nei chimerinis anti-CD40 Fab. Apytikriai 6 % atsitiktinai parinkty Hu | varianty
rodé suriSimo aktyvumg panasy | chimerinio Fab aktyvumg (duomenys
neparodyti). Identifikavimas daugybés Hu | varianty, turiniy panasy |
chimerinio CD40 aktyvuma, patvirtina interpretacijg, kad j sudétine bibliotekg
pateko pacios svarbiausios karkaso liekanos.

Aktyvis klonai toliau buvo charakterizuoti titruojant imobilizuotu
antigenu, norint patvirtinti daugelio varianty, turinéiy padidintg afiniskuma,
identifikavima. Pavyzdziui, 19C11 klonas jungiasi su CD40 receptoriumi
didesniu afiniSkumu nei chimerinis Fab, kg rodo titravimo kreivés poslinkis
(fig.16, balti skrituliukai palyginus su juodais skrituliukais). Trisdesimt keturiy
aktyviausiy klony DNR seky nustatymas leido identifikuoti 24 atskiras
karkaso kombinacijas, ir kiekvienoje i$ jy buvo 2-6 pelés karkaso liekanos
(duomenys neparodyti).

LCDR3 ir HCDR3 kontaktuoja tiesiogiai su antigenu, sgveikauja su
kitais CDR ir daznai zymiai veikia antikiny afiniSkumg ir specifiSkumg
(Wilson, LA, et al., (1993) Curr. Opin. Struct. Biol. 3:113-118; Padlan, E.A.
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(1994) Mol. Immunol. 31:169-213). Be to, LCDR3 ir HCDR3 konformacijas
dalinai apsprendzia tam tikros karkaso liekanos. Norint identifikuoti
aktyviausig antiking, oligonukleotidams sintezuoti buvo panaudota
mutagenezé kodony pagrindu (Glaser, S.M., et al., (1992) J. Immunol.
149:3903-3913), kuri jveda mutacijas kiekvienoje HCDR3 padétyje (i$ karto
vieng) ir gaunama visy 20 aminoriagsCiy ekspresija -kiekvienoje CDR
liekanoje. Kiekvienas oligonukleotidas koduoja ne daugiau nei vienos
aminorligsties pakeitimg. Karkaso/HCDR3 bibliotekai sukurti oligonuleotidy,
koduojahc":iq HCDR3 bibliotekg, midinys buvo sumaiSytas su
persidengianciais oligonukleotidais, koduojantiais sudétinj karkasg, ir kitais
CDR. Sios bibliotekos, pavadintos Hu ll, jvairové buvo 1,1 x 10° (aukséiau
duota 2 lentel¢). Biblioteka LCDR3 buvo sintezuota panaSiui badu.
Karkaso/HCDR3/LCDR3 bibliotekos, pavadintos Hu lll, sukdrimui buvo
panaudoti oligonukleotidai, koduojantys LCDR3, HCDR3 ir sudétinj karkasa,
Bibliotekoje, kurios sudétingumas buvo 3,1 x 10’ (auksdiau duota 2 lentelé),
buvo gauta labai daug karkaso/CDR3 kombinacijy.

Derinant mutacijas LCDR3 irfarba HCDR3 su karkaso biblioteka,
humanizuoty anti-CD40 varianty potenciali jvairové padidéjd nuo 256 iki
daugiau nei 10°. Norint efektyviau atlikti Siy biblioteky atrinkima, buvo
panaudotas modifikuotas zony perkélimo bandymas, vadinamas
imobilizavimo liftu (Watkins (1998), supra). Trumpai tariant, fagais infekuotos
bakterijos buvo paskleistos ant kiety agaro ploksteliy ir po to jos buvo
padengtos nitroceliulioziniais filtrais, kurie buvo padengti Fab-specifiniu
reagentu. Kai buvo sulaikyta beveik vienodi kiekiai fago ekspresuoty Fab,
filtrai buvo veikiami 5 ng/mi CD40-Ig sulieto baltymo. Kadangi filtrai buvo
veikiami antigenu, kurio koncentracija buvo daug mazesné nei Fab Ky, buvo
detektuojami tik tie variantai, kurie turéjo padidinta afiniskuma. Atlikus >10°
varianty i§ Hu Il ir >10° varianty i§ Hu Ill bibliotekos atrinkima, naudojant 82
mm filtrus, turingius ~10° variantyffiltre, buvo identifikuota daug klony, turinéiy
didesnius afinisSkumus (2 lentelé).

Dél didelio fagy tankio ant filtry buvo iSrinktos teigiamos zonos,

perdengta imant mazesnj tankj ir vél atliktas atrinkimas. Po to variantai, kurie
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dave intensyviausig kolorimetrinj signalg imobilizavimo lifto bandyme buvo
toliau charakterizuoti ELISA metodu. Kaip ir buvo galima tikétis, dauguma
imobilizavimo lifto atrinkimo teste identifikuoty klony prijungé CD40 geriau nei
chimerinis Fab. Siy varianty titravimas imobilizuotu CD40-Ig parodé daug
klony, turindiy didesnius nei chimerinio ir humanizuoto Fab afiniSkumus
(fig. 16, palyginkite baltus kvadratus ir juodus trikampius su skrituliukais).

Karkaso/CDR mutacijos, kurios rodé padidintg afiniSkumg, buvo
identifikuotos DNR seky nustatymo bdu. Buvo identifikuotos unikalios
" kintamosios srities sekos 10/13 Hu |l varianty ir 3/4 Hu Hll varianty, Ir Hu ll, ir
“Hu Il variantai turéjo 1-5 pelés karkaso liekanas ir 0-2 CDR3 mutacijas, kaip
parodyta toliau duodamoje 3 lenteléje.

3 lentelé. Vienalaiké karkaso ir CDR liekany optimizacija
identifikuoja didesnio afiniskumo variantus

Biblioteka Klonas Pelés karkaso liekanos* CDR mutacijos
chimerinis (43) 0
Hul 19C11 (2) H28, 48 0
Hu Il Ccw43 (3) HY, 28, 91 HCDR3, ''A-R
2B12 (5) H9, 28, 38, 46,48  HCDRS3, "'A-K
Hu lll 2B12 (5) H9, 28, 38, 46, 48 HCDR3, """A-K
2B8 (1) H28 HCDR3, A-K
LCDR3, ¥*R-Y

+Pelés karkaso liekany, kurios skiriasi nuo labiausiai homologiskos zmogaus
embrioninés sekos, skaidius, remiantis Kabat et al., supra, CDR Zyméjimu.
Pelés karkaso liekany, besiskirian€iy nuo Zmogaus matricos, skaicius yra
nurodytas skliausteliuose. Visi karkaso skirtumai tarp pelées mAb ir
humanizuoty versijy yra H grandinés nurodytose padeétyse, naudojant Kabat
et al. numeravimo sustemq

Bakterijose ekspresuoty chimeriniy Fab ir parinkty varianty i$
kiekvienos bibliotekos afiniSkumai buvo kruop$éiau charakterizuoti naudojant
pavirdiaus plazmony rezonanso matavimus, norint nustatyti iSgryninty Fab
asociacijos ir disociacijos su imobilizuotu CD40-Ig greiCius. Chimerinis anti-
CD40 turéjo disociacijos konstanta Ky = 3,14 nM, o pagal atrinkimo rezultatus
dauguma varianty turéjo didesnius afiniSkumus. Du i§ geriausiy klony — F4 ir

L3.17 — turéjo K4 atitinkamai 0,24 nM ir 0,10 nM (1 lentelé). Pagerinti anti-



44 LT 4837 B

CD40 varianty afiniSkumai daugiausia buvo del létesnés disociacijos, nes
visy varianty asociacijos grei¢iai buvo labai panasdis (ju reikSmeés yra 0,9-3,2
x 10° M's™ ribose).

Pagaliau padidintg afiniSkumg rodantys variantai buvo tyrinéjami,
norint jvertinti juy sugebéjimg blokuoti gp39 ligando susiriSimg su CD40
receptoriumi. Visi Sie variantai inhibavo tirpaus CD40-Ig sulieto baltymo
susirisima su imobilizuotu gp39 antigenu nuo dozés priklausanéiu btidu, kuris
koreliavosi su Fab afiniskumu (fig.17). Pavyzdziui, veiksmingiausias ligando
susir§imo su CD40-lg sulietu baltymu inhibitorius buvo 2B8 variantas, kuris
taip pat buvo didziausio afiniSkumo CD40 variantas (fig.17). 2B8 variantas
rodé =17 karty didesnj afiniSkumg CD40 nei chimerinis Fab ir ~7 kartus
efektyviau inhibavo ligando prisijungima.

45 pavyzdys

Pelés modelio sistema

Pareiskéjai taip pat sukdré ir iSbandeé in vivo ziurkés anti-pelés CD40
mAb, pavadintg 7E1-G2b, ir jo predecesoriy — 7E1-G1. Sis antikiinas buvo
generuotas norint itirti anti-CD40 terapijos galimybes autoimuniniy,
uzdegiminiy ir transplantavimo ligy pelés modeliuose. Pirminis pelés modelio
sistemos tikslas buvo generuoti anti-pelés atitikmenj, kuris imituoty 2.220
pilng ir potencialig gp39/CD40 saveikos blokadg, pasizymeédamas silpnu
kostimuliaciniu  aktyvumu, ir iSbandyti in vivo standartiniuose

eksperimentiniuose ligy modeliuose.

A. Anti-pelés CD monokloniniy antikiny 7E1-G1 ir 7TE1-G2b iSskyrimas ir

charakterizavimas

1. Imunizavimas, suliejimas ir charakterizavimas

Astuoniy savaiCiy amziaus Lewis ziurkiy pateléms imunizuoti,
iskiepijant per leteneles, buvo naudojamas rekombinantinis pelés CD40
imunoglobulino sulietas baltymas, susidedantis i§ ekstralgstelinés pelés

CDA40 srities, sulietos su Sarnyru — pelés Ig2a antikino CH2 ir CH3 sritiris
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(mCD40-mlg). Praéjus trims dienoms po paskutinés imunizacijos, leukocitai i$
drenuojamy limfmazgiy buvo sulieti su X63-Ag8.653 peles mielomos
Igstelémis, sukuriant ziurkés x pelés heterohibridomas. Buvo identifikuotos
duobuteés, turindios antikiing, specifinj natyviam pelés CD40, nustatant
reaktingumg su originaliu mCD40-mlg imunogenu ELISA metodu ir
reaktingumg su CD40 teigiamos pelés B lIgsteliy limfomos Iasteliy linija
(WEHI-231, ATCC CLR-1702). Po to buvo tiriami nuopilai, nustatant jy
5ugebéjima inhibuoti mCD40-mlg susijungimg su tirpiu rekombinantiniu
.mCD8-pelés gp39 sulietu baltymu (mgp39) - sgp39 pelés ekvivalentu.
‘Mazdaug 12 i$ labiausiai veiksmingy inhibitoriaus Seimininko duobudiy buvo
klonuota panaudojant limituojancio skiedimo metoda,.

Po klonavimo buvo atlikti funkciniai bandymai su kultdry nuopilais ir
buvo idgryninti antiknai, norint tiksliau jvertinti anti-Cd40 mAb sugebéjima
inhibuoti pelés gp39 sagveikg su CD40 ir nustatyti ju, kaip stimuliatoriy,
savybes. Inhibicinés savybés buvo matuojamos pagal jy sugebéjima inhibuoti
mgp39 susirid§ima su WEHI-231, naudojant Zinomas standartines metodikas.
Stimuliatorinés savybés buvo matuojamos pagal WEHI-231 Igsteliy tamprios
homotipinés adhezijos indukcijg ir bluznies B Igsteliy proliferécijq esant Sio
antikino ir anti-igM, naudojant Zinomas metodikas. IS $iy rezultaty buvo
nustatyti trys mAb (5A3, 7E1-G1 ir 8E1), panasiausi | anti-zmogaus CD40
mAb 2.220 gp39/CD40 blokados ir kastimuliacinio aktyvumo lygio atzvilgiu.

2. 7E1, kaip pagrindinio anti-pelés CD40 mAb, pasirinkimas

In vivo tyrimai bandyme su pelémis buvo skirti nustatyti, kuris i$
blokuojanéiy/nestimuliaciniy anti-CD40 mAb labiausiai slopina specifinius
antikGino atsakus j T priklausantj antigena. Buvo tirtas IgG antikininio atsako
i SRBC slopinimas pelése anti-pelés CD40 mAb. Grupés po 5 BALB/c peles
buvo imunizuojamos iv 1 X 10® SRBC ir tuo pac¢iu metu paveiktos ip budu 1
mg anti-pelés CD40 mAb 5A3, 7E1-G1 arba 8E1. Kaip kontrolés, grupes
panasiai imunizuoty peliy buvo veikiamos MR1 (Ziurkéno anti-pelés gp39,
teigiama kontrolé, 250ng), 6E9 (Ziurkes anti-Zmogaus gp39, neigiama
kontrole, 1 mg) arba PBS. Peléms buvo nustatyti IgG anti-SRBC titrai ELISA
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metodu 7-g, 14-g, 21-g ir 35-3 dieng. Rezultatai parodé, kad jvedant antikling
kaip vienkartine doze tuo paciu metu kaip ir antigeno i$Saukimas SRBC, mAb
7E1-G1 yra efektyvesnis IgG anti-SRBC atsako slopintojas lyginant su mAb
5A3 arba 8E1, ir todé! jis pasirinktas kaip pagrindinis anti-CD40 mAb peliy

tyrimuose.

3. mAb 7E1-G1 izotipo perkeitimo variantas

7E1-G1 neturi efektorinés funkcijos charakteristiky artimy chimerinio
2.220 anti-?mogaus CD40 mAb (t.y. Ziurkés IgG1 néra toks veiksmingas kaip
zmogaus IgG1 komplementiniam fiksavimui ir Fc receptoriaus saveikai), ir
7E1 specifinio antikGino slopinimo vaizdas in vivo néra toks pilnas kaip 2.220
mADb primatuose. Taigi buvo ieSkoma antikino, turincio 7E1 specifiSkuma, bet
daugiau su ziurkés izotipu, savo efektorinémis galimybémis panaSaus |
?mogaus IgG1. Siam tikslui buvo generuotas 7E1 nattralus izotipo perkeitimo
variantas (i$ IgG1 | IgG2b), panaudojant subselekcijos metodikg (Hale et al.,
J. Immunol. Methods (1987) 103(1):59-67). Trumpai tariant, 1gG2b izotipo
anti-CD40 mAb buvo identifikuotas ELISA metodu tarp 96 ploksteliy nuopily,
kurios buvo uZsétos pradine 7E1 hibridoma, imant 1000 Igsteliy/duobutei.
Paskesni padengimo ir IgG2b teigiamy duobuciy identifikavimo ciklai, imant
uzseéjimo tankius 200, po to 20 Igsteliy/ducbutei, po to einantys du klonavimo
limituojancio skiedimo btdu ciklai leido iSskirti 7E1 kloninj IgG2b-perkeitimo
variantg — 7E1-G2b.

7E1-G2b yra leistinas 1gG1 perkeitimo variantas, kg rodo trys
duomeny serijos. Pirma, sunkiosios grandines N-galo sekos nustatymas
parodé, kad abi versijos turi vienodas 35 aminortugsciy liekanas. Antra, PCR
analizé, naudojant specifinius 7E1-G1 kintamosios sunkiosios grandinés
CDR pradmenis, davé atitinkamo dydzio juostg nuo kDNR, gautos arba i$
7E1-G1, arba 7E1-G2b, o ne dviejy kity negiminingy antikiny. Pagaliau,
isgryninty $iy dviejy versijy partijy susijungimo su imobilizuotu mCD40-hig
aktyvumas ELISA teste, naudojant anti-kapa Zymétg reagenta, daveé i$ esmés

vienodas titravimo kreives.
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B. Tyrimai in vivo
1. 7E1-G1 palyginimas su 7E1-G2b in vivo antikino atsako
modelyje

Buvo palygintas 7E1-G1 ir 7E1-G2b efektyvumas in vivo, naudojant
SRBC kaip T Igsteléems priklausantj antigeng. Grupés i$ 3-5 gyvuliuky buvo
imunizuojamos iv SRBC ir tuo paciu metu veikiamos ip 7E1-G1 arba 7E1-G2b
-antikdinu, imant 1, 0,25 arba 0,1 mg junginio 0-¢ dieng, kaip parodyta fig.10.
Anti-pelés gp39 mAb MR1 tarnavo teigiama imunosupresinio poveikio
kontrole. Mab 6E9 ir PBS tarnavo kaip atitinkamai rySio neturinio mAb ir
mAb nenaudojimo kontrolés. ELISA metodu 7-3, 14-3 ir 21-g dieng buvo
nustatomi  peliy anti-SRBC titrai. Titras atitinka apskaiCiuotg serumo
praskiedima, kuris duoda OD reikSme = 0,3 ELISA teste. Kaip parodyta
fig.10, 7E1-G2b slopino IgG atsakg | SRBC esant tokioms dozéms, kurios

7E1-G1 atveju neslopino.

2. 7E-G2b dozés atsakas T-priklausancio antigeno pelés
modelyje ‘

7E1-G2b buvo tirtas T lgsteléms priklausanciame pirminio imuninio
atsako modelyje, antigenu naudojant SRBC. Buvo tirtos jvairios 7E1-G2b
dozés norint nustatyti maziausig efektyvig doze. BALB/c peléms buvo suleista
iv 1 x 10® SRBC ir joms padaryta viena injekcija 7E1-G2b, imant nurodytg
doze, arba suleista MR1 (anti-pelés gp39) arba PBS tuo paciu metu kaip ir
antigenas 0-¢ diena, Fig.11 parodyta IgG anti-SRBC atsakas 7-g, 16-3 ir 28-g
dieng. Parodytos reikSmés yra ELISA optinio tankio reikémes esant serumo
praskiedimui1/50. Paklaidy atzymos rodo standartinj nukrypima,

Kaip parodyta fig.11, vienkartinis poveikis 7E1-G2b imant 25 ug/pelei
(1,25 mglkg) slopino IgG imuninj atsaka 87 % 16-g dieng, o visiSkas
nuslopinimas buvo gautas 50 arba 100 ng dozémis 16-g dieng. 28-g dieng 50
ug/pelei dozé nuslopino IgG atsakg 89 %, o 100 ug/pelei dozé nuslopino
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visiS8kai. Atkreipkite démesj, kad MR1 buvo naudotas kaip teigiama

imunosupresijos kontrolé imant suboptimalig 100 ug/pelei dozg.

3. 7E1-G2b prevenciniame kolageno sukelto artrito (CIA) pelées
modelyje

Norint nustatyti 7E1-G2b poveikj artrito prevencijai, buvo naudotas
standartinis eksperimentinis pelés reumatinio artrito modelis — kolageno
sukeltas artrito modelis (CIA). DBA/1J peliy patinéliams (6-8 savaiiy
amziaus) 0-ne dieng j odag buvo suleista 200 pg Il tipo vis€iuky kolageno (Cli)
pilname Froindo adjuvante. Gydymas 7E1-G2b, imant 250 ug doze, buvo
atliekamas ip budu kas 4 dienos pradedant nuo 7-os dienos. Kontroline grupe
buvo veikiama PBS pagal ta patj dozavimo grafikg. Visos peles buvo
veikiamos Cll nepilname Froindo adjuvante 21-3 dieng. Pelés buvo
apziGrimos kasdien, nustatant letenéliy patinimg ir subjektyviai nustatomi
balai 0-3 baly skaléje, 3 balais vertinant maksimaly patinimg ir eritema.
iSvesti susumavus kiekvienos letenélés balus peliy sunaiki.nimo metu ir
padalinant i§ bendro gyvuliuky skaiCiaus kiekvienoje grupeje. Paskelbtos
reikS§meés yra vidutinis grupiy intervalas.

Artrito atsiradimg, taigi ir peliq sgnario uzdegimg visiskai inhibavo
gydymas 7E1-G2b, kaip parodyta toliau duodamoje 4 lenteléje. 7E1-G2b
gydytos pelés visiskai nesirgo per 90 dieny.

4 lentelé. Kolageno sukelto artrito gydymas

Tx grupé Artrito Vidurkis Vidurkis  Vidurkis (intervalas)
apimtis  (intervalas) (intervalas letenélés matmenys

pradzioje ) klinikiniai

balai
7E1-G1 0/5 0 0 0,075
7E1-G2b 0/5 0 0 0,075

PBS kontrole  4/4 30(27-32) 3,5(34) 0,114(0,110-0,117)

Kaip parodyta auksciau, Sio iSradimo antiknai yra veiksmingi

imunomoduliatoriai, kurie gali bati naudojami jvairiy ligy gydymui.
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Sis iSradimas apima auks$&iau aprasytus chimerinj ir humanizuotg
antiktnus, turinCius papildomus koservatyviujy aminorigsciy pakeitimus,
kurie i esmeés neturi poveikio | CD40 suriSima. Konservatyvieji pakeitimai
paprastai yra vienos aminorugsties pakeitimas kita aminorlgstimi, turinCia
panasias charakteristikas, pvz., pakeitimai Siose grupése: valinas, glicinas;
glicinas, alaninas; valinas, izoleucinas, leucinas; asparto ragstis, glutamo
ragstis; asparaginas, glutaminas; serinas, treoninas; lizinas, argininas; ir
fenilalaninas, tirozinas.

Vienu aspektu Sis iSradimas yra skirtas auksciau aprasyty chimerinio
irfarba humanizuoto antikiny sukdrimui, ekspresuojant rekombinantinés DNR
segmentais, koduojanCiais pelés lengvgjg kintamgjg grandine ir sunkigjg
kintamajg granding (arba jos dalis), prijungtais prie DNR segmenty,
koduojaniy zmogaus pastoviasias sritis. Pavyzdinés DNR sekos,
sukonstruotos pagal §j iSradimg, koduoja polipeptidines grandines, turincias
savyje visg lengvosios grandinés kintamajq sritj arba jos dalj, kaip parodyta
SEQ ID NO:1 arba jos deponuotame ATCC klone, ir/arba visg sunkiosios
grandinés kintamajg sritj arba jos dalj, kaip parodyta. SEQ ID NO:2 arba jos
deponuotame ATCC kione.

Siame iSrasdime taip pat yra apimamos parodytos sunkiosios ir
lengvosios grandinés kintamosios srit);s ir veiklios arba funkcinés jy dalys.
ImunologisSkai kompetentiné arba funkciné baltymo forma arba jos dalis taip
pat Cia vadinama “lengvosios/sunkiosios grandinés kintamoji sritis arba
biologiskai aktyvi jos dalis”. Siuo atveju biologiskai aktyvi jos dalis apima
minétos lengvosios arba sunkiosios grandinés dalj, kuri, kai ji jterpiama j
antikdng, dar leidzia antikGnui susiristi su Zmogaus CD40.

Siame iSradime ypatingai apimamos nukleoriigsdiy sekos,
koduojancios $io iSradimo antikino kintamajg sunkiajg granding ir kintamajg
lengvajq grandine. Pavyzdziui, fig.13 nukleotidai 1057-1422 (SEQ ID NO:5)
duoda tinkamiausig nukleoragsties sekag, koduojanéig Sio iSradimo antikino
kintamajg sunkiajg grandine; fig.14 nukleotidai 1065-1388 (SEQ ID NO:6)
duoda tinkamiausig nukleortGgsties seka, koduojancig Sio iSradimo antikino
kintamajg lengvaja granding. SEQ ID NO:7 ir SEQ ID NO:11 parodytos
tinkamiausios nukleorigsCiy sekos, koduojancios Sio iSradimo humanizuoty
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antikiny kintamasias lengvasias grandines; SEQ ID NO:9 parodyta
tinkamiausia nukleortigsties seka, koduojanti Sio iSradimo humanizuoto
antikino kintamajg sunkiajg grandine. Plazmidés, turinCios savyje SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:9 ir SEQ ID NO:11 parodytus nukleotidus, buvo
deponuotos su ATCC.

Chimeriniai ir/farba humanizuoti antikGnai, kurie susiriSa su Zmogaus
CDA40, ir kurie yra i§ esmés homologiniai, arba kurie turi i8 esmés identiskg
sekg, Cia parodytoms kintamosios lengvosios ir sunkiosios grandinés
sekoms, taip pat patenka j §j iSradima. Pavyzdziui, chimeriniai antikiinai,
turintys lengvosios grandinés sritj, kuri rodo bent apie 85 % sekos
identiS8kuma, geriau bent apie 90 % sekos identiSkuma, dar geriau bent apie
95 % sekos identiSkuma ir visy geriausia bent apie 98 % sekos identiSkumg
su lengvosios grandinés sritimi, kaip parodyta SEQ ID NO:4, patenka | Sio
iSradimo sfera. KonkreCiau, chimeriniai antikinai, turintys kintamajg
lengvosios grandinés sritj, kuri rodo bent apie 85 % sekos identiSkumag,
geriau bent apie 90 % sekos identiSkumg, dar geriau bent apie 95 % sekos
identisSkumag ir visy geriausia bent apie 98 % sekos identiékumq su kintamaja
lengvosios grandinés sritimi, kaip parodyta SEQ [D NO:1, taip pat patenka |
§io iSradimo sferg. Taip pat | Sio iradimo sferg patenka humanizuoti
antiktnai, turintys lengvosios grandinéé sritj, kuri rodo bent apie 85 % sekos
identiSkuma, geriau bent apie 90 % sekos identiSkuma, dar geriau bent apie
95 % sekos identiSkumag ir visy geriausia bent apie 98 % sekos identiSkumag
su lengvosios grandinés sritimi, kaip parodyta SEQ ID NO:8 ir/farba SEQ ID
NO:12.

Be to, chimeriniai antikiinai, turintys sunkiosios grandinés sritj, kuri
rodo bent apie 85 % sekos identiSkuma, geriau bent apie 90 % sekos
identiSkuma, dar geriau bent apie 95 % sekos identiSkuma ir visy geriausia
bent apie 98 % sekos identiSkumg su sunkiosios grandinés sritimi, kaip
parodyta SEQ ID NO:3, patenka j Sio iSradimo sferg. Konkreciau, chimeriniai
antikanai, turintys kintamajg sunkiosios grandinés sritj, kuri rodo bent apie 85
% sekos identiSkumg, geriau bent apie 90 % sekos identiSkumg, dar geriau
bent apie 95 % sekos identiSkumg ir visy geriausia bent apie 98 % sekgs

identiSkuma_su kintamaja sunkiosios grandinés sritimi, kaip parodyta SEQ D
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NO:2, taip pat patenka | Sio iSradimo sfera. Taip pat | Sio iSradimo sferg
patenka humanizuoti antikiinai, turintys kintamajg sunkiosios grandinés sritj,
kuri rodo bent apie 85 % sekos identiSkumg, geriau bent apie 90 % sekos
identiSkumg, dar geriau bent apie 95 % sekos identiSkumg ir visy geriausia
bent apie 98 % sekos identiSkumg su kintamaja sunkiosios grandinés sritimi,
kaip parodyta SEQ ID NO:10, taip pat patenka j §j iSradima.

Paprastai DNR segmentai turi dar ir ekspresijos kontrolés DNR sekg,
per operong prijungta prie chimerinio arba humanizuoto antikGno kodavimo
seky, ir natdraliai asocijuotas arba heterologines promotoriaus sritis.
Pageidautina, kad ekspresijos kontrolés sritys blty eukariotinio promotoriaus
sistemos, galinCios transformuoti arba transfekuoti eukariotiniy Seimininky
Igsteles, bet taip pat gali bati naudojamos ir prokariotiniy Seimininky
kontrolinés sekos. Kai | atitinkamg Seimininkg jvedamas vektorius,
Seimininkas yra laikomas dideliam nukleotidinés sekos ekspresijos lygiui
gauti tinkamose sglygose ir, jeigu pageidaujama, po to kintamosios
lengvosios grandines, sunkiosios grandinés, lengvosios/sunkiosios grandinés
dimerai arba nepaliestas antikdnas, suriSimo fragmentai arba kitos
imunoglobulino formos gali biti surenkamos ir iSgryninamos. (Zr. Beychok,
S., “Cells of Immunoglobulin Synthesis”, Academic Press, N.Y. (1979)). Taip
pat gali bdti pagaminami vienos grandinés antikinai, sujungiant
nukleortgsciy sekas, koduojancias €ia parodytas VL ir VH sritis, su DNR,
koduojandia polipeptidine junge.

Sio iSradimo antikGinui ekspresuoti gali bati naudojami prokariotiniai
Seimininkai, tokie kaip E. coli, ir kiti mikrobai, tokie kaip mielés. Apart
mikroorganizmy, Sio iSradimo antikinams ekspresuoti ir gaminti taip pat gali
bati naudojamos Zinduoliy audiniy Igsteliy kultﬁros. Tinkamesnés yra
eukariotinés lgstelés, kadangi Sioje srityje sukurta daug tinkamy Seimininky
Iasteliy liniju, galindiy iSskirti nepaliestus imunoglobulinus; tokiomis yra CHO
lasteliy linijos, jvairios COS Iagsteliy linijos, HelLa lgstelés, mielomos Igsteliy
linjjos ir hibridomos. Ekspresijos vektoriais Sioms Igstelems gali bdti
ekspresijos kontrolinés sekos, tokios kaip promotorius ir enhanceris, ir

bdtinos procesingo informacijos vietos, tokios kaip ribosominés suri$imo
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vietos, RNR sujungimo vietos, poliadenilinimo vietos ir transkripcijos baigmés
sekos, kurios yra zinomos specialistams.

Vektoriai, turintys dominancius DNR segmentus (pvz. sunkigjg ir/arba
lengvaja granding koduojancias sekas ir ekspresijos kontroles sekas), gali
bati perkelti | Seimininko lastele gerai zinomais budais, kurie Kinta
priklausomai nuo Igsteles Seimininko tipo. Pavyzdziui, prokariotinéms
lastelems paprastai yra naudojama kalcio chlorido transfekcija, o kitiems
lasteliy Seimininkams gali bati naudojamas apdorojimas kalcio fosfatu arba
elektroporacija. (Zr., pvz., Maniatis, et al., “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual’, Cold Spring Harbor Press (1982)).

Po ekspresijos pilni antikdnai, jy dimerai, atskiros lengvosios ir
sunkiosios grandinés arba kitos $io iSradimo imunoglobuliny formos gali bati
gryninamos pagal standartines $ioje srityje naudojamas metodikas, skaitant
nusodinimg amonio sulfatu, afinines kolonéles, kolongliy chromatografija,
gelio elektroforeze ir panasias. Farmaciniams tikslams pageidautini i$ esmés
gryni imunoglobulinai, bent 90-95 % homogeniskumo, geriau 98-99 % arba
didesnio homogeniskumo. '

Sio iSradimo antikinai paprastai turéty rasti pritaikqu gydant
sutrikimus, kuriuose tarpininkauja antikinas ir/arba T Igstelés. Tipiskos ligos
baklés, kurios gali bati taip gydomos, yfa implantanto prie$ Seimininkg liga ir
persodinto organo atmetimas, bei autoimuninés ligos, kaip antai | tipo
diabetas, psoriazé, i$sétiné sklerozeé, reumatinis artritas, sisteminé eritemine
vilkligé ir sunkioji miestemija.

Sio isradimo antikonai ir farmacinés kompozicijos yra ypatingai
tinkamos parenteriniam vartojimui, t.y. suleidziant po oda, | raumenis arba |
veng. Farmacinés kompozicijos parenteriniam vartojimui paprastai bus
antikGino, istirpinto tinkamame nesiklyje, geriausia vandeniniame nesiklyje,
tirpalas. Gali bati naudojami jvairiausi gerai specialistams Zinomi vandeniniai
nesikliai, pvz., vanduo, vandeninis buferis, druskos tirpalas, glicinas ir
panasis. Sie tirpalai yra sterilds ir paprastai neturi smulkiy dalelyCiy, Sios
farmacinés kompozicijos gali buti sterilizuojamos panaudojant jprastas gerai
Zinomas sterilizavimo metodikas. Kompozicijose gali bati farmaciélfai

priimtiny pagalbiniy medziagy, kuriy reikia priartejimui prie fiziologiniy sa,lyg"q,
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tokiy kaip pH sureguliavimo ir buferio agenty, toksiSkumg sureguliuojanciy
agenty ir pan., pavyzdziui, natrio acetato, natrio chlorido, kalio chiorido,
kalcio chlorido, natrio laktato, zmogaus albumino ir t.t.

Kompozicijos, j kurias jeina $io iSradimo antiktnai, gali bati vartojamos
profilaktiniam ir/arba terapiniam gydymui. Taikant terapijoje, kompozicijos yra
skiriamos jau ligos varginamam pacientui, duodant kiek|, kurio pakanka ligos
ir jos komplikacijy iSgydymui ar bent daliniam sustabdymui. Kiekis, kuris
atitinka Siy funkcijy atlikima, yra vadinamas “terapiSkai efektyvia doze”. Siam
panaudojimui efektyvis kiekiai priklauso nuo ligos basenos laipsnio ir paties
paciento imuninés sistemos bendrosios baklés, ir jj gali nustatyti patyres
specialistas.

Taikant profilaktikoje, Sio iSradimo antiklinus turinios kompozicijos yra
skiriamos dar nesanciam ligos blkléje pacientui, norint sustiprinti paciento
pasipriesinimg ligai (imuninio atsako slopinimui). Toks kiekis yra vadinamas
“profilaktiSkai efektyvia doze”. Siam panaudojimui tikslGs kiekiai taip pat
priklauso nuo paciento sveikatos stovio ir bendro imuniSkumo lygio.
Tinkamiausias profilaktinis panaudojimas yra pahaudojimas transplanto
atmetimo prevencijai, pvz. persodinto inksto atmetimo prevencijai.

Nors S§is iSradimas yra apraéytas remiantis iliustracijomis ir
pavyzdziais, skirtais didesniam aiSkumui ir supratimui, turéty bdti
suprantama, kad toliau duodamos apibréZties ribose yra galimi jvairGs jo

pakeitimai ir modifikacijos.
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<210> 1

<211> 108

<212> PRT

<213> zmogaus ir pelés

<400> 1
Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gin Ser lle Ser Asp Tyr
20 25 30

Leu His Trp Tyr GIn GIn Lys Ser His Glu Ser Pro Arg Leu Leu lle
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser His Ser lle Ser Gly lle Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Ser Asp Phe Thr Leu Ser lie Asn Ser Val Glu Pro
65 70 75 80
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Glu Asp Val Gly lle Tyr Tyr Cys GIn His Gly His Ser Phe Pro Trp

85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg
100 105
<210> 2
<211> 122
<212> PRT
<213>zmogaus ir pelés
<400> 2 '
GIin lle Gin Leu Val GIn Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15
Thr Val Arg lle Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Thr Thr
20 25 30
Gly Met Gin Trp Val GIn Glu Met Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp lle
35 40 45
Gly Trp lle Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Val Glu Asp Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Asn Thr Ala Tyr
65 75 75 80
Leu GIn lle Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95
Val Arg Ser Gly Asn Gly Asn Tyr Asp Leu Ala Tyr Phe Ala Tyr Trp
100 105 110
Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120
<210> 3
<211> 451
<212> PRT
<213> zmogaus ir pelés
<400> 3
GIn lle GIn Leu Val GIn Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Thr Val Arg lle Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Thr Thr
20 25 30



% LT 4837 B

Gly Met GIn Trp Val Gin Glu Met Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp lle
35 40 45

Gly Trp lle Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Val Glu Asp Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu GIn lle Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 g5

Val Arg Ser Gly Asn Gly Asn Tyr Asp Leu Ala Tyr Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

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

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

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 ' 160

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

Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn
195 200 205

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

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
225 230 235 240

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
245 250 255

lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
260 265 270

-

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val




ST LT 4837 B

275 280 285

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr
290 295 300

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 315 ' 320

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

Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val
’ 340 345 350

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser
355 360 365

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Val Glu
370 375 380

Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 395 , 400

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

Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425 430

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

- Pro Gly Lys
450

<210> 4

<211> 214

<212> PRT

<213> zmogaus ir pelés

<400> 4
Asp lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gin Ser lie Ser Asp Tyr
20 25 30



> LT 4837 B

Leu His Trp Tyr GIn GIn Lys Ser His Glu Ser Pro Arg Leu Leu lle
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser His Ser lle Ser Gly lle Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Ser Asp Phe Thr Leu Ser lle Asn Ser Val Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Val Gly lle Tyr Tyr Cys GIn His Gly His Ser Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala-Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn
145 150 155 ‘ 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210>5

<211> 8614

<212> DNR

<213> zmogaus ir pelés

<400> 5

gacggatcgg  gagatctgct  aggtgacctg aggegegcc  geticgaata  gccagagtaa 60
g

cctttttttt taattttatt ttattttatt tttgagatgg  agtttggcgc  cgatctecceg 120

atcccctatg gtcgactctc  agtacaatct  gctctgatge  cgcatagtta agccagtatc 180

tgctcectge ttgtgtgttg gaggtcgetg  agtagtgege  gagcaaaatt  taagctacaa 240




caaggcaagg
tgcttcgega
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttce
gotittggca
tccaccccat
aatgtcgtaa
tctatataag

ttaatacgac

ctcttettgg
cctgagctga
ttcacaacta
ggctggataa
gcecttctett
gaggacacgg
tttgcttact

teggtettee
tgcctggtca
accagcggceg
agcgtggtga

cacaagccca

agggtgtctg
cccagtccag

cccactcatg
gctaggtgec

caagagccat
tccacteect
ctctgcagag
agcccaggec
gggacaggce
tcetgggggg
cccggaceee
agttcaactg

agcagtacaa
tgaatggcaa

aaaccatctc

cggctcggee
cagcccecgag

caggtcagcc
gagagcaatg

ggctecttct

gtcttctcat

cttgaccgac
tgtacgggcc
tacggggtca
tggcecgect
tcccatagta
aactgeccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgcec
cagagctctc

tcactatagg

tggcagcage
agaagcctgg
ctggaatgca
acacccactc
tggaaacctc
ctacgtattt
ggggccaag

g
cectggeace

aggactactt
tgcacacctt
ccgtgeccte

gcaacacca
a
ctggaagcca
ggcagcaag
g9
ctcagggaga

cctaacceag

atccgggagg
cagcteggac
cccaaatctt

tcgeecteca

ccagecgggt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac

cagcacgtac
ggagtacaag

caaagccaa
a
caccctctge
aaccacaggt

tgacctgect

ggcagecgg
a

tcctctacag

gctcegtgat

aattgcatga
agatatacgc
ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagttigt
ccattgacgc
tggctaacta

gagacccaa
g
aacaggtgcc
agagacagtc
gtgggtgcaa
tggagtgcca
tgccaacact
ctgtgtgaga
gacactggtc

ctcctccaag
ccccgaaceg
cceggetgte
cagcagctig

ggtggacaag

ggctcagcge
caggcccegt

gggtettctg
gcectgeaca

accctgeece
accttctctc
gtgacaaaac

gctcaaggeg
gctgacacgt
ticctettce
tgcgtggtagg
ggcegtggagg

cgtgtggtca
tgcaaggtct

ggtgggaccc

cctgagagtg
gtacaccctg

ggtcaaaggc
gaacaactac

caagctcacc

gcatgaggct

59 .

agaatctgct
gttgacattg
gcccatatat
ccaacgaccce
ggactttcca
atcaagtgta
cciggcatta
tattagtcat
agcggtttga
titggcacca
aaatgggcgg
gagaaccca
(3
cttggtacca

cactccaga
aggatctect
gagatgccag
aaatatgtag
gcatatttac

tccgggaatg
actgtctctg

agecacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccag
a

aaagttggtg

tcctgectgg
ctgcctcttc

gctttttcce

caaaggggc
a
tgacctaagc
ctcceagatt
tcacacatgc
ggacaggtgc
ccacctccat
cccecaaaacce
tggacgtgag
tgcataatgc

gegtectcac
ccaacaaag
c

gtggggtgcg

accgcetgtac
cceecatece

tictatccea
aagaccacg
c
gtggacaaga

ctgcacaacc

tagggttagg
attattgact
ggagttcege
ccgceccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgg

taggcgtgta

tgcttactgg

tggactggac

tccagttggt
gcaaggcttc
gaaagggttt
aagacttcaa
agataagcaa
gtaactatga
cagctagcac

ggggeacagce
cgtggaactc

caggactcta
cctacatctg

agaggccagc

acgcatcccg
acccggaggce

caggctctgg

ggtgctggge

ccaccccaaa
ccagtaactc
ccaccgtgce
cctagagtag
ctcttcctca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag

cgtectgcac
cctceecagec

agggccacat

caacctctgt
gggatgagcet

gcgacatcgc
ctceegtgct

gcaggtggea

actacacgca

LT 4837 B
cgttttgegce 300
agttattaat 360
gttacataac 420
acgtcaataa 480
tgggtggact 540
agtacgcccc 600
atgaccttat 660
atggtgatge 720
tttccaagtc 780
gactttccaa 840
cggtgggagg 900
cttatcgaaa 960
ctggagaatc 1020
gcaatctgga 1080
tgggtatgcc 1140
gaagtggatt 1200
gggacggtit 1260
cctcaaaaat 1320
cctggectac 1380
caagggccca 1440
ggcectggge 1500
aggcgecctg 1560
ctccctcage 1620
caacgtgaat 1680 . 3
acagggagg 1740 - j
g9
gctatgcagc 1800
ctctgceecge 1860
gcaggcaca 1920
g
tcagacctgc 1980
ggccaaactc 2040
ccaatcttct 2100
caggtaagcc 2160
cctgcatcca 2220
gcacctgaac 2280
ctcatgatct 2340
cctgaggtca 2400
ccgegggag 2460
g
caggactggc 2520
cccatcgaga 2580
ggacagagg 2640
c
ccctacaggg 2700
gaccaagaa 2760
c
cgtggaglgg 2820
ggactccgac 2880
gcaggggaa 2940
c
gaagagcctc 3000



tcoctgtcte

ggtcgcacga
aaataaagca

tcaggccgag

cactggccca
gcecteggcea
gctgggcecac

ggagactgtc
atgectagtc

acccctggcet
tgcactctcg

cccgttcaac
cacgcctcac

tcctcgcaca
aggcccacga
tcctetcaca
acgtccctgg
gactgtgcct
cctggaaggt
tctgagtagg

ttgggaagac
aagaaccagc
ggcgagatgtg
tccttteget

aaaaagcatg
gcccctaact
ttatgcagag

tittggaggce
aacttgacgg
tcgaccattg

cctaccctgg
ttcagtggaa
tgagaagaat
accaccacga
acaaccggaa
ccaggaagcc
atttgaaagt
atacccaggc

ctacgagaag
atgcattttt
tacttctgtg
aatataaaat
tagattccaa
aacctgtttt
cattctactc

tigctaagtt
tacaccacaa

acctttataa
aggcatagag

cgggtaaatg
ggatgcttgg
cccagegclg
tctgaggcect

ggctgtgcag
gggtggggga
gggaagceect

cigttctgtg
catgtgcgta

gccctgecca
ggccctgtgg
aaaccccgca
acacggagce
c
cgtgaacact
gcctetegge
agggtgccce
ccetggecca
tctagttgee
gccactceca
tgtcattcta

aatagcaggc
tggggctcta
gtggttacge
ttctteectt

catctcaatt
cegeccagtt
gccgaggcee
9
ctaggctttt
caatcctagce
aactgcatcg

ccteegetea
ggtaaacaga
cgacctttaa
ggagctcatt
ttggcaagta
atgaatcaac
gacacqtttt
gtectctetg

aaagactaac
ataagaccat
gtgtgacata
ttttaagtgt
cctatggaac
gctcagaaga
ctccaaaaaa

ttttgagtca
aggaaaaag
c
gtaggcataa
{gtctgctat

agtgcgacgg
cacgtacccc
ccctgggecc

gagtggcatg

gtgtgectgg
tttgccageg
aggagccecct

agcegceccctg
ggagacaggc
c
gcctcgeacc
agggactggt
ctgaggttgg
tcacccgggce

cctcggacac
agcttctcca
tgcagccgce
cttcccagtg
agccatctgt
ctgtcctitc
ttctggaggg

atgctgggga
gggggtatcc
gcagcegtgac
cctttctege

agtcagcaac
ccgceccattc
ccteggectc

gcaaaaagct
gtgaaggctg
tcgeegtgte

ggaacgagtt
atctggtgat
aggacagaat
ttcttgccaa
aagtagacat
caggccacct
tcccagaaat
aggtccagga

aggaagatgc
gggacttttg
attggacaaa
ataatgtgtt
tgatgaatgg
aatgccatct
gaagagaaa
g

tgctgtgttt
tgcactgcta

cagttataat
taataactat

60

ccggcaagec
ctgtacatac
ctgcgagact
agggaggca
g
gccecctagg
tggccecteec
ggggacaga
c
tectcecgac
ctcectcace

cgcatgggga
gcagatgccc
ccggcecacac
gaactgcaca

aggccceccac
catgctgacc
acacacacac
ccgcececttce
tgtttgccee
ctaataaaat

tggaatgagg

tgcggtggge
ccacgegcecc
cgctacactt
cacgttcgcc

catagtcccg
tccgececat
tgagctattc

tggacagcic
gtaggatttt
ccaaaatatg

caagtacttc
tatgggtagg
taatatagtt
aagtttggat
ggtttggata
tagacitcittt
tgatttggag
ggaaaaagg
c
tttcaagttc
ctggctttag
ctacctacag
aaactactga
gagcagtggt
agtgatgatg
gtagaagacc

agtaatagaa
tacaagaaaa

cataacatac
gctcaaaaat

ccegctecece
ttcceggacg
gtgatgattc
agcgggtccc

gtggggctca
tccagcagca
acacagccecc

ctecatgeee
catctaccce

cacaaccgca
acacacacac
ggccaccaca
gcacccagac

gagccccacg
tgctcagaca
aggggatcac
ctgcaggacg
tcceeegtge
gaggaaattg
caggacagca

tctatggett
tgtagcggeg
gccagcegecce
gggcctctca

ccectaacte
ggctgactaa
cagaagtagt

agggctgcga
atcceegcetg
gggattggca

caaagaatga
aaaacctggt
ctcagtagag
gatgccttaa
gtcggaggca
gtgacaagga
aaatataaac
atcaagtata

tctgceteece
atctctttgt
agatttaaag
ttctaattgt
ggaatgcctt
aggctactgc
ccaaggactt

ctcttgettg
ttatggaaaa

tttttttct
tgtgtacctt

LT 4837 B
gggctctege 3060
cccageatgg 3120
tttccacggg 3180
actgtccceca 3240
gccagggget 3300
cctgeeetgg 3360
tgcctcigta 3420
actcgggggc 3480
cacggcacta 3540
tccggggaca 3600
tcagcccaga 3660
cacacacgtg 3720
cagagcaag 3780
g9
cggcaccica 3840
aacccagcce 3900
acaccacgtc 3960
gatcagcctc 4020
cttccttgac 4080
catcgcattg 4140
agggggagg 4200
a
ctgaggcgga 4260
cattaagcgc 4320
tagcgcccge 4380
aaaaaggga 4440
a
cgcccatccc 4500
tttttttat 4560
gaggaggctt 4620
fttcgcgcca 4680
ccatcatggt 4740
agaacggag 4800
a
ccacaacctc 4860
tctecattee 4920
aactcaaaga 4980
gacttattga 5040
gttctgttta 5100
tcatgcagga 5160
ttctcccaga 5220
agtttgaagt 5280
tcctaaaget 5340
gaaggaacct 5400
ctctaaggta 5460
ttgtgtattt 5520
taatgaggaa 5580
tgactctcaa 5640
tccttcagaa 5700
ctttgctatt 5760
atattctgta 5820
tactccacac 5880
tagcttttta 5940




atttgtaaag
cagccatacc
gaacctgaaa
tggttacaaa
ttctagttgt
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat
accgtcgacc
tigttatccg

gggtgcctaa
gtcgggaaac

fttgcgtatt
gctgeggega
ggataacgca

ggccgegttg
acgctcaagt

tggaagctcc
ctttctcect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca

gttcttgaag
tctgctgaag

caccgctggt

atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgacte
tgctgcaatg
gccagccgga

tattaattgt
tgttgccatt
ctceggttee
tagctccttc
ggttatggca
gactggtgag
ttgcceggceg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtoa

gaaatgttga

ttgtctcatg
gcgcacattt

<210>6

<211> 8858
<212> DNR

gggttaataa
acattigtag
cataaaatga
taaagcaata
ggttigtcca
cgcggggatc
ggttacaaat
tctagttgtg
tctagctaga
ctcacaattc

tgagtgagct
ctgtegtgec

gggegctett
geggtatcag
ggaaagaac
a

ctggegtttt
cagaggtggc

ctegtgeget
tcgggaagceg
gttcgetcca
tceggtaact
gccactggta

tggtggccta
ccagttacct

agcggtggtt

gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgag
c

tgccgggaag
gctacaggcea
caacgatcaa
ggtectecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttettcgg
cceactegtg
gcaaaaaca
g .
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaa

g

ggaatatttg
aggttttact
atgcaatigt
gcatcacaaa
aactcatcaa
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtccaa
gettggegta
cacacaacat

aactcacatt
agctgcatta

cecgcttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa

tccataggct
gaaacccga
c
ctectgttce
tggcgctttc
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag

actacggcta
tcggaaaaag

titttgtttg

tcitttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg

ctagagtaag
tcgtggtgtc
ggcgagttac
tegttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaa
a

tcttectttt
tatttgaatg
tgccacctga

61

atgtatagtg
tgctttaaaa
tgitgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
gttcttegee
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagcecgg
a
aattgcgttg
atgaatcggc

gctcactgac
ggcggtaata
aggccagca
a

ccgeeccect
aggactataa

gaccctgeeg
tcaatgctca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgag
g
cactagaagg

agttggtagc

caagcagca
g

ggggtctgac
aaaaaggatc

tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgcaact

tagttcgcca
acgctegteg
atgatccccc
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagce
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa

tcaatattat
tatttagaaa

cgtc

ccligactag
aacctccecac
ttgtttattg
aaagcatttt
catgtctgga
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttatc
tagctgtttc
agcataaagt

cgctcactge
caacgcgegg

tcgetgegct
cggttatcca
aaggccagga

gacgagcatc
agataccagg

cttaccggat
cgctgtaggt
ccececgtic
gtaagacacg
tatgtaggceg

acagtatttg
tcttgatccg

attacgcgca

gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgect

gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgeagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgctgt
tcttttactt
aagggaataa

tgaagcattt
aataaacaaa

LT 4837 B
agatcataat 6000
acctcccect 6060
cagcttataa 6120
titcactgca 6180
tcggctggat 6240
tatttattgc 6300
aagcattttt 6360
atgtctgtat 6420
cigigtgaaa 6480
gtaaagcctg 6540
ccgctttcca 6600
ggagaggcg 6660
g
cggtegtteg 6720
cagaatcagg 6780
accgtaaaaa 6840
acaaaaatcg 6900
cgtttcccee . 6960
acctgtccge 7020
atctcagtic 7080
agcccgaccg 7140
acttategcc 7200
gtgctacaga 7260
gtatctgegce 7320
gcaaacaaa 7380
c
gaaaaaaag 7440
g
acgaaaactc 7500
tecttttaaa 7560

- ctgacagtta 7620
catccatagt 7680
ctggccccag 7740
caataaacca 7800
ccatccagtc 7860
tgcgcaacgt 7920
cttcattcag 7980
aaaaagcggt 8040
tatcactcat 8100
gctittctgt 8160
cgagttgetc 8220
aagtgctcat 8280
tgagatccag 8340
tcaccagegt 8400
gggcgacac 8460
g
atcagggtta 8520
taggggttcc 8580

8614



62 LT 4837 B
<213> zmogaus ir peles
<400> 6
gacggatcgg  gagatctgct  agcccgggtg acctgaggeg  cgecggettc gaatagccag 60
agtaaccttt tittttaatt ttattttatt ttatttttga gatggagttt ggcgeegate 120
tcccecgatcce  ctatggtcga ctctcagtac  aatctgctct gatgccgcat  agttaagcca 180
gtatctgctc cctgcttgtg tgttggaggt  cgcgagtag  tgcgcgagca  aaatttaagc 240
tacaacaagg  caaggcitga ccgacaattg catgaagaat ctgcttaggg  ttaggegtit 300
tgegetgcett cgcgatgtac  gggccagata tacgegttga  cattgattat tgactagtta 360
ttaatagtaa tcaattacgg  ggtcattagt tcatagccca  tatatggagt tccgegttac 420
ataacttacg gtaaatggcc  cgectggetg  accgeccaac  gaccccegec  cattgacgtc 480
aataatgacg tatgttccca tagtaacgcc  aatagggact ttccattgac gtcaatgggt 540
ggactattta cggtaaactg cccacttggc  agtacatcaa  gtgtatcata tgccaagtac 600
gececcctatt gacgtcaatg acggtaaatg gcccgectgg  cattatgece agtacatgac 660
cttatgggac tttectactt ggcagtacat ctacgtatta gtcatcgcta ftaccatggt 720
gatgcgattt tggcagtaca tcaatgggcg tggatagegg  tttgactcac ggggatttecc 780
aagtctccac cccatigacg tcaatgggag titgttttgg caccaaaatc aacgggactt 840
tccaaaatgt cgtaacaact ccgccccatt  gacgcaaatg ggeggtagge  gtgtacggtg 900
ggaggtctat ataagcagag ctctctggct aactagagaa cccactgctt actggcttat 960
cgaaattaat acgactcact atagggagac ccaagcttgg taccatggaa gccccagetc 1020
agcttctctt cctectgcta ctctggetcc  cagataccac cggagacatt  gttctgactc 1080
agtctccage cacccigtct  gtgactccag  gagatagagt  ctctctttee tgcagggcca 1140
gccagagtat tagcgactac  ttacactggt atcaacaaaa atcacatgag tctccaaggc 1200
ttctcatcaa atatgcttcc cattccatct ctgggatccc  ctccaggtic agtggcagtg 1260
gatcagggtc agatttcact ctcagtatca  acagtgigga acclgaagat gttggaattt 1320
attactgtca acatggtcac  agctttecgt ggacgttcgg  tggaggcacc aagctggaaa 1380
tcaacgtaa gtctcgagtc  tctagataac  cggtcaatcg gtcaatcgat  tggaattcta 1440
aactctgagg gggtcggatg  acgiggccat  tctttgecta aagcattgag  tttactgcaa 1500
ggtcagaaaa  gcatgcaaag ccctcagaat ggctgcaaag agcetccaaca aaacaatita 1560
gaactttatt aaggaatagg gggaagctag gaagaaactc aaaacatcaa gattttaaat 1620
acgcticttg gtctecttge tataattatc tgggataagc  atgctgttit ctgtctgtce 1680
ctaacatgcc cttatccgca  aacaacaca ccaagggca  aacttigtta cttaaacacc 1740
G g
atcctgtttg cttctttect caggaactgt ggctgcacca ftcigtcttca tcttceegee 1800
atctgatgag cagttgaaat  ctggaactgc  ctctgttgtg tgcctgcetga ataacttcta 1860
tcccagagag — gccaaagtac agtggaaggt ggataacgec ctccaatcgg  gtaactccca 1920
ggagagigtc  acagagcag acagcaagg cagcacctac agcctcagca gcaccctgac 1980
g a
gctgagcaaa  gcagactacg agaaacaca  agtctacgcc  tgcgaagtca  cccatcaggg 2040
a
cctgagceteg cccgtcacaa agagcettcaa caggggaga tgttagaggg — agaagtgece 2100
: g
ccacctgcete ctcagttcca  gcctgaccce  cteecatect ttggectetg acccttittc 2160
cacaggggac ctacccctat  tgeggtectc  cagcetcatct  ttcacctcac cceectecte 2220
ctccttggct ttaattatgc taatgttgga ggagaatgaa taaataaagt  gaatctitgc 2280
acctgtggtt tctctctttc ctcatttaat aattattatc tgttgtttta ccaactactc 2340
aatttctctt ataagggact aaatatgtag tcatcctaag  gcacgtaacc  atttataaaa 2400
atcatccttc attctatttt accctatcat  cctctgcaag  acagtcctcc  cicaaaccca 2460
caagccttct gtcctcacag  tcccctggge  catggtagga gagacttget  tectigttit 2520
cccctectca gcaagccctc  atagtccttt ttaagggtga  caggtcttac  agtcatatat 2580
ccttigattc aattccctga  gaatcaacca aagcaaaftt ttcaaaagaa gaaacctgcet 2640
ataaagagaa tcattcattg caacatgata taaaataaca acacaataaa agcaattaaa 2700
taaacaaaca  atagggaaat gtttaagtic atcatggtac  ttagacttaa tggaatgtca 2760
tgccttattt acatttttaa acaggtactg agggactcct gtctgccaag  ggecgtatig 2820
agtactttcc acaacctaat ttaatccaca  ctatactgtlg agattaaaaa cattcattaa 2880
aatgttgcaa aggttctata aagctgagag acaaatatat tctataactc agcaatccca 2940
ctictagatg actgagtgic  cccacccacc aaaaaactat gcaagaatgt tcaaagcage 3000
tttatttaca aaagccaaa attggaaata  gcccgattgt  ccaacaatag aatgagttat 3060

a




taaactgtgg
atacctactc
aaagatatgt
agaaatttgg
caagaaggag
tgatctgtge
cttataccca

taagtggagg
gagtctgect

atctgtgcce
ttcagcaagg
acactcacat

tggggcactc
cctctctetg
aaatgactga

ggggaaggac

aatgttgatg
aatgtccctt
aaaggcaggc
tccaaccgeg
cctcgactgt
tgaccctgga
attgtctgag

aggattggga
cggaaagaac

gcgcggcgygg

cegctecttt
ggaaaaaaag
tceegececct
ttatttatgc

gctittitgg
gccaaacttg

tggttcgace

gagacctacc
cctcttcagt
ttcctgagaa
aagaaccacc
ttgaacaacc
fttaccagga
aggaatttga
cagaataccc

aagtctacga

agctatgcat
accttacttc
ggtaaatata
attttagatt
ggaaaacctg
tcaacattct

tatgtttata
acacagatga
tctgtatgtt
atggaaatta
ctictgggot
actgttctgt
gttaatagat

cctgggatca
tccagggctc

tgtttggcta

ggacagagg
a

gtttgggaag

tggccctgece
cctacactct
caatcccttt

agtcatggag

agtatcaaat
ccaatgacat
ataatccagt
gaagggcect
gccttctagt
aggtgccact
taggtgtcat

agacaatagc
cagcetgggge
tgtggtggtt

cgctitcttc
catgcatctc
aactccgece
agaggcecga
g
aggcctaggc
acggcaatcc
attgaactgc

ctggccteeg
ggaaggtaaa
gaatcgacct
acgaggagct
ggaattggca
agccatgaat
aagtgacacg
aggcgtcctc

gaagaaaga
c
ttttataaga
tgtggtatga
aaatttttaa
ccaacctatg
ttttgctcag
actcctccaa

cattagaata
atctcataaa
ttcatccata
ctcttagetg
cttggtaatg
atacacatlta
agaagagga
a
aatagctacc
aaggtgctca

gctaggagca
cagaattaac

ggggaaggg
c

cctctcagcet
gaaggggttc
gtcetgettt
aaactacata

ctttcaaact
gaactigctc
tatgaattct
attctatagt
tgccagcecat
cccactgtce
tctattctgg

aggcatgctg
tctagggggt
acgegeagce
gcttcctttc
aattagtcag
agttccgecc
geegecetegg

ttttgcaaaa
tagcgtgaag
atcgtcgecg

ctcaggaacg
cagaatctgg
ttaaaggaca
cattttcttg
agtaaagtag
caaccaggcc
ttittcccag
tctgaggtce

taacaggaag

ccatgggact
cataattgga
gtgtataatg
gaactgatga
aagaaatgcc
aaaagaaga
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cccaatgagg
aataatgtta
taaagttcaa
ggagtgggeg
ttctgttect
tgcttcaaaa
taagtaatag

tgcctaatce
acaaaacaa
c

cacatacata

ctigcceaga
acatgtaaat

actcatccat
aggagtaact
gttittcttt
aggaagcac

c
ttggaggttt
actcatccct
tgcggeeget
gtcacctaaa
cligtigtttg
tttcctaata
ggggtggagt

gggatgeggt
atccccacge
tgaccgctac

tegecacgtt
caaccatagt
attctccgee
cctctgaget

agcttggaca
gctggtagga
tgtcccaaaa

agttcaagta
tgattatggg
gaattaatat
ccaaaagttt
acatggtttg
accttagact
aaattgattt

aggaggaaa
a
atgciticaa

tttgctggct
caaactacct
tgttaaacta
atgggagcag
atctagtgat
aaaggtagaa

agaattaaca
cataagagaa
aaccaggtaa
agttagtgcc
cgtgtggggt
taacttcaca
gtcaagacca

tgccewctig
aggectgcta

gaaattaaat
cactggaaac
gaggactctt

ccaacacacc
aacacagcat
ccagtcagta
{tgcccttct

gagtagggat
gggggccaaa
tgctagcttc
tgctagagcet
ccecteeecce
aaatgaggaa

ggggcaggac

gggctctatg
gccectgtage
acttgccagc

cgeegggect
ccegececcta
ccatggctga
attccagaag

gctcaggget
ttttatccee

tatggggatt

cttccaaaga
taggaaaacc
agttctcagt
ggatgatgcc
gatagtcgga
ctitgtgaca
ggggaaatat
aggcatcaag

gttctctget

ttagatctct
acagagattt
ctgattctaa
tggtggaatg
gatgaggcta
gaccccaagg

agctacaact 3120
actcaatgca 3180
aaataaagtt 3240
tgggagaaga 3300
tgtgcagtta 3360
taaagaacat 3420
acgcagctgg 3480
agccctgaat 3540
ttttectgge 3600
gaaacagac 3660
c

ccatgtatga 3720
cctcattcta 3780
tttctaagta 3840
cectteecte 3900
ctgggaaagt 3960
gcetcttgag 4020
gagactcagt 4080
ttgaacaatc 4140
acgtgttgga 4200
cgctgatcag 4260
gtgecticet 4320
attgcatcgc 4380
agcaagggg 4440
g

gcttctgagg 4500
ggcgcattaa 4560
gccctagege 4620
ctcaaaaaag 4680
actccgccca 4740
ctaatttttt 4800
tagtgaggag 4860
gcgatttcge 4920
gctgccatca 4980
ggcaagaac 5040
g9

atgaccacaa 5100
tggttctcca 5160
agagaactca 5220
ttaagactta 5280
ggcagttctg 5340
aggatcatgc 5400
aaacttctcc 5460
tataagtttg 5520
cccetectaa 5580
ttgtgaagga 5640
aaagctctaa 5700
tigtttgtgt 5760
cctttaatga 5820
ctgctgactc 5880
actttcctic 5940



agaattgcta
tatttacacc

tgtaaccttt
acacaggcat
tttaatttgt
taatcagcca
ccctgaacct
ataatggtta
tgcattctag
ggatgatcct

ttgcagctta
ttttttcact
gtataccgtc
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg

gcggtttgeg
ttcggetgeg
caggggataa

aaaaggccgc
atcgacgctc
ccectggaag
ccgectttct
gttcggtgta
accgcetgege
cgccactgge
cagagttctt
gegctetgct
aaaccaccgc

aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctgce
accagccagce

agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gegtttctgg

cacggaaatg
gttattgtct
ttccgegeac

<210>7

agttttttga
acaaaggaa
a
ataagtaggc
agagtgtctg
aaaggggtta
taccacattt
gaaacataaa
caaataaagc
tigtggtttg
ccagegegg

g
taatggttac

gcattctagt
gacctctagce
tccgetcaca

R ctaatgagtg

aaacctgtcg

tattgggcge
gcgageggta
cgcaggaaa
g9
gttgctggeg
aagtcagagg
cteectegtg
cccttcggga
ggtcgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt

agaagatcct
agggattitg
atgaagtttt
cttaaatcagt
actccccgtc
aatgataccg
cggaagggc
c
tigttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect
ggcagceactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa

ttgaatactc

catgagcgga
atttcccega

Y
gtcatgctgt
aagctgcact

ataacagtta
ctattaataa
ataaggaata
gtagaggttt
atgaatgcaa
aatagcatca
tccaaactca
gatctcatgc

aaataaagca
tgtggtttgt
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagctge

tcttccgett
tcagctcact
aacatgtgag

tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agegtggege
tccaagcetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
gatttitttg

tigatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gitgtagataa
cgagacccac
gagcgcaga
a
gaagctagag
ggcatcgtag
tcaaggcgag
cegategtig
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggegaa
cgtgcaccca
acaggaagg
c

atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
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gtttagtaat
gctatacaag

taatcataac
‘ctatgctcaa
tttgatgtat
tacttgcttt
ttgttgtigt
caaatttcac
tcaatgtatc
tggagttctt

atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat

cctegcetcac
caaaggcggt
caaaaggcc
a
ggctccgecc
cgacaggact
ttccgaccct
tttctcaatg
gctgtgtgcea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca

ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcegat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge

taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce

ttittcaata
aatgtattta
ctgacgtc

agaactcttg
aaaattatgg

atactgtttt
aaattgtgta
agtgccttga
aaaaaacctc
taacttgttt
aaataaagca
ttatcatgtc
cgcecaccce

aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgctca
cggccaacgce

tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc

ccctgacgag
ataaagatac
gccgcttacc
ctcacgctgt
cgaaccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctctiga
gcagattacg

tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc

gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggcegea
gccatcegta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggg
a
ttattgaagc
gaaaaataaa

LT 4837 B
cttgctttge 6000
aaaaatattc 6060
ttcttactec 6120
ccittagctt 6180
ctagagatca 6240
ccacaccicc 6300
attgcagctt 6360
tttitttcac 6420
tggatcggct 6480
aacttgtita 6540
aataaagcat 6600
tatcatgtct 6660
titcctgtgt 6720
aagtgtaaag 6780
ctgceegett 6840
gcggggaga 6900
g9
cgctcggicg 6960
tccacagaat 7020
aggaaccgta - 7080
catcacaaaa 7140
caggcgtttc 7200
ggatacctgt 7260
aggtatctca 7320
gttcagcceg 7380
cacgacttat 7440
ggeggtgeta 7500
tttggtatct 7560
tccggcaaac 7620
cgcagaaaa 7680
a
tggaacgaaa 7740
tagatccttt 7800
tggictgaca 7860
cottcatcca 7920
ccatctggec 7980
tcagcaataa 8040
gcctecatece . 8100
agittgegca 8160
atggcttcat 8220
tgcaaaaaag 8280
gtgttatcac 8340
agatgcttit 8400
cgaccgagtt 8460
ttaaaagtgc 8520
ctgttgagat 8580
acfttcacca 8640
ataagggcga 8700
atttatcagg 8760
caaatagggg 8820

8858




65

LT 4837 B
<211> 321
<212> DNR
<213> Zmogaus ir pelés
<400> 7
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc  cigtcttigt Ctccagggga aagagccacc 60
ctctectgea gggccagtca  gagtattagc  gattacttac  Attggtacca  acagaaacct 120
ggccaggetc  ccaggetcct  catctattac gcatcccact  Ccatctctgg  catcccagec 180
aggttcagtg gcagtgggtc  tgggacagac ttcactctca Ccatcagcag cctagagect 240
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcat  ggccactctt  Ttccttggac  cttcggeggg 300
gggaccaagg tiggaaattaa a 321
<210> 8
<211> 107
<212> PRT

<213> zmogaus ir pelés
<400> 8

Glu lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser lle Ser Asp Tyr
20 25 30

Leu His Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Ala Ser His Ser lle Ser Gly lie Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn His Gly His Ser Phe Pro Trp

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys

100 105
<210> 9
<211> 366
<212> DNR
<213> zmogaus ir pelés
<400> 9
caggtgcagc  tggtgcaatc  tgggtctgag  ttgaagaagc  ctggggectc  agtgaaggtt 60
tcctgcaagg cttctggata cgccttcact accactggca tgcagtgggt  gcgacaggec 120
cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg atcaacaccc acagcggggt cccaaagtat 180
gtcgaggact tcaaaggacg gtttgtcttc tccttggaca  ccictgtcag cacggcatat 240
ctgcagatca gcagcctaaa ggcetgaggac  actgeegtgt  attactgtge gagatctggc 300
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aatgggaact atgacctggc  atactttaag tattggggcc  agggaaccct  ggtcaccgtc 360
tcctea 366
<210> 10
<211> 122
<212> PRT

<213> tmogaus ir pelés
<400> 10

Gin Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Thr Thr
20 25 30

Gly Met Gin Trp Val Arg GiIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp lle Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Val Glu Asp Phe
50 55 - 60

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

Leu GIn lle Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 Q0 95
Ala Arg Ser Gly Asn Gly Asn Tyr Asp Leu Ala Tyr Phe Lys Tyr Trp
100 105 110
Gly GIn-Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 11
<211> 321
<212> DNR
<213> zmogaus ir pelés
<400> 11
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc  cigtcttigt ctccagggga aagagccacc 60
ctetectgea gggccagtca gagtattagc  gattacttac attggtacca acagaaacct 120
ggccaggctc  ccaggcetect catctattac gcatcccact  ccatctetgg catcccagec 180
aggttcagtg gcagtgggtc  tgggacagac ttcactctca ccactagcag cctagagcct 240
gaagatittg cagtttatta ctgtcagcat  ggccactctt atccttggac cticggaggg 300
gggaccaagg tggaaattaa a 321
<210> 12
<211> 107

<212> PRT
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<213> Zmogaus ir pelés

<400> 12
Glu lle Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gin Ser lle Ser Asp Tyr
20 25 30

Leu His Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Tyr Ala Ser His Ser lle Ser Gly lle Pro Ala Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn His Gly His Ser Phe Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105

<210> 13

<211> 366

<212> DNR

<213> Zmogaus ir pelés

<400> 13

cagatccagt tggtgcaatc  tggacctgag  ctgaagaagc ctggagagac  agtcaggatc 60
tcctgecaagg ctictgggta tgccttcaca actactggaa tgcagtgggt  gcaagagatg 120
ccaggaaagg gtttgaagtg gattggctgg  ataaacaccc  actctggagt  gccaaaatat 180
gtagaagact  tcaagggacg gtttgecttc tctttggaaa cctctgccaa  cactgcatat 240
ttacagataa gcaaccicaa aaatgaggac acggctacgt  atttctgtgt gagatccggg 300
aatggtaact atgacctggc  ctactttgct tactggggcc  aagggacact ggtcactgtc 360
tctgeca 366

<210> 14

<211> 324

<212> DNR

<213> Zmogaus ir pelés

<400> 14

gacattgttc tgactcagtc  tccagccacc  ctgtctgtga ctccaggaga  tagagtctct 60
ctitcctgea gggccagcc  gagtattage  gactacttac  actggtatca acaaaaatca 120

a

catgagtctc caaggcttct  catcaaatat  gcttcccatt ccatctctgg gatcccctce 180
aggttcagtg gcagtggatc  agggtcagat ttcactctca gtatcaacag  tgtggaacct 240
gaagatgttg gaatttatta ctgtcaacat  ggtcacagct ttccgtggac  gttcggtgga 300
ggcaccaagc  tggaaatcaa  acgt 324
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ISRADIMO APIBREZTIS

Lengvosios grandinés kintamoji sritis, apimanti visg aminoriagsciy
sekg, parodytg SEQ ID NO:1 (fig.4a), arba biologiskai aktyvig jos dal;.
Sunkiosios grandinés kintamoji sritis, apimanti visg aminoragséiy seka,
parodytg SEQ ID NO:2 (fig.4b), arba biologiskai aktyvig jos dalj.
Chimerinis antiktGnas, kuris jungiasi su zmogaus CD40, besisk
i i riantis tuo, kad jis turi lengvajg granding ir sunkiajg grandine, ir
éi‘ lengvoji grandiné turi lengvosios grandines kintamagjq sritj pagal 1
punkta.

Chimerinis antikinas, kuris jungiasi su zmogaus CD40, besisk
[ ljr iantis tuo, kad jis turi lengvagjg grandineg ir sunkigjg granding, ir
Si sunkioji grandiné turi sunkiosios grandinés kintamgjq sritj pagal 2
punkta.

Chimerinis antikiinas pagal 3 punktg, besiskiriantis tuo, kad
minéta sunkioji grandiné turi sunkiosios grandinés kintamajq sritj pagal
2 punkta. ‘

Chimerinis antikinas, kuris jungiasi su zmogaus CD40, turintis
lengvaja grandine ir sunkiajg grandine, besiskiriantis tuo, kad
minéta lengvoji grandiné turi visg aminoragséiy seka, parodytg SEQ ID
NO:4, arba jos biologiSkai aktyvig dalj, o minéta sunkioji grandiné turi
visg aminoragsCiy sekg, parodyta SEQ ID NO:3, arba jos biologiskai
aktyvig dal;.

Nukleoragsties molekulé, turinti nukleotidy sekg, koduojancig
lengvosios grandinés kintamaja sritj pagal 1 punkta.

Nukleortgsties molekule, turinti nukleotidy seka, koduojancig
sunkiosios grandinés kintamajg sritj pagal 2 punkta.

Ekspresijos vektorius, besiskiriantis tuo, kad jis turi
nukleortigsties sekg pagal 7 punkta.

Ekspresijos vektorius, besiskiriantis tuo, kad jis turi

nukleoriagsties sekg pagal 8 punkta,.




1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

69 LT 4837 B

Humanizuotas antikiinas, besiskiriantis tuo, kad jis turi dalf
lengvosios grandinés kintamosios srities pagal 1 punkta,
Humanizuotas antikiinas, besiskiriantis tuo, kad jis turi dalj
sunkiosios grandinés kintamosios srities pagal 2 punkta.

Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad | ja jeina
chimerinis antikinas pagal 5 punkta,

Farmacine kompozicija, besiskirianti tuo, kad | jg jeina
chimerinis antiknas pagal 6 punkta.

Chimerinis antikinas, kuris jungiasi su Zzmogaus CD40, turintis
lengvosios grandinés kintamajg sritj ir sunkiosios grandinés kintamaja
srity besiskiriantis tuo, kad minéta lengvosios grandinés
kintamoji sritis apima aminorigséiy seka, turinCig bent 90 % sekos
identikuma lengvosios grandinés kintamajai sriCiai pagal 1 punkta.
Chimerinis antikinas, kuris jungiasi su Zzmogaus CD40, turintis
lengvosios grandinés kintamajg sritj ir sunkiosios grandinés kintamajg
srit, besiskiriantis tuo, kad minéta sunkiosios grandinés
kintamoji sritis apima aminorugs$ciy seka, turintig bent 90 % sekos
identiSkuma sunkiosios grandinés kintamajai sriciai pagal 2 punkta.
Farmaciné kompozicija pagal 14 punkta, skirta panaudoti paciento,
varginamo T Igsteliy tarpininkaujamo sutrikimo gydymui.

Nuleorigsties molekulé pagal 7 punkta, turinti nukleotidy seka,
parodytg SEQ ID NO:6.

Nuleortigéties molekulé pagal 8 punkta, turinti nukleotidy seka,
parodytg SEQ ID NO:5.

Chimerinis antikiinas pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad
jis turi lengvosios grandinés aminorlgsciy seka, parodytg SEQ ID
NO:4 ir sunkiosios grandinés aminortgsciy seka, parodytg SEQ ID
NO:3.

Humanizuotas antikiinas pagal 11 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis turi lengvosios grandinés kintamajg sritj, parodytg SEQ ID
NO:8.



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

70 LT 4837 B

Humanizuotas antikiinas pagal 11 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis turi sunkiosios grandinés kintamaja sritj, parodytg SEQ ID
NO:10.

Humanizuotas antikinas pagal 12 punktg, besiskiriantis tuo,
kad jis turi lengvosios grandinés kintamajq sritj, parodyta SEQ ID
NO:8. '

Humanizuotas antikinas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis turi sunkiosios grandinés kintamajq srit, parodytg SEQ ID
NO:10.

Humanizuotas antikiinas pagal 11 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis turi lengvosios grandinés kintamajg sritj, parodytg SEQ ID
NO:8, ir sunkiosios grandinés kintamaja sritj, parodytg SEQ ID NO:10.
Humanizuotas antikinas pagal 11 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis turi lengvosios grandinés kintamajg sritj, parodytgq SEQ ID
NO:12.

Humanizuotas antikiinas pagal 26 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis turi sunkiosios grandinés kintamajg sritj, parodytg SEQ ID
NO:10.

Humanizuotas antikiinas pagal 11 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis turi lengvosios grandinés kintamajq sritj, parodytq SEQ ID
NO:12, ir sunkiosios grandinés kintamgjg sritj, parodyta SEQ ID
NQ:10.

Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad | jg jeina
humanizuotas antiktnas pagal 25 punkta.

Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad | jg jeina

humanizuotas antiktnas pagal 28 punkta.
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61

- 121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
© 2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

GACGGATCGG
CCTTITTTIT
ATCCCCTATG
TGCTCCCTGC
CAAGGCAAGG
TGCTTCGCGA
AGTAATCAAT
TTACGGTAAA
TGACGTATGT
ATTTACGGTA
CTATTGACGT
GGGACTTITCC
GGTTTTGGCA
TCCACCCCAT
AATGTCGTAA
TCTATATAAG
TTAATACGAC
CTCTTCTTGG

GAGATCTGCT
TAATTTTATT
GTCGACTCTC
TTGTGTGTTG
CTTGACCGAC
TGTACGGGCC
TACGGGGTCA
TGGCCCGCCT
TCCCATAGTA
AACTGCCCAC
CAATGACGGT
TACTTGGCAG
GTACATCAAT
TGACGTCAAT
CAACTCCGCC
CAGAGCTCTC
TCACTATAGG
TGGCAGCAGC

AGGTGACCTG
TTATTTTATT
AGTACAATCT
GAGGTCGCTG
AATTGCATGA
AGATATACGC
TTAGTTCATA
GGCTGACCGC
ACGCCAATAG
TTGGCAGTAC
AAATGGCCCG
TACATCTACG
GGGCGTGGAT
GGGAGTTTGT
CCATTGACGC
TGGCTAACTA
GAGACCCAAG
AACAGGTGCC

AGGCGCGCCG
TTTGAGATGG
GCTCTGATGC
AGTAGTGCGC
AGAATCTGCT
GTTGACATTG
GCCCATATAT
CCAACGACCC
GGACTTTCCA
ATCAAGTGTA
CCTGGCATTA
TATTAGTCAT
AGCGGTTTGA
TTTGGCACCA
AAATGGGCGG
GAGAACCCAC
CTTGGTACCA

LT4837B

GCTTCGAATA
AGTTTGGCGC
CGCATAGTTA
GAGCAAAATT
TAGGGTTAGG
ATTATTGACT
GGAGTTCCGC
CCGCCCATTG
TTGACGTCAA
TCATATGCCA
TGCCCAGTAC
CGCTATTACC
CTCACGGGGA
AAATCAACGG
TAGGCGTGTA
TGCTTACTGG
TGGACTGGAC

GCCAGAGTAA
CGATCTCCCG
AGCCAGTATC
TAAGCTACAA

CGTTTTGCGC
AGTTATTAAT
GTTACATAAC
ACGTCAATAA
TGGGTGGACT
AGTACGCCCC
ATGACCTTAT
ATGGTGATGC
TTTCCAAGTC
GACTTTCCAA

GCCTTCTCTT TGGAARCCTC TGCCAACACT GCATATTTAC AGATAAGCAA CCTCAAAAAT
GAGGACACGG CTACGTATTT CTGTGTGAGA TCCGGGAATG GTAACTATGA CCTGGCCTAC
IITTGCTTACT GGGGCCAAGG GACACTGGTC ACTGTCTCTG CAGCTAGCAC

TCGGTCTTCC
TGCCTGGTCA
ACCAGCGGCG
AGCGTGGTGA
CACAAGCCCA
AGGGTGTCTG
CCCAGTCCAG
CCCACTCATG
GCTAGGTGCC
CAAGAGCCAT
TCCACTCCCT
CTCTGCAGAG
AGCCCAGGCC
GGGACAGGCC
TCCTGGGGGG
CCCGGACCCC
AGTTCAACTG
AGCAGTACAA
TGAATGGCAA
AAACCATCTC
CGGCTCGGEC
CAGCCCCGAG
CAGGTCAGCC
GAGAGCAATG
GGCTCCTTCT
GTCTTCTCAT
TCCCTGTCTC

CCCTGGCACC
AGGACTACTT
TGCACACCTT
CCGTGCCCTC
GCAACACCAA
CTGGAAGCCA
GGCAGCAAGG
CTCAGGGAGA
CCTAACCCAG
ATCCGGGAGG
CAGCTCGGAC
CCCAAATCTT
TCGCCCTCCA
CCAGCCGGGT
ACCGTCAGTC
TGAGGTCACA
GTACGTGGAC
CAGCACGTAC
GGAGTACAAG
CAAAGCCAAA
CACCCTCTGC
AACCACAGGT
TGACCTGCCT
GGCAGCCGGA
TCCTCTACAG
GCTCCGTGAT
CGGGTAAATG

CTCCTCCAAG
CCCCGAACCG
CCCGGCTGTC
CAGCAGCTTG
GGTGGACAAG
GGCTCAGCGC
CAGGCCCCGT
GGGTCTTCTG
GCCCTGCACA
ACCCTGCCCC
ACCTTCTCTC
GTGACAAAAC
GCTCAAGGCG
GCTGACACGT
TTCCTCTTCC
TGCGTGGTGG
GGCGTGGAGG
CGTGTGGTCA
TGCAAGGTCT
GGTGGGACCC
CCTGAGAGTG
GTACACCCTG
GGTCAAAGGC
GAACAACTAC
CAAGCTCACC
GCATGAGGCT
AGTGCGACGG

FIG.

AGCACCTCTG
GTGACGGTGT
CTACAGTCCT
GGCACCCAGA
AAAGTTGGTG
TCCTGCCTGG
CTGCCTCTTC
GCTTTTTCCC
CAAAGGGGCA
TGACCTAAGC
CTCCCAGATT
TCACACATGC
GGACAGGTGC
CCACCTCCAT
CCCCAAAACC
TGGACGTGAG
TGCATAATGC
GCGTCCTCAC
CCAACAAAGC
GTGGGGTGCG
ACCGCTGTAC
CCCCCATCCC
TTCTATCCCA
AAGACCACGC
GTGGACAAGA
CTGCACAACC
CCGGCAAGCC

13A

GGGGCACAGC
CGTGGAACTC
CAGGACTCTA
CCTACATCTIG
AGAGGCCAGC
ACGCATCCCG
ACCCGGAGGC
CAGGCTICTGG
GGTGCTGGGC
CCACCCCARA
CCAGTAACTC
CCACCGTGCC
CCTAGAGTAG
CTCTTCCTCA
CAAGGACACC
CCACGAAGAC
CAAGACAAAG
CGTCCTGCAC
CCTCCCAGCC
AGGGCCACAT
CAACCTCTIGT
GGGATGAGCT
GCGACATCGC
CTCCCGTGCT
GCAGGTGGCA
ACTACACGCA
CCCGCTCCCC

ACAGGGAGGG
GCTATGCAGC
CTCTGCCCGC
GCAGGCACAG
TCAGACCTGC
GGCCRAACTC
CCAATCTTCT
CAGGTAAGCC
CCTGCATCCA
GCACCTGAAC
CTCATGATCT
CCTGAGGTCA
CCGCGGGAGG
CAGGACTGGC
CCCATCGAGA
GGACAGAGGC
CCCTACAGGG
GACCAAGAAC
CGTGGAGTGG
GGACTCCGAC
GCAGGGGAAC
GAAGAGCCTC
GGGCTCTCGC



.3061
3121
3181
3241
3301

03361
3421

- 3481:
- 3541

360117
- 36861°C

3781
3841

© 3901 ,
'ACGTCCCTGG
-GACTGTGCCT

3961
T 4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061

GGTCGCACGA
AAATAAAGCA
TCAGGCCGAG
CACTGGCCCA
GCCCTCGGCA
GCTGGGCCAC
GGAGACTGTC
ATGCCTAGTC
ACCCCTGGCT

CCTGGAAGGT
TCTGAGTAGG
TTGGGAAGAC
AAGAACCAGC
GGCGGGTGTG
TCCTTTCGCT
AAMAAGCATG
GCCCCTAACT
TTATGCAGAG
TTTTGGAGGC
AACTTGACGG
TCGACCATTG
CCTACCCTGG
‘TTCAGTGGAA
TGAGAAGAAT
ACCACCACGA
ACAACCGGAA
'CCAGGAAGCC

ATTTGAAAGT
ATACCCAGGC
'CTACGAGAAG
ATGCATTTTT

TACTTCTIGTG
AATATAAAAT
TAGATTCCAA
AACCTGTTTT
CATTCTACTC
TTGCTAAGTT
TACACCACAA
ACCTTTATAA
AGGCATAGAG
ATTIGTAAAG
CAGCCATACC
GAACCTGAAA

GGATGCTTGG
CCCAGCGCTG
TCTGAGGCCT
GGCTGTGCAG
GGGTGGGGGA
GGGAAGCCCT
CTGTTCTGTG
CATGTGCGTA
GCCCTGCCCA
GGCCCTGTGG
AAACCCCGCA
ACACGGAGCC
CGTGAACACT
GCCTCTCGGE
AGGGTGCCCC
CCCTGGCCCA
TCTAGTTGCC
GCCACTCCCA
TGTCATTCTA
AATAGCAGGC
TGGGGCTCTA
GTGGTTACGC
TTCTTCCCTT
CATCTCAATT
CCGCCCAGTT
GCCGAGGCCG
CTAGGCTTTT
CAATCCTAGC
AACTGCATCG
CCTCCGCTCA
GGTAAACAGA
CGACCTTTAA
GGAGCTCATT
TTGGCAAGTA
ATGAATCAAC
GACACGTTTT
GTCCTCTCTG
AAAGACTAAC
ATAAGACCAT
GTGTGACATA
TTTTAAGTGT
CCTATGGAAC
GCTCAGAAGA
CTCCAAAAAA
TTTTGAGTCA
AGGAAAAAGC
GTAGGCATAA
TGTCTGCTAT
GGGTTAATAA
ACATTTGTAG
CATAAAATGA

CACGTACCCC
CCCTGGGCCT
GAGTGGCATG
GTGTGCCTGG
TTTGCCAGCG
AGGAGCCCCT
AGCGCCCCTG
GGGACAGGCC
GCCTCGCACC
AGGGACTGGT
CTGAGGTTGG
TCACCCGGGC
CCTCGGACAC
AGCTTCTCCA
TGCAGCCGCC
CTTCCCAGTG
AGCCATCTGT
CTGTCCTTTC
TTCTGGGGGG
ATGCTGGGGA
GGGGGTATCC
GCAGCGTGAC
CCTTTCTCGC
AGTCAGCAAC
CCGCCCATTC
CCTCGGCCTC
GCAAAAAGCT
GTGAAGGCTG
TCGCCGTGTC
GGAACGAGTT
ATCTGGTGAT
AGGACAGAAT
TTCTTGCCAA
AAGTAGACAT
CAGGCCACCT
TCCCAGAAAT
AGGTCCAGGA
AGGAAGATGC
GGGACTTTTG
ATTGGACAAA
ATAATGTGTT
TGATGAATGG
AATGCCATCT
GAAGAGAAAG
TGCTGTGTTT
TGCACTGCTA
CAGTTATAAT
TAATAACTAT
GGAATATTTG
AGGTTTTACT
ATGCAATTGT

CTGTACATAC
CTGCGAGACT
AGGGAGGCAG
GCCCCCTAGG
TGGCCCTCCC
GGGGACAGAC
TCCTCCCGAC
CTCCCTCACC
CGCATGGGGA
GCAGATGCCC
CCGGCCACAC
GAACTGCACA
AGGCCCCCAC

CATGCTGACC

ACACACACAC
CCGCCCTTCC
TGTTTGCCCC
CTAATAARAT
TGGGGTGGGG
TGCGGTGGGC
CCACGCGCCC
CGCTACACTT
CACGTTCGCC
CATAGTCCCG
TCCGCCCCAT
TGAGCTATTC
TGGACAGCTC
GTAGGATTTT
CCAAAATATG
CAAGTACTTC
TATGGGTAGG
TAATATAGTT
AAGTTTGGAT
GGTTTGGATA
TAGACTCTTT
TGATTTGGGG
GGAAARAGGC
TTTCAAGTTC
CTGGCTTTAG
CTACCTACAG
AAACTACTGA
GAGCAGTGGT
AGTGATGATG
GTAGAAGACC
AGTAATAGAA
TACAAGAAAA
CATAACATAC
GCTCAAAAAT
ATGTATAGTG
TGCTTTAAAA
TGTTGTTAAC

FIG. 13B

TTCCCGGGCG
GTGATGGTTC
AGCGGGTCCC
GTGGGGCTCA
TCCAGCAGCA
ACACAGCCCC
CTCCATGCCC
CATCTACCCC
CACAACCGAC
ACACACACAC
GGCCACCACA
GCACCCAGAC
GAGCCCCACG
TGCTCAGACA
AGGGGATCAC
CTGCAGGACG
TCCCCCGTGC
GAGGAAATTG
CAGGACAGCA
TCTATGGCTT
TGTAGCGGCG
GCCAGCGCCC
GGGCCTCTCA
CCCCTAACTC
GGCTGACTAA
CAGAAGTAGT
AGGGCTGCGA
ATCCCCGCTG
GGGATTGGCA
CAAAGAATGA
AAAACCTGGT
CTCAGTAGAG
GATGCCTTAA
GTCGGAGGCA
GTGACAAGGA
AAATATAAAC
ATCAAGTATA
TCTGCTCCCC
ATCTCTTITGT
AGATTTAAAG
TTCTAATTGT
GGAATGCCTT
AGGCTACTGC
CCAAGGACTT
CTCTTGCTTG
TTATGGAAAA
TGTTTTTTCT
TGTGTACCTT
CCTTGACTAG
AACCTCCCAC
TTGTTTATTG

LT 4837 B

CCCAGCATGG
TTTCCACGGG
ACTGTCCCCA
GCCAGGGGCT
CCTGCCCTGG
TGCCTCTGTA
ACTCGGGGGC
CACGGCACTA
TCCGGGGACA
TCAGCCCAGA
CACACACGTG
CAGAGCAAGG
CGGCACCTCA
AACCCAGCCC
ACACCACGTC
GATCAGCCTC
CTTCCTTGAC
CATCGCATTG
AGGGGGAGGA
CTGAGGCGGA
CATTAAGCGC
TAGCGCCCGC
AAAAAGGGAA
CGCCCATCCC
TTTTTTTTAT
GAGGAGGCTT
TTTCGCGCCA
CCATCATGGT
AGAACGGAGA
CCACAACCTC
TCTCCATTCC
AACTCAAAGA
GACTTATTGA
GTTCTGTTTA
TCATGCAGGA
TTCTCCCAGA
AGTTTGAAGT
TCCTAAAGCT
GAAGGAACCT
CTCTAAGGTA
TTGTGTATTT
TAATGAGGAA
TGACTCTCAA
TCCTTCAGAA
CTTTGCTATT
ATATTCTGTA
TACTCCACAC
TAGCTTTTTA
AGATCATAAT
ACCTCCCCCT
CAGCTTATAA




6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
g341
8401
8461
8521
8581

TGGTTACAAA
TTCTAGTTGT
GATCCTCCAG
AGCTTATAAT
TTCACTGCAT
ACCGTCGACC
TTGTTATCCG
GGGTGCCTAA
GTCGGGAAAC
TTTGCGTATT
GCTGCGGCGA
GGATAACGCA
GGCCGCGTTG
ACGCTCAAGT
TGGAAGCTCC
CTTTCTCCCT
GGTGTAGGTC
CTGCGCCTTA
ACTGGCAGCA
GTTCTTGAAG
TCTGCTGAAG
CACCGCTIGGT
ATCTCAAGAA
ACGTTAAGGG
TTAAAAATGA
CCAATGCTITA
TGCCTGACTC
TGCTGCAATG
GCCAGCCGGA
TATTAATIGT
TGTTGCCATT
CTCCGGTTCC
TAGCTCCTTC
GGTTATGGCA
GACTGGTIGAG
TTGCCCGGCG
CATTGGAAARA
TTCGATGTAA
TTCTGGGTGA
GAAATGTTGA
TTGTCTCATG
GCGCACATTT

TAAAGCAATA
GGTTTGTCCA
CGCGGGGATC
GGTTACAAAT
TCTAGTIGTIG
TCTAGCTAGA
CTCACAATTC
TGAGTGAGCT
CTGTCGTIGCC
GGGCGCTCTT
GCGGTATCAG
GGAAAGAACA
CTGGCGTTTT
CAGAGGTGGC
CTCGTGCGCT
TCGGGAAGCG
GTTCGCTCCA
TCCGGTAACT
GCCACTGGTA
TGGTGGCCTA
CCAGTTACCT
AGCGGTGGTT
GATCCTTTGA
ATTTTGGTCA
AGTTTTAAAT
ATCAGTGAGG
CCCGTCGTGT
ATACCGCGAG
AGGGCCGAGC
TGCCGGGAAG
GCTACAGGCA
CAACGATCARA
GGTCCTCCGA
GCACTGCATA
TACTCAACCA
TCAATACGGG
CGTTCTTCGG
CCCACTCGTG
GCAAARACAG
ATACTCATAC
AGCGGATACA
CCCCGAAAAG

GCATCACAAA
AACTCATCAA
TCATGCTGGA
AAAGCAATAG
GTTTGTCCAA
GCTTGGCGTA
CACACAACAT
AACTCACATT
AGCTGCATTA
CCGCTTCCTC
CTCACTCAAA
TGTGAGCAAA
TCCATAGGCT
GAAACCCGAC
CTCCTGTTCC
TGGCGCTTTC
AGCTGGGCTG
ATCGTCTTGA
ACAGGATTAG
ACTACGGCTA
TCGGAAARRG
TTTTTGTTTG
TCTTTTCTAC
TGAGATTATC
CAATCTAAAG
CACCTATCTC
AGATAACTAC
ACCCACGCTC
GCAGAAGTGG
CTAGAGTAAG
TCGTGGTGTC
GGCGAGTTAC
TCGTTGTCAG
ATTCTCTTAC
AGTCATTCTG
ATAATACCGC
GGCGAARACT
CACCCAACTG
GAAGGCAAAA
TCTTCCTTTT
TATTTGAATG
TGCCACCTGA

TTTCACAAAT
TGTATCTTAT
GTTCTTCGCC
CATCACAAAT
ACTCATCAAT
ATCATGGTCA
ACGAGCCGGA
AATTGCGTTG
ATGAATCGGC
GCTCACTGAC
GGCGGTAATA
AGGCCAGCAA
CCGCCCCCCT

AGGACTATAA

GACCCTGCCG
TCAATGCTCA
TGTGCACGAA
GTCCAACCCG
CAGAGCGAGG
CACTAGAAGG
AGTTGGTAGC
CAAGCAGCAG
GGGGTCTGAC
AAAAAGGATC
TATATATGAG
AGCGATCTGT
GATACGGGAG
ACCGGCTCCA
TCCTGCAACT
TAGTTCGCCA
ACGCTCGTCG
ATGATCCCCC
AAGTAAGTTG
TGTCATGCCA
AGAATAGTGT
GCCACATAGC
CTCAAGGATC
ATCTTCAGCA
TGCCGCAAAA
TCAATATTAT
TATTTAGAAA
cGTC

FIG. 13C
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AAAGCATTTT
CATGTCTGGA
CACCCCAACT
TTCACAAATA
GTATCTTATC
TAGCTGTTTC
AGCATAAAGT
CGCTCACTGC
CAACGCGCGG
TCGCTGCGCT
CGGTTATCCA
AAGGCCAGGA
GACGAGCATC
AGATACCAGG
CTTACCGGAT
CGCTGTAGGT
CCCCCCGTTC
GTAAGACACG
TATGTAGGCG
ACAGTATTIG
TCTTGATCCG
ATTACGCGCA
GCTCAGTGGA
TTCACCTAGA
TAAACTTGGT
CTATTTCGTIT
GGCTTACCAT
GATTTATCAG
TTATCCGCCT
GTTAATAGTT
TTTGGTATGG
ATGTTGTGCA
GCCGCAGTGT
TCCGTAAGAT
ATGCGGCGAC
AGAACTTTAA
TTACCGCTIGT
TCTTTTACTT
AAGGGAATAA
TGAAGCATTT
AATAAACAAA

TTTCACTGCA
TCGGCTGGAT
TGTTTATTGC
AAGCATTTTT
ATGTCTGTAT
CTGTGTGAAA
GTAAAGCCTG
CCGCTTTCCA
GGAGAGGCGG
CGGTCGTTCG
CAGAATCAGG
ACCGTAAAAA
ACAAAAATCG
CGTTTCCCCC
ACCTGTCCGC
ATCTCAGTTC
AGCCCGACCG
ACTTATCGCC
GTGCTACAGA
GTATCTGCGC
GCAAACAAAC
GAAAAAAAGG
ACGAAAACTC
TCCITTTAAA
CTGACAGTTA
CATCCATAGT
CTGGCCCCAG
CAATAAACCA
CCATCCAGTIC
TGCGCAACGT
CTTCATTCAG
AAAAAGCGGT
TATCACTCAT
GCTTTTCTGT
CGAGTTGCTC
AAGTGCTCAT
TGAGATCCAG
TCACCAGCGT
GGGCGACACG
ATCAGGGTTA
TAGGGGTTCC
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GACGGATCGG GAGATCTGCT AGCCCGGGTG

AGTAACCTTT
TCCCGATCCC
GTATCTGCTC
TACAACAAGG
TGCGCTGCTT
TTAATAGTAA
ATAACTTACG
AATAATGACG
GCCCCCTATT
CTTATGGGAC
GATGCGGTTT
TCCAAAATGT
GGAGGTCTAT
CGAAATTAAT
AGCTTCTCTT

GACATT GTTCTGACTC
G CCCTGT

TAGCGACTAC TTAC CAAGGC
TICTCATCAA ATATGCTTCC CATTCCATCT CTGGGATCCC CT GGCAGTG
G

GGTCAGAAAA
GAACTTTATT
ACGCTTCTTG
CTAACATGCC
ATCCTGTTTG
ATCTGATGAG
TCCCAGAGAG
GGAGAGTGTC
GCTGAGCAAA
CCTGAGCTCG
CCACCTGCTC
CACAGGGGAC
CTCCTTGGCT
ACCTGTGGTT
AATTTCYCTT
ATCATCCTTC
CAAGCCTTCT
CCCCTCCTCA
CCTTTGATTC

CTTCTAGATG
TTTATTTACA

TTTTTTAATT
CTATGGTCGA
CCTGCTTGTG
CAAGGCTTGA
CGCGATGTAC
TCAATTACGG
GTAAATGGCC
TATGTTCCCA
CGGTAAACTG
GACGTCAATG
_ TTTCCTACTT
TGGCAGTACA
* CCCATTGACG
CGTAACAACT
ATAAGCAGAG
ACGACTCACT

GGGTCGGATG
GCATGCAAAG
AAGGAATAGG
GTCTCCTTGC
CTTATCCGCA
CTTCTTTCCT
' CAGTTGAAAT
GCCAAAGTAC
ACAGAGCAGG
‘GCAGACTACG
CCCGTCACAA
CTCAGTTCCA
CTACCCCTAT
TTAATTATGC
TCTCTCTTTC
ATAAGGGACT
ATTCTATTTT
GTCCTCACAG
GCAAGCCCTC
AATTCCCTGA
TCATTCATTG
ATAGGGAAAT
ACATTTTTAA
ACAACCTAAT
AGGTTCTATA
ACTGAGTGTC
AAAGCCAAAA

TTATTTTATT
CTCTCAGTAC
TGTTGGAGGT
CCGACAATTG
GGGCCAGATA
GGTCATTAGT
CGCCTGGCTG
TAGTAACGCC
CCCACTTGGC
ACGGTAAATG
- GGCAGTACAT
TCAATGGGCG
TCAATGGGAG
CCGCCCCATT
CTCTCTGGCT
ATAGGGAGAC

ACGTGGCCAT
CCCTCAGAAT
GGGAAGCTAG
TATAATTATC
AACAACACAC
CAGGAACTGT
CTGGAACTGC
AGTGGAAGGT
ACAGCAAGGA
AGAAACACAA
AGAGCTTCAA
GCCTGAcCCcCC
TGCGGTCCTC
TAATGTTGGA
CTCATTTAAT
AAATATGTAG
ACCCTATCAT
TCCCCTGGGC
ATAGTCCTTT
GAATCAACCA
CAACATGATA
GTTTAAGTTC
ACAGGTACTG
TTAATCCACA
AAGCTGAGAG
CCCACCCcACe
ATTGGAAATA

ACCTGAGGCG
TTATTTTTGA
AATCTGCTCT
CGCTGAGTAG
CATGAAGAAT
TACGCGTTGA
TCATAGCCCA
ACCGCCCAAC
AATAGGGACT
AGTACATCAA
GCCCGCCTGG
CTACGTATTA
TGGATAGCGG
TTTGTTTTGG
GACGCAAATG
AACTAGAGAA
CCAAGCTTGG

GAAGAAACTC
TGGGATAAGC
CCAAGGGCAG
GGCTGCACCA
CTCTGTTGTG
GGATAACGCC
CAGCACCTAC
AGTCTACGCC
CAGGGGAGAG
CTCCCATCCT
CAGCTCATCT
GGAGAATGAA
AATTATTATC
TCATCCTAAG
CCTCTGCAAG
CATGGTAGGA
TTAAGGGTGA
AAGCAAATTT
TAAAATAACA
ATCATGGTAC
AGGGACTCCT
CTATACTGTG
ACAAATATAT
AAAAAACTAT
GCCCGATTGT

FIG. 14A

CGCCGGCTTC
GATGGAGTTT
GATGCCGCAT
TGCGCGAGCA
CTGCTTAGGG
CATTGATTAT
TATATGGAGT
GACcCceeaee
TTCCATTGAC
GTGTATCATA
CATTATGCCC
GTCATCGCTA
TTTGACTCAC
CACCAAAATC
GGCGGTAGGC
CCCACTGCTT
TACCATGGAA

CGGAGACATT G

LT 4837 B

GAATAGCCAG
GGCGCCGATC
AGTTAAGCCA
AAATTTAAGC
TTAGGCGTTT
TGACTAGTTA
TCCGCGTTAC
CATTGACGTC
GTCAATGGGT
TGCCAAGTAC
AGTACATGAC
TTACCATGGT
GGGGATTTCC
AACGGGACTT
GTGTACGGTG
ACTGGCTTAT
GCCCCAGCTC

CCAGGTTC AGTGG

GATTTCA CAGTATCA ACAGTGTGGA ACCTGAAGA
CATGGTCAC AG CGT GGACGTTCGG TGGAGGCACC G
TCAAACGTAA GTCTCGAGTC TCTAGATAAC CGGTCAATCG GTCAATCGAT TGGAATTCTA

A AAGCATTGAG

AGCTCCAACA
AAAACATCAA
ATGCTGTTTT
AACTTTGTTA
TCTGTCTTCA
TGCCTGCTGA
CTCCAATCGG
AGCCTCAGCA
TGCGAAGTCA
TGTTAGAGGG
TTGGCCTCTG
TTCACCTCAC
TAAATAAAGT
TGTTGTTTTA
GCACGTAACC
ACAGTCCTCC
GAGACTTGCT
CAGGTCTTAC
TTCAAAAGAA
ACACAATAAA
TTAGACTTAA
GTCTGCCAAG
AGATTAAAAA
TCTATAACTC
GCAAGAATGT
CCAACAATAG

TTTACTGCAA
AAACAATTTA
GATTTTAAAT
CTIGTCTGTCC
CTTAAACACC
TCTTCCCGCC
ATAACTTCTA
GTAACTCCCA
GCACCCTGAC
CCCATCAGGG
AGAAGTGCCC
ACCCTTTTTC
ccececreere
GAATCTTTGC
CCAACTACTC
ATTTATAAAA
CTCAAACCCA
TCCTTGTTTIT
AGTCATATAT
GAAACCTGCT
AGCAATTAAA
TGGAATGTCA
GGCCGTATTG
CATTCATTAA
AGCAATCCCA
TCAAAGCAGC
AATGAGTTAT
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6001
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TAAACTGTGG
ATACCTACTC
AAAGATATGT
AGAAATTTGG
CAAGAAGGGG
TGATCTGTGC
CTTATACCCA
TAAGTGGGGG
GAGTCTGCCT
ATCTGTGCCC
TTCAGCAAGG
ACACTCACAT
TGGGGCACTC
CCTCTCTCTG
AAATGACTGA
GGGGAAGGAC
AATGTTGATG
AATGTCCCTT
AAAGGCAGGC
TCCAACCGCG
CCTCGACTGT
TGACCCTGGA
ATTGTCTGAG
AGGATTGGGA
CGGAAAGAAC
GCGCGGCGGG
CCGCTCCTTT
GGAAAAAAAG
TCCCGCCCCT
TTATTTATGC
GCTTTTTTGG
GCCAAACTTG
TGGTTCGACC
GAGACCTACC
CCTCTTCAGT
TTCCTGAGAA
AAGAACCACC
TTGAACAACC
TTTACCAGGA
AGGAATTTGA
CAGAATACCC
AAGTCTACGA
AGCTATGCAT
ACCTTACTTC
GGTAAATATA
ATTTTAGATT
GGAAAACCTG
TCAACATTCT
AGAATTGCTA
TATTTACACC
TGTAACCTTT

TATGTTTATA
ACACAGATGA
TCTGTATGTT
ATGGAAATTA
CTTCTGGGGT
ACTGTTCTGT
GTTAATAGAT
CCTGGGATCA
TCCAGGGCTC
TGTTTGGCTA
GGACAGAGGA
GTTTGGGAAG
TGGCCCTGCC
CCTACACTCT
CAATCCCTTT
AGTCATGGAG
AGTATCAAAT
CCAATGACAT
ATAATCCAGT
GAAGGGCCCT
GCCTTCTAGT
AGGTGCCACT
TAGGTGTCAT
AGACAATAGC
CAGCTGGGGC
TGTGGTGGTT
CGCTTTCTTC
CATGCATCTC
AACTCCGCCC
AGAGGCCGAG
AGGCCTAGGC
ACGGCAATCC
ATTGAACTGC
CTGGCCTCCG
GGAAGGTAAA
GAATCGACCT
ACGAGGAGCT
GGAATTGGCA
AGCCATGAAT
AAGTGACACG
AGGCGTCCTC
GAAGAAAGAC
TTTTATAAGA
TGTGGTGTGA
AAATTTTTAA
CCAACCTATG
TTTTGCTCAG
ACTCCTCCAA
AGTTTTTTGA
ACAAAGGAAA
ATAAGTAGGC

CATTAGAATA
ATCTCATAAA
TTCATCCATA
CTCTTAGCTG
CTTGGTAATG
ATACACATTA
AGAAGAGGAA
AATAGCTACC
AAGGTGCTCA
GCTAGGAGCA
CAGAATTAAC
GGGGAAGGGC
CCTCTCAGCT
GAAGGGGTTC

CCCAATGAGG
AATAATGTTA
TAAAGTTCAA
GGGGTGGGCG
TTCTGTTCCT
TGCTTCAAAA
TAAGTAATAG
TGCCTAATCC
ACAAAACAAC
CACATACATA
CTTGCCCAGA
ACATGTAAAT
ACTCATCCAT
AGGAGTAACT

GTCCTGCTTT
AAACTACATA
CTTTCAAACT
GAACTTGCTC
TATGAATTCT
ATTCTATAGT
TGCCAGCCAT
CCCACTGTCC
TCTATTCTGG
AGGCATGCTG
TCTAGGGGGT
ACGCGCAGCG
CCTTCCTTTC
AATTAGTCAG
AGTTCCGCCC
GCCGCCTCGG
TTTTGCAAAA
TAGCGTGAAG
ATCGTCGCCG
CTCAGGAACG
CAGAATCTGG
TTAAAGGACA
CATTTTCTTG
AGTAAAGTAG
CAACCAGGCC
TTTTTCCCAG
TCTGAGGTCC
TAACAGGAAG
CCATGGGACT
CATAATTGGA
GTGTATAATG
GAACTGATGA
AAGAAATGCC
AAAAGAAGAG
GTCATGCTGT
AAGCTGCACT
ATAACAGTTA

FIG.

L€}l il ) i L 0 g it
AGGAAGCACC
TTGGAGGTTT
ACTCATCCCT
TGCGGCCGLT
GTCACCTAAA
CTGTTGTTTG

TTTCCTAATA-

GGGGTGGGGT
GGGATGCGGT
ATCCCCACGC
TGACCGCTAC
TCGCCACGTT
CAACCATAGT
ATTCTCCGCC
'CCTCTGAGCT
AGCTTGGACA
GCTGGTAGGA
TGTCCCAARA
AGTTCAAGTA
TGATTATGGG
GAATTAATAT
CCAAAAGTTT
ACATGGTTTG
ACCTTAGACT
AAATTGATTT
AGGAGGAAAA
ATGCTTTCAA
TTTGCTGGCT
CAAACTACCT
TGTTAAACTA
ATGGGAGCAG
ATCTAGTGAT
AAAGGTAGAA
GTTTAGTAAT
GCTATACAAG
TAATCATAAC

14B

LT 4837 B

AGAATTAACA
CATAAGAGAA
AACCAGGTAA
AGTTAGTGCC
CGTGTGGGGT
TAACTTCACA
GTCAAGACCA
TGCCCWCTTG
AGGCCTGCTA
GAAATTAAAT
CACTGGAAAC
GAGGACTCTT
CCAACACACC
AACACAGCAT
CCAGTCAGTA
TTGCCCTTCT
GAGTAGGGGT
GGGGGCCAARA
TGCTAGCTTC
TGCTAGAGCT
cceeTeceee
AAATGAGGAA
GGGGCAGGAC
‘GGGCTCTATG
GCCCTGTAGC
ACTTGCCAGC
CGCCGGGCCT
CCCGCCCCTA
CCATGGCTGA
ATTCCAGAAG
GCTCAGGGCT
TTTTATCCCC
TATGGGGATT
CTTCCAAAGA
TAGGAAAACC
AGTTCTCAGT
GGATGATGCC
GATAGTCGGA
CTTTGTGACA
GGGGAAATAT
AGGCATCAAG
GTTCTCTGCT
TTAGATCTCT
ACAGAGATTT
CTGATTCTAA
TGGTGGAATG
GATGAGGCTA
GACCCCRAGG
AGAACTCTTG
AAAATTATGG
ATACTGTTTT

AGCTACAACT
ACTCAATGCA
AAATAAAGTT
TGGGAGAAGA
TGTGCAGTTA
TAAAGAACAT
ACGCAGCTGG
AGCCCTGAAT
TTTTCCTGGC
GAAACAGACC
CCATGTATGA
CCTCATTCTA
TTTCTAAGTA
CCCTTCCCTC
CTGGGAAAGT
GCCTCTTGAG
GAGACTCAGT
TTGAACAATC
ACGTGTTGGA
CGCTGATCAG
GTGCCTTCCT
ATTGCATCGC
AGCAAGGGGG
GCTTCTGAGG
GGCGCATTAA
GCCCTAGCGC
CTCAAAAAAG
ACTCCGCCCA
CTAATTTTTT
TAGTGAGGAG
GCGATTTCGC
GCTGCCATCA
GGCAAGAACG
ATGACCACAA
TGGTTCTCCA
AGAGAACTCA
TTAAGACTTA
GGCAGTTCTG
AGGATCATGC
AAACTTCTCC
TATAAGTTTG
CCCCTCCTAA
TTGTGAAGGA
AAAGCTCTAA
TTGTTTGTGT
CCTTTAATGA
CTGCTGACTC
ACTTTCCTIC
CTTGCTTTGC
AAAAATATTIC
TTCTTACTCC
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8521
8581
8641
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ACACAGGCAT
TTTAATTTGT
TAATCAGCCA
CCCTGAACCT
ATAATGGTTA
TGCATTCTAG
GGATGATCCT
TTGCAGCTTA
TTTTTTCACT
GTATACCGTC
GAAATTGTTA
CCTGGGGTGC
TCCAGTCGGG
GCGGTTTGCG
TTCGGCTGCG
CAGGGGATAA
AAAAGGCCGC
ATCGACGCTC
CCCCTGGAAG
CCGCCTTTCT
GTTCGGTGTA
ACCGCTGCGC
CGCCACTGGC
CAGAGTTCTT
GCGCTCTGCT
AAACCACCGC
AAGGATCTCA
ACTCACGTTA
TAAATTAAAA
GTTACCAATG
TAGTTGCCTG
CCAGTGCTGC
ACCAGCCAGC
AGTCTATTAA
ACGTTGTTGC
TCAGCTCCGG
CGGTTAGCTC
TCATGGTTAT
CTGTGACTGG
GCTCTTGCCC
TCATCATTGG
CCAGTTCGAT
GCGTTTCTGG
CACGGAAATG
GTTATTGTCT
TTCCGCGCAC

AGAGTGTCTG
AAAGGGGTTA
TACCACATTT
GAAACATAAA
CAAATAAAGC
TTGTGGTTTG
CCAGCGCGGG
TAATGGTTAC
GCATTCTAGT
GACCTCTAGC
TCCGCTCACA
CTAATGAGTG
AAACCTGTCG
TATTGGGCGC
GCGAGCGGTA
CGCAGGAAAG
GTTGCTGGCG
AAGTCAGAGG
CTCCCTCGTS
CCCTTCGGGA
GGTCGTTCGC
CTTATCCGGT
AGCAGCCACT
GAAGTGGTGG
GAAGCCAGTT
TGGTAGCGGT
AGAAGATCCT
AGGGATTTTG
ATGAAGTTTT
CTTAATCAGT
ACTCCCCGTC

‘AATGATACCG

CGGAAGGGCC
TTGTTGCCGG
CATTGCTACA
TTCCCAACGA
CTTCGGTCCT
GGCAGCACTG
TGAGTACTCA
GGCGTCAATA
AAAACGTTCT
GTAACCCACT
GTGAGCAAAA
TTGAATACTC
CATGAGCGGA
ATTTCCCCGA

CTATTAATAA
ATAAGGAATA
GTAGAGGTTT
ATGAATGCAA
AATAGCATCA
TCCAAACTCA

-GATCTCATGC

AAATAAAGCA
TGTGGTTTGT
TAGAGCTTGG
ATTCCACACA

"AGCTAACTCA
TGCCAGCTGC

TCTTCCGCTT
TCAGCTCACT
AACATGTGAG
TTTTTCCATA
TGGCGAAACC
CGCTCTCCTG
AGCGTGGCGC
TCCAAGCTGG
AACTATCGTC
GGTAACAGGA
CCTAACTACG
ACCTTCGGAA
GGTTTTTTTG
TTGATCTTTT
GTCATGAGAT
AAATCAATCT
GAGGCACCTA
GTGTAGATAA

'CGAGACCCAC
GAGCGCAGAA.
'GAAGCTAGAG

GGCATCGTGG
TCAAGGCGAG
CCGATCGTTG
CATAATTCTC
ACCAAGTCAT
CGGGATAATA
TCGGGGCGAA
CGTGCACCCA
ACAGGAAGGC
ATACTCTTCC
TACATATTTG
AAAGTGCCAC

FIG.

CTATGCTCAA
TTTGATGTAT
TACTTGCTTT
TTGTTGTTGT
CAAATTTCAC
TCAATGTATC
TGGAGTTCTT
ATAGCATCAC
CCAAACTCAT
CGTAATCATG
ACATACGAGC
CATTAATTGC
ATTAATGAAT
CCTCGCTCAC
CAAAGGCGGT
CAAAAGGCCA
GGCTCCGCee
CGACAGGACT
TTCCGACCCT
TTTCTCAATG
GCTGTGTGCA
TTGAGTCCAA
TTAGCAGAGC
GCTACACTAG
AAAGAGTTGG
TTTGCAAGCA
CTACGGGGTC
TATCAAAAAG
AAAGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
GCTCACCGGC
GTGGTCCTGC
TAAGTAGTTC
TGTCACGCTC
TTACATGATC
TCAGAAGTAA
TTACTGTCAT
TCTGAGAATA
CCGCGCCACA
AACTCTCAAG
ACTGATCTTC
AAAATGCCGC
TTTTTCAATA
AATGTATTTA
CTGACGTC

14C

AAATTGTGTA
AGTGCCTTGA
AAAAAACCTC
TAACTTGTTT
ARATAAAGCA
TTATCATGTC
CGCCCACeee
ARATTTCACA
CAATGTATCT
GTCATAGCTG
CGGAAGCATA
GTTGCGCTCA
CGGCCAACGC
TGACTCGCTG
AATACGGTTA
GCAAAAGGCC
CCCTGACGAG
ATAAAGATAC
GCCGCTTACC
CTCACGCTGT
CGAACCCCCC
CCCGGTAAGA
GAGGTATGTA
AAGGACAGTA
TAGCTCTTGA
GCAGATTACG
TGACGCTCAG
GATCTTCACC
TGAGTAAACT
CTGTCTATTT
GGAGGGCTTA
TCCAGATTTA
AACTTTATCC
GCCAGTTAAT
GTCGTTTGGT
CCCCATGTTG
GTTGGCCGCA
GCCATCCGTA
GTGTATGCGG
TAGCAGAACT
GATCTTACCG
AGCATCTTTT
AAAAAAGGGA
TTATTGAAGC
GAAAAATAAA

LT 4837 B

CCTTTAGCTT
CTAGAGATCA
CCacaccrce
ATTGCAGCTT
TTTTTTTCAC
TGGATCGGCT
AACTTGTTTA
AATAAAGCAT
TATCATGTCT
TTTCCTGTGT
AAGTGTAAAG
CTGCCCGCTT

GCGGGGAGAG

CGCTCGGTCG
TCCACAGAAT
AGGAACCGTA
CATCACAAAA
CAGGCGTTTC
GGATACCTGT
AGGTATCTCA
GTTCAGCCCG
CACGACTTAT
GGCGGTGCTA
TTTGGTATCT
TCCGGCAAAC
CGCAGAAAAA

W
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