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ISradimo kilmé

Vienas i§ svarbiausiy terapinio gydymo, naudojant Dbiologinius
baltymus, apribojimy yra imuninis atsakas, kurj organizmas duoda i pasaliniy
medzZiagy atsiradimg organizme. Sis imuninis atsakas yra ypatingai
problemiskas, jéigu pasalinés medziagos turi blti pakartotinai jvedamos,
norint gauti jy oﬁtimalq efektyvuma,

Vienas i$ tokios situacijos pavyzdziy yra pakartotinas jvedimas agenty
gydyti hemostazinius susirgimus, tokius kaip VIl faktoriaus trakumo ligos
(pvz. Klasikiné A hemofilija ir von Willebrand’o liga) arba IX faktoriaus
trikumas, dar Zinomas kaip B hemofilija. Klasikiné hemofilija (A hemofilija) yra
su X susijes sutrikimas, kuris paveikia 1 i§ 10000 vyrq; Von Willebrand'o liga
yra labiausiai papiltes paveldimas kraujavimo sutrikimas, atsirandantis 1 iS
800-1000 individy. B hemofilija, dar Zinoma kaip Kalédy liga, atsiranda
apytikriai 1 i§ 100000 vyry (Harrison’s Principles of Internal Medicine.
Isselbacher ét al., eds. 13" Edition. 1994. McGraw-Hill N.Y., N.Y.).

VIl faktorius yra 265 kD viengrandininis baltymas, kuris cirkuliuoja
komplekse su von Willebrand'o faktoriumi (VWF). Vill faktorius yra svarbus
reguliacinis baltymas kraujo koaguliacijos kaskadoje. Po aktyvacijos trombinu,
jis didina X faktoriaus aktyvacijos aktyvuotu IX faktoriumi (IXa) greitj, galy gale
susidarant fibrininiam kresuliui. VWF molekulé yra lipnus glikoproteinas, kuris
vaidina centrinj vaidmenj trombocity agliutinacijoje. Jis vaidina VIl faktoriaus
nediklio plazmoje vaidmenj ir palengvina trombocity saveikg su indo
sienelemis. VWF yra sudarytas i$ daugelio, tikriausiai vienody, mazdaug 230
kD subvienety. VWF sintezuoja endotelinés lastelés ir megakariocitai. IX
faktorius yra viengrandininis 55 kD profermentas, kurj Xla faktorius arba
audiniy faktoriaus-Vlla kompleksas paveréia aktyvia proteaze (IXa). Po to
aktyvuotas IX faktorius arba aktyvuotas VI faktorius aktyvuoja X faktoriu.
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Pakartotinas svetimy baltymy jvedimas gali sukelti imuninj atsakq |
Siuos baltymus recipiento organizme. T lasteliy atsako j svetimus baltymus
atveju antigenus pateikiangios Iastelés (APCs) ramybés biisenoje esantiems
T limfocitams turi duoti du signalus (Jenkins, M. and Schwartz, R. (1987) J.
Exp. Med. 165, 302-319; Mueller, D. L., et al. (1990) J. Immunol. 144, 3701-
3709). Pirmasis signalas, kuris suteikia spe;ﬁﬁékumq imuniniam atsakui, yra
perduodamas per T Igsteles receptoriy (TCR) po svetimo antigeninio peptido,
pateikto didzZiojo histosuderinamumo komplekso (MHC) sglygomis,
atpazinimo. Antrasis signalas, vadinamas kostimuliaciniu, indukuoja T Igsteliy
proliferacijq ir virtimg veikliomis (Lenschow et al. 1996. Annu. Rev. Immunol.
14:233). Kostimuliacija néra nei specifiné antigenui, nei apribota MHC, ir yra
laikoma, kad jg sukelia viena arba daugiau atskiry Igstelés pavirSiaus
molekuliy, kurias ekspresuoja APCs (Jenkins, M.K., et al. 1988 J. Immunol.
140, 3324-3330; Linsley, P.C., et al. 1991 J, Exp. Med. 173, 721-730; Gimmi,
C.D., etal., 1991 Proc. Natl. Acad. Sci USA. 88, 6575-6579; Young, J.W., et
al. 1992 J. Clin. Invest. 90, 229-237; Koulova, L., et al. 1991 J. Exp. Med. 173,
759-762; Reiser, H., et al. 1992 Proc. Acad. Sci. USA. 88, 271-275; van-
Seventer, G. A, et al. (1990) J. Immunol. 144, 4579-4586; LaSalle, JM., et
al., 1991 J. Immunol. 147, 774-80; Dustin, M. 1., et al., 1989 J. Exp. Med. 169,
503; Armitage, R. J., et al. 1992 Nature 357, 80-82; Liu, Y., et al. 1992 J. Exp.
Med. 175, 437-445).

CD80 (B7-1) ir CD86 (B7-2) baltymai, ekspresuoti ant APCs, yra
lemiamos kostimuliacinés molekulés (Freeman et al. 1991. J. Exp. Med.
174:625; Freeman et al. 1989 J. Immunol. 143:2714;, Azuma et al. 1993
Nature 366:76; Freeman et al. 1993. Science 262:909).

Pasirodo, kad B7-2 yra svarbesnis pirminio imuninio atsako metu, o
B7-1, kuris yra aktyvuojamas veéliau imuninio atsako eigoje, gali bati svarbus
tesiant pirminius T Iasteliy atsakus arba kostimuliuojant antrinius T Igsteliy
atsakus (Bluestone. 1995. Immunity. 2:555).

B7-1 ir B7-2 yra priesreceptoriai dviems ant T limfocity ekspresuotiems
ligandams. Vienas ligandas, su kuriuo jungiasi B7-1 ir B7-2 (CD28) yra
konstitutyviai ekspresuojamas ant ramybés blsenoje esanciy T Igsteliy ir po
aktyvacijos jo ekspresija padidéja. Po signalo perdavimo per T lIgsteles
receptoriy, CD28 susirisimas ir kostimuliacinio signalo transdukcija sukelia T
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lasteliy proliferacijg ir IL-2 iSskyrima (Linsley, P.S., et al. 1991 J. Exp. Med.
173, 721-730; Gimmi, C. D., et al. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88, 6575-
6579; June, C. H., et al. 1990 Immunol. Today. 11, 211-6; Harding, F.A., et al.
1992 Nature. 356, 607-609). Antrasis ligandas, vadinamas CTLA4 (CD152),
yra homologiskas CD28, bet jo neekspresuoja ramybés basenoje esancios T
lastelés ir jis pasirodo po T Iasteliy aktyvacijos (Brunet, J.F., et al., Nature
328, 267-270). Pasirodo, kad CTLA4 yra lemiamas T Iasteliy atsaky
negatyviojoje reguliacijoje (Waterhouse et al. 1995. Science 270:985). Buvo
rasta, kad CTLA4 uzblokavimas pasalina inhibicijos signalus, o CTLA4
agregacija pateikia inhibicinius signalus, kurie slopina T Igsteliy atsakus
(Allison and Krummel. 1995. Science 270:932). B7 molekulés turi didesnj
afiniskumg CTLA4 nei CD28 (Linsley, P.S., et al, 1991 J. Exp. Med. 174,
561-569) ir buvo rasta, kad B7-1 ir B7-2 riSasi su skirtingomis CTLA4
molekulés sritimis, ir jy susiri§imo su CTLA4 kinetikos taip pat yra skirtingos
(Linsley et al. 1994. Immunity. 1:793).

Apie 10-25 procentams hemofilijg, turingiy pacienty i$sivysto imuninis
atsakas j VIII faktoriy. Siuose pacientuose atsiranda inhibitoriy, paprastai IgG
antikiny, kurie neutralizuoja VIII faktoriaus aktyvumg ir tokiu bldu stabdo
efektyvy gydyma. Buvo nustatyti du inhibitoriy tipai. Labai reaguojantys
pacientai su | tipo inhibitoriais turi anamnezinj atsakg j VIl faktoriy, kuris
duoda padidintg antikiny prie$ VIl faktoriy titra. MaZai reaguojantys pacientai
su Il tipo inhibitoriumi turi maza antikany titra, kuris nepadidéja jvedant VIII
faktoriy. Dabartinés strategijos sumazinti Siems pacientams antikininj atsakq
buvo tik dalinai sékmingos. Be to, antikiny prie§ pakeistus baltymus
atsiradimas yra esminé problema, kuri reikalauja sprendimo, jeigu laukiama,
kad geny terapija bus sekminga gydant hemofilijas ir kitas su deficitais
susijusias ligas (Cornelly S. et al., Blood 88:3846, 1996; Kuna S-H. et al,
Blood 91:784, 1998).

ISradimo santrauka

Siame isradime, tarp kity dalyky, pateikiamos kompozicijos, kurios
leidzia vartoti terapinj baltyma sutrikimo gydymui, sumazinant imuninio atsako

i §j terapinj baltyma atsiradimg ir/arba progresavima,
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Vienu aspektu, Sis iSradimas yra susijes su kompozicijomis, | kurias
jeina pirmasis agentas, skatinantis hemostaze, ir antrasis agentas, kuris
inhibuoja kostimuliacinj signéIqT lasteléje.

Viename jgyvendinimo variante tikslinéje kompozicijoje yra dar ir
farmaciskai priimtino nesiklio. ‘

Viename jgyvendinimo variante pirma§ris agentas yra VIII faktorius.
Kitame jgyvendinimo variante pirmasis agentas yra VIl faktorius su pasalinta
B-sritimi. Viename jgyvendinimo variante pirmasis agentas yra IX faktorius.
Kitame jgyvendinimo variante pirmasis agentas yra von Willebrand'o faktorius.-

Viename jgyvendinimo variante antrasis agentas yra kostimuliacinés
molekulés tirpi forma. Tinkamesniame jgyvendinimo variante antrasis agentas
yra CTLA4 tirpi forma. Kitame i$ tinkamesniy jgyvendinimo varianty antrasis
agentas yra tirpi B7-1 forma, tirpi B7-2 forma arba tirpios B7-1 formos ir tirpios
B7-2 formos derinys. Dar labiau tinkamame jgyvendinimo variante antrasis
agentas yra CTLA4Ig. Kitame labai tinkamame jgyvendinimo variante antrasis
agentas yra B7-1lg arba B7-2lg. Dar kitame i$ tinkamiausiy varianty antrasis
agentas yra CD40 arba CD-40L tirpi forma.

Kitame jgyvendinimo variante antrasis agentas yra antiklnas, kuris
riSasi su kostimuliacine molekule. Tinkamiausiame jgyvendinimo variante
antrasis agentas yra pasirinktas i$§ grupés, susidedanCios i anti-B7-1
antikino, anti-B7-2 antikiino ir anti-B7-1 ir anti-B7-2 antikny derinio.
Viename jgyvendinimo variante antikiinas yra neaktyvuojanti anti-CD28
antikGno forma.

ISradimas taip pat yra susijes su greitai paruoSiamos kompozicijos
panaudojimu subjekto hemostazinio sutrikimg gydymui.

Viename jgyvendinimo variante subjektas turi didelj antikiny, kurie
riSasi su pirmuoju agentu, titrg. Kitame jgyvendinimo variante subjektas neturi
didelio antikdiny, kurie risasi su pirmuoju agentu, titro.

Pagal vieng jgyvendinimo variantg $iuo tikslu skiriama kompozicija,
kurioje yra agento, inhibuojancio kostimuliacinj signalg T Iasteléje.

Viename jgyvendinimo variante hemostazinis sutrikimas yra pasirinktas
i$ grupés, susidedancios i§ A hemofilijos, B hemofilijos ir von Willebrand'o

ligos.
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Kitu aspektu $is iSradimas yra susijgs su pirmojo agento, kuris skatina
hemostaze, ir antrojo agento, kuris inhibuoja kostimuliacinj signalg T Iasteléje,
panaudojimu subjekto hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kitu aspektu Sis iSradimas yra susijgs su pirmojo agento, kuris skatina
hemostaze, ir antrojo agento, kuris inhibuoja kostimuliacinj signala T lasteléje,
skyrimu subjektui, tokiu badu gaunant imunotolerancijg pirmajam agentui ir
taip gydant hemostazinj sutrikima, ‘

Viename jgyvendinimo variante pirmasis agentas yra VIII ‘faktorius.
Kitame jgyvendinimo variante pirmasis agentas yra VIl faktoriaus su pasalinta
B-sritimi variantas. Kitame jgyvendinimo variante pirmasis agentas yra IX
faktorius. Kitame jgyvendinimo variante pirmasis agentas yra von Willebrand'o
faktorius. L

Viename jgyvendinimo variante antrasis agentas yra agento, kuris
paduoda kostimuliacinj signalg T Iastelei, tirpi forma. Tinkamesniame
igyvendinimo variante $is agentas yra CTLA4 tirpi forma. Kitame dar
tinkamesniame jgyvendinimo variante agentas yra CTLA4Ig. Kitame i$
tinkamesniy jgyvendinimo varianty $is agentas yra tirpi B7-1 forma, tirpi B7-2
forma arba B7-1 ir B7-2 derinys. Kitame i$ tinkamiausiy jgyvendinimo varianty
$is agentas yra B7-1lg, B7-2Ig arba B7-1lg ir B7-2lg derinys.

Viename jgyvendinimo variante antrasis agentas yra antikGnas, kuris
risasi su kostimuliacine molekule. Kitame jgyvendinimo variante antrasis
agentas yrarpasirinktas i§ grupés, susidedancios i$ anti-B7-1 antikino, anti-
B7-2 antikdno ir anti-B7-1 ir anti-B7-2 antikny derinio. Kitame jgyvendinimo
variante antikinas yra neaktyvuojanti anti-CD28 antiktino forma.

Viename jgyvendinimo variante hemostazinis sutrikimas yra pasirinktas
i$ grupés, susidedanéios i§ A hemofilijos, B hemofilijos ir von Willebrand'o
ligos.

Viename jgyvendinimo variante subjektas turi didelj antikGny, kurie

ri§asi su pirmuoju agentu, titra.
Trumpas bréZiniy apraSymas

Fig.1 iliustruoja eksperimento plang, naudotg 1 pavyzdyje pirminio

antikaninio atsako j VIII faktoriy inhibavima,
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Fig.2 rodo, kad pelés, kurios negavo CTLA4Ig, turi didelius antikino
titrus pradedant jau nuo 20 dienos (G-1), o pelés, kurios gavo CTLA4Ig, neturi
antikdiny iki 82 dienos (G-2 ir G-3).

Fig.3 rodo eksperimento plang, naudotg 2 pavyzdyje, kuriame tiriamas
antrinio antikaininio atsako j VIII faktoriy inhibavimas. -

Fig.4 rodo, kad gyvuliukai, kurie negavg/CTLA4Ig, turi didelius anti-VIi
faktoriaus antikliny titrus (G-1), o pelés, kurios gavo CTLA4Ilg, (G-2), iSskyrus
1 pele, neiSvysté antrinio imuninio atsako j VIII faktoriy. ,

Fig.5 rodo mCTLA4-Ilg poveikj | anti-VIIl faktoriaus antikiny
susidaryma.

Fig.6 rodo pakartotino mCTLA4-lg jvedimo poveikj | anti-VIII faktoriaus
antikQiny susidaryma.

Fig.7 rodo vienalaikio mCTLA4-Ig ir VIII faktoriaus jvedimo poveiki.

Fig.8 rodo mCTLA4-lg poveikj antriniam imuniniam atsakui | VHI
faktoriy. .

Fig.9 rodo B7-1 ir B7-2 vaidmen] antikaninio atsako prie$ VIII faktoriy
susidaryme. :

Fig.10 rodo T Igsteliy atsaka j VIII faktoriy A/B7-1" hemofilijg ir A/B7-2"

* hemofilijg turintioms pelems.
Smulkus apraSymas

Sis iSradimas atstovauja svarbig pazanga hemostaziniy sutrikimy
gydyme, pateikdamas kompozicijas, kurios tokiam sutrikimui gydyti leidzia
vartoti terapinj baltymag, sumazinant imuninio atsako | §j terapinj baltymg
atsiradima ir/arba progresavima,

Prie$ tolimesnj iSradimo aprasyma, Cia surinkti kai kurie terminai,

naudojami aprasyme, pavyzdziuose ir pridedamoje apibréztyje.

1. Apibrézimai

Siame isradime naudojamas posakis “hemostazinis sutrikimas” apima
sutrikimus, kurie pasirei$kia nenormaliu kraujavimu ir/arba tromboze. Normali
hemostaze riboja kraujo praradima per eile sgveiky tarp kraujo indy sieneliy
komponenty, trombocity ir plazmos baltymy. Hemostaziniai sutrikimai




, L 4920 B

L

atsiranda, pavyzdziui, dél trombocity agregécijos sumazéjimo ir/arba
negaléjimo susidaryti fibrino kresuliui, kas gali duoti netinkamus atsakus i liga
arba traumg, - pvz. nekontroliuojamag kraujavima, Tokios ligos gali bati
nustatytos, pvz. nustatant kraujavimo laika, dalinj tromboplastino laikg (PTT),
protrombino laikg (PT), trombino laikg (TT) arba kiekybiskai nustatant
fibrinogeng, naudojant gerai zinomus metodus. Hemostaziniy susirgimy
pavyzdziais yra A hemofilija, B hemofilija ir von Willebrand'o liga. ’

Cia naudojamas posakis “agentas, kuris skatina hemostaze® apima
baltymg arba peptida, kurio triksta arba kurio neturi subjektas, ir kurj jvedus
subjektui, pagerinama biklé arba yra gydomas hemostazinis sutrikimas. Tarp
tinkamiausiy ag_éntq, kurie skatina hemostaze, yra koaguliacijos faktoriai,
tokie kaip VIII faktorius, IX faktorius, VWF ir jy analogai.

Cia naudojamas terminas “B7 $eima” arba “B7 molekulés” apima
kostimuliacines molekules, kurios turi aminorigsciy sekos tapatuma su B7
polipeptidais, pvz. su B7-1, B7-2 arba B7-3 (jas atpazjsta BB-1 antikiinas). Be
to, B7 molekuliy $eima turi bendrg funkcija, pvz. gebgjima susiristi su B7
Seimos ligandu (pvz., vienu arba keliais i§ CD28, CTLA4 arba ICOS) ir
gebéjima kostimuliuoti T Igsteliy aktyvavima.

B7 polipeptidai gali suteikti kostimuliacijg aktyvuotoms T lgstelems ir
tokiu badu indukuoti T Igsteliy proliferacijg irfarba citokiny sekrecija, arba gali
inhibuoti T Iésteliq kostimuliacijg, pvz., kai jie yra tirpioje formoje. B7 Seimos
nariais yra B7-1, B7-2 ir jy tirpls fragmentai arba dariniai. Viename
igyvendinimo variante B7 $eimos nariai riSasi su CTLA4, CD28, ICOS ir/arba
kitais ligandais ant imuniniy lasteliy ir gali inhibuoti arba indukuoti imuniniy
Igsteliy kostimuliacija. "

Cia naudojamas posakis “agentas, kuris inhibuoja kostimuliacin
signala T lasteléje” apima agentus, kurie inhibuoja signala, generuojamg
sgveikaujant kostimuliacinei molekulei ant antigeng pateikianCios lasteles
(APC), pvz. B7 $eimos molekulei, su jos priedreceptoriumi ant T lasteles.
Kostimuliacinés molekulés ant APCs (pvz., B7 $eimos nariai) ir joms giminingi
ligandai ant T lIagsteliy (pvz. CTLA4, CD28 ir ICOS) cia yra bendrai vadinami
kostimuliacinémis molekulémis. Agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signala, gali veikti arba ekstralgsteliniu badu. inhibuodamas saveikg tarp
kostimuliaciniy molekuliy ir tokiu blGdu blokuodamas vidulgsteliniy signaly
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atsiradimg, arba gali veikti vidulgsteliniu bldu, inhibuodamas kostimuliacinius
signalus signalo perdavimo kelyje. Agenty pavyzdziai smulkiai aprasyti toliau,
ir jais yra, payyzdiiui, tirpios kostimuliaciniy molekuliy formos ir antikdnai,
kurie jungiasi prie kostimuliaciniy molekuliy.

Cia naudojama frazé “imuninio atsako supresinis moduliavimas” apima
imuninio atsako sumazinimg (pvz. nuslopinimg, sustabdyma arba inhibavima)
pacientui, kuris neturi egzistuojancio imuninio atsako, arba egzistuojancio
imuninio atsako ilgumo ir dydzZio sumazinimg. Terminas “imuninis atsakas”
apima bet kokio tipo imuninj atsaka, kuris yra inicijuojamas arba priklausomas
nuo kostimuliaciniy signaly, pvz. Iastelinj arba humoralinj atsaka, kuris gali
atsirasti subjektui atsakant j svetimg antigeng, Viename jgyvendinimo variante
imuninis atsakas yra antikdninis atsakas j agenta, kuris skatina hemostazg
(pvz. VII faktoriy, VWF arba IX faktoriy). Terminas “imunotoleravimas” apima
antigeninés specifinés tolerancijos indukcijg, kuri gali bdti iSmatuojama
specialistams Zinomais metodais, pvz. matuojant antrinj imuninj atsakg (pvz.

Iastelinj arba humoralinj atsaka) j antikiing,

Il. Agentai, kurie skatina hemostaze

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris skatina hemostaze, yra
VIl faktorius. Cia naudojamas terminas “VIII faktorius” apima baltymus, kurie
pasizymi VIH faktoriui bldingu prokoaguliantiniu aktyvumu. Viename Sio
iSradimo 1gy§/endinimo variante VIII faktoriaus tipo baltymai yra gamtiniai VI
faktoriaus baltymai. Tokie baltymai gali bati iSskirti i$ kraujo arba gali bati
jvedami kaip kraujo produktas arba kaip praturtintas kraujo produktas.
Viename jgyvendinimo variante labai iSgrynintas VIII faktorius gali bdti
gaunamas adsorbuojant ir eliuuojant $j faktoriq i§ kraujo produkto ant
monokloninio antiklino kolonélés. Kitu atveju, tokie gamtiniai baltymai gali bati
pagaminami rekombinantiniu bidu naudojant nukleorGgsCiy molekules,
geriausia gamtiniy nukleorGgsciy molekules. PavyzdZiui, viename
igyvendinimo variante VIII faktoriaus baltymai yra pagaminami panaudojant
VIII faktoriy koduojangios nukleorligsies molekulés ekspresijg Iasteléje pagal
specialistams Zinomas metodikas taip, kad baty gaunamas VIl faktoriaus
baltymas. Zmogaus VIII faktoriaus nukleotidy seka (ir atitinkama aminorfgsciy
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seka) yra Zzinoma. (Zr. pvz., Toole et al. Nature 1984, 312:5992; arba
GenBank Accession Nos. X01179; K01740).

Kitame jgyvendinimo variante hemostaze skatinantis agentas yra
negamtinis VIII faktorius, pvz. VIII faktoriaus mutantas, kuris iSlaiko teraping
funkcija, t.y. VIII faktoriaus hemostaze skatinantj aktyvuma. PavyzdZiui, DNR
sekos, galin¢ios hibridizuotis su Zmogaus )}III faktoriy koduojan¢ia DNR
salygomis, kurios leidzia iSvengti hibridizacijos su ne-VIIl faktoriaus genais
(pvz.salygomis, kurios yra ekvivalentinés 65 °C temperatdrai 5 x SSC (1 X
SSC = 150 mM NaCl/0,15 M Na citratas), arba homologinés DNR sekos,
iSlaikanCios seky identikumg nukleorigsties molekulés dalyse, kurios
koduoja VIII faktoriaus funkcijai svarbias baltymo sritis, pagal §j iSradimg gali
bati naudojamos VI faktoriui gauti. Kaip pavyzdZiai yra pridedami U.S. Patent
5,744,446; 5,663,060; 5,583,209; 5,661,008; 5,422,260 ir 5,707,832.

Kitame jgyvendinimo variante hemostaze skatinantis agentas yra VII|
faktoriaus tipo baltymas, kuriame yra pasalinta bent viena dalis (pvz.
neesminé dalis). Pavyzdziui, viename jgyvendinimo variante VIl faktoriaus
baltymas yra modifikuotas VIII faktoriaus baltymas, kuriame yra pasalinta
viena arba daugiau aminoriig$giy, arba jos yra pakeistos tarp 90 kD ir 69 kD
skaldymo viety, lyginant su gamtiniu VI faktoriumi; tai smulkiau aprasyta
United States Patent 4,868,112, kuris yra pridedamas kaip literatGros 3altinis.

Kitame jgyvendinimo variante hemostaze skatinantis agentas yra Vil
faktoriaus analogas, turintis vienos arba daugiau aminordgsciy trikumg tarp
50/40 skaldymo vietos ir 73 kD skaldymo vietos, kuris gali bati gaunamas
pagal bddus, analogiskus aprasytiems United States Patent 4,868,112
(pridedamas kaip literatdros $altinis). Tinkamiausiame jgyvendinimo variante
VIII faktoriaus analogas i$laiko dalj arba visas rlgstines aminorlgsciy, sritis
tarp 80 kD ir 73 kD skaldymo viety. Kitame jgyvendinimo variante $ios srities
dalis arba visa sritis yra pakeista atitinkama ragstine sritimi prie pat 50/40
skaldymo vietos. Dar kituose jgyvendinimo variantuose VIII faktoriaus
baltymai yra analogai (turintys arba neturintys auk$ciau paminéty delecijy),
tokie kaip aprasyti International Application PCT/US87/01299 (ji pridedama
kaip literatGros $altinis), pvz. kuriuose viena arba daugiau skaldymo viety,
apimangiy arginino liekanas 226, 336, 562, 740, 776, 1313, 1648 arba 1721

padétyse, buvo padarytos atsparios proteolitiniam skaldymui, pvz. pakeiciant
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vieng arba daugiau aminortigééiy kitomis aminorgstimis, panaudojant kKDNR
mutageneze, vykdomg Zinomais buldais, pvz. standartine kryptinga
mutageneze.

Agentai; kurie skatina hemostaze, taip pat-apima hibridinius VIii
faktoriaus baltymus, kurie susideda i$ dalies irfnogau's VIIi faktoriaus ir dalies
nezmogaus VIII faktoriaus i$ kitos rasies (pvz., kiaulés VI faktoriaus). Tokie
hibridiniai baltymai gali bati pagaminti naudojant Zinomas metodikas, pvz.
parodytas U.S. Patent 5,744,446; 5,663,060 ir 5,583,209.

U.S. Patent 5,693,499; 5,681,746, 5,663,060; 5,583,209; 5,563,045,
5,460,951 ir 5,455,031 taip pat yra pridedami kaip literatliros Saltiniai.

Kitame jgyvendinimo variante agentas, kuris skatina hemostaze, yra IX
faktorius. Cia naudojamas terminas “IX faktorius” apima, bet neapsiriboja,
i$skirtg i$ plazmos, transformuoty Igsteliy linijos 1X faktoriy ir rekombinantiniu
bldu gautg IX faktoriy, isskirtg i§ Seimininko Igsteliy auginimo terpés. IX
faktorius gali bati i§skiras i§ kraujo arba gali bati jvedamas kaip kraujo
produktas arba kaip praturtintas kraujo produktas. Viename jgyvendinimo
variante labai i§grynintas IX faktorius gali bati gaunamas adsorbuojant ir
eliuuojant §j faktoriy i§ kraujo produkto ant monokloninio antikiino kolonglés.
ISskyrimo blidy pavyzdziai taip pat aprasyti U.S. Patent 5,639,857, 5,457,181
ir 5,286,849. Kitu atveju, tokie gamtiniai baltymai gali bati pagaminami
rekombinantiniu badu, naudojant nukleorigséiy molekules, geriausia gamtiniy
nukleorfgséiy molekulés. Pavyzdziui, viename jgyvendinimo variante IX
faktoriaus baltymai yra pagaminami panaudojant IX faktoriy koduojancios
nukleorigsies molekulés ekspresijg lasteléje pagal specialistams Zinomas
metodikas taip, kad buty gaunamas IX faktoriaus baltymas. Genetiniy
konstrukty IX faktoriui ekspresuoti pavyzdziai gali bati rasti U.S. Patents
5,650,503 ir 4,994,371.

IX faktoriaus nukleotidy seka yra Zinoma. (Zr. pvz., Yoshitake et al.
1985. Biochemistry 24:3726 arba GenBank Accession Nos. K022402;
A07407; A01819 arba X54500).

Kituose jgyvendinimo variantuose IX faktorius apima, pavyzdziui,
United States Patents 4,994,371; 5,171,569; 5,679,639, 5,621,039 ir
5,714,583 (jy aprasymai yra pridedami kaip literatlros $altiniai) aprasytus

baltymus.
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Apart gamtiniy, IX faktoriaus formy, terminas “IX faktorius” taip pat
apima negamtines formas, pvz. IX faktoriaus mutantus, kurie iSlaiko teraping
funkcijg, t.y. IX faktoriaus hemostaze skatinancias sayybes. Pavyzdziui, DNR
sekos, galindios hibridizuotis su Zmogaus IX faktoriy koduojania DNR
salygomis, kurios leidZia iSvengti hibridizacijos su ne-IX faktoriaus genais
(pvz.salygomis, kurios yra ekvivalentinés 65 °C temperattrai 5 x SSC (1 X
SSC = 150 mM NaCl/0,15 M Na citratas), arba DNR sekos, ilaikangios seky
identiskuma nukleortigsties molekulés dalyse, kurios koduoja IX faktoriaus
funkcijai svarbias baltymo sritis, pagal §j iSradimg gali bati naudojamos IX
faktoriui gauti.

VIII faktoriaus arba IX faktoriaus baltymai taip pat gali bati gaunami i$
prekybininky. PavyzdZiui, galima gauti koncentruotas VIl faktoriaus formas,
pvz. Immunate® (Immuno, Beriate® (Behring), galima gauti VIII faktoriaus
monokloninio antikdino i§grynintas formas, pvz. Oktanativ-M® (Pharmacia),
Hemofil M® (Baxter) ir Monoclate-P® (Armour); taip pat galima gauti
rekombinantines VIII faktoriaus formas, pvz. Recombinate® (Baxter) ir
Kogenate® (Bayer). Taip pat yra prieinama VI faktbriaus rekombinantiné
forma su pasalinta B-dalimi — r-VIll SQ® (Pharmacia ir Upjohn, Stockholm). IX
faktorius gali bati jsigijamas, pvz., kaip Nanotiv® (Kabi Pharmacia) arba
Immunine® (Immuno); taip pat galima gauti iSgrynintg IX faktoriaus
monokloninj antikiing kaip Mononine® (Armour). Taip pat galima gauti
rekombinantinj IX faktoriy, pvz. kaip BeneFIX® (Genetics Institute).

VWF yra didelis multimerinis plazmos baltymas, sudarytas is atskiry,
subvienety. VWF subvienetai yra sujungti vienas su kitu disulfidiniais rysiais.
Plazmoje VWF cirkuliuoja kaip multimerai — nuo dimery, iki daugiau nei i$ 50
subvienety susidedanéiy multimery. Dimerai susideda i$ dviejy subvienety,
sujungty tikriausiai C-galuose lankséiomis strypelio pavidalo dalimis, ir yra
laikomi multimerizacijos promotoriais. Sie promotoriai yra sujungti didelémis,
tikriausiai N-galinémis globulinémis dalimis, susidarant multimerams.
Pasirodo, kad VWF yra pagaminamas kaip 260 kD glikozilintas pirmtakas,
kuris po to apdirbamas ir sulfatuojamas. Po dimerizacijos, multimerizacijos ir
protealitinio skaldymo, subrendes baltymas yra mazdaug 225 kD. VWF buvo
gautas rekombinantiniu badu. VWF nukleotidy ir aminorlgscCiy sekos yra
Zinomos. (Zr. pvz., Sadler et al. 1986. Cold Spring Harbor Symposium in
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Quantitative Biology 51:515 arba GenBank Accession Nos. L15333 arba
K033028). EP 0197592 B1 aprasymas yra pridedamas kaip literattros
saltinis). |

Apart gamtiniq VWEF faktoriaus formy, terminas “VWF faktorius” taip pat
apima negamtines formas, pvz. VEF faktoriaus fnutantus, kurie islaiko
terapines savybes, ty. VWF faktoriaus hem/ostaze skatinancias savybes.
Pavyzdziui, DNR sekos, galin¢ios hibridizuotis su Zmogaus VWF faktoriy
koduojancia DNR salygomis, kurios leidzia iSvengti hibridizacijos su ne-VWF
faktoriaus genais (pvz.salygomis, kurios yra ekvivalentinés 65 °C temperatarai
5 x SSC (1 X SSC = 150 mM NaCl/0,15 M Na citratas), arba DNR sekos,
iSlaikan¢ios seky identiSkumg nukleorlgsties molekulés dalyse, kurios
koduoja VWF faktoriaus funkcijai svarbias baltymo sritis, pagal §j iSradima gali
bati naudojamos VWF faktoriui gauti.

Viename jgyvendinimo variante agentai, kurie skatina hemostaze, yra
Zinduoliy kilmés. Tinkamesniame jgyvendinimo variante agentai, kurie skatina
hemostazg, yra kile iS kiauliy. Dar kitame tinkamiausiame jgyvendinimo
variante agentai, kurie skatina hemostaze, yra Zmogiskos kilmés. Dar kitame
igyvendinimo variante agentai, kurie skatina hemostaze, yra hibridinés

molekulés.
Ill. Imunomoduliaciniai agentai

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signalg T Igsteléje, yra gamtiné kostimuliacinés molekulés forma. Gamtinés
kostimuliaciniy molekuliy formos gali bti iSskirtos i$ Igsteliy arba gali bdati
gautos rekombinantiniu metodu naudojant Yinomas metodikas. Pavyzdziui,
kostimuliaciniai baltymai gali bati pagaminti panaudojant kostimuliacine
molekule koduojancios nukleortigéties molekulés ekspresijg Igsteléje taip, kad
pasigaminty kostimuliaciné molekulé. Kostimuliaciniy molekuliy nukleotidy
sekos yra zinomos ir gali biti rastos literatiroje arba duomeny bazése, kaip
antai GenBank. Zr., pavyzdziui, B7-2 (Freeman et al. 1993 Science, 262:909
arba GenBank Accession Nos. P42081 arba A48754); B7-1 (Freeman et al. J.
Exp. Med. 1991, 174:625 arba GenBank Accession Nos. P33681 arba
A45803); CTLA 4 (2r. pvz., Ginsberg et al. 1985. Science, 228:1401; arba
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GenBank Accession Nos. P16410 arba 291929); ir CD28 (Aruffo and Seed.
Proc. Natl. Acad. Sci. 84:8573 arba GenBank Accession No. 180091); ICOS
(Hutloff et al. 1999, Nature, 397:263; WO 98/38216) ir giminingas sekas.

Apart gamtiniy kostimuliaciniy molekukliq formy, terminas
“kostimuliacinés molekulés” taip pat apima negamtines formas, pvz.
kostimuliaciniy molekuliy mutantus, kurie i§laiko kostimuliacines molekulés
funkcijg, t.y. galimybe prisijungti prie giminingo priedreceptoriaus. Pavyzdziui,
DNR sekos, galindios hibridizuotis su B7 molekule, CTLA4 molekulg, CD28
arba ICOS molekule koduojan&ia DNR saglygomis, kurios leidZia iSvengti
hibridizacijos su ne-kostimuliacinés molekulés genais (pvz. salygomis, kurios
yra ekvivalentinéé 65 °C temperatdrai 5 x SSC (1 X SSC = 150 mM NaCl/0,15
M Na citratas) pagal §j iSradimg yra kostimuliacinés molekulés. Kitu atveju,
DNR sekos, kurios ilaiko seky identis$kuma nukleoriigsties molekulés srityse,
kurios koduoja kostimuliacinés molekulés funkcijai, pvz. susijungimui su
kitomis kostimuliacinémis molekulémis, svarbias baltymo sritis, taip pat gali
bati naudojamos kaip agentai, kurie inhibuoja kostimuliacinj signalg T
Iasteléje. Geriau, kai negamtinés kostimuliacinés molekulés turi didelj (pvz.
didesnj nei 70 %, geriau - didesnj nei 80 %, o dar geriau — didesnj nei 90-95
%) aminorigsciy identiSkumg su gamtine kostimuliacinés molekulés
ekstralgstelinés dalies aminortigsciy seka.

Norint'nustatyti kostimuliacinés molekules aminortgsc&iy sekas, kurios
gali bati svarbios ri$antis kostimuliacinei molekulei su jos prieSreceptoriumi,
gali bdti gretinamos jvairiy rasiy, pvz. pelés ir Zmogaus kostimuliaciniy,
molekuliy ekstralgstelines dalis apimanéios aminorGg3¢iy sekos ir pazymimos
i$laikytos (pvz. identikos) liekanos. Tai gali bdti atliekama, pavyzdzZiui,
naudojant standartines sugretinimo programas, kaip antai MegAlign (DNA
STAR). Tikétina, kad tokios i§laikytos arba identiskos liekanos yra bdtinos
tinkamam kostimuliacinés molekulés suri§imui su jos receptoriais ir tokiu bldu
jos neturéty bati keiGiamos.

Taip pat buvo nustatytos specifinés kostimuliaciniy molekuliy liekanos,
kurios yra svarbios rySio sudaryme. Pavyzdziui, CD28 sritis, kuri yra ypatingai
svarbi saveikaujant su B7-1 ir B7-2, buvo nustatyta, panaudojus kryptingg
mutageneze, CD28 monokloninio antikino epitopy Zemelapio sudarymg,
receptoriumi paremtus adhezijos testus ir tiesioginj Ig-suliety baltymy
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prisijungimg prie pavir$iaus receptoriy. Buvo nustatyta, kad CD28 daug
prolino turinéios sekos intarpas — MYPPPY - yra labai svarbus $io baltymo
funkcijai (Trunch et al. 1996, Mol. Immunol. 33:321). PanaSiu budu,
panaudojant mutacijg, buvo nustatytos B7-1 molekulés sritys, kurios yra
svarbios funkcinéje sgveikoje su CD28 ir CTLA4.' Buvo rasta, kad labai
svarbios yra dvi hidrofobinés liekanos, 1skaitan€ Y87 liekana, V-pavidalo B7-1
dalyje, kurios i$silaiko visose B7-1 ir B7-2 molekulése, klonuotose i$ jvairiy
rasiy (Fargeas et al. 1995, J. Exp. Med. 182:667). Naudojant Sias arba
panasias metodikas, gali biti nustatytos kostimuliaciniy molekuliy
ekstralasteliniy daliy aminorgégiy sekos, kurios yra labai svarbios, ir todél jos
neturi bati kei¢iamos.

Kostimuliacinés molekulés gali bati ekspresuojamos tirpioje formoje
arba naudojamos kaip imunogenai antikinams gauti. Tokios tirpios
kostimuliacinés molekulés arba antiklinai yra tinkami kaip agentai, kurie
inhibuoja kostimuliacinj signalg T Igsteléje, kaip smulkiai aprasyta toliau.

A. Agentai. kurie ekstralgsteliniu_badu _inhibuoja kostimuliacinj signalg T
lgsteléje.

1. Tirpios kostimuliaciniy molekuliy formos

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj
signalg T Igsteléje, yra T lgstelés kostimuliacinés molekulés (pvz. CTLA4,
CD28 irfarba ICOS) tirpi forma, kuri gali blokuoti kostimuliacinio signalo
perdavimg T Igsteléje.

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj
signalg T Igsteléje, yra CTLAA4 tirpi forma. DNR sekos, koduojancios zmogaus
ir pelés CTLA4 baltymg, yra zinomos; Zr. pvz., Dariavich, et al. (1988) Eur. J.
Immunol. 18(12), 1901-1905; Brunet, J.F., et al. (1987) supra; Brunet, J.F. et
al. (1988) Immunol. Rev. 103:21-36; ir Freeman, G.J. et al. (1992) J. Immunol.
149, 3795-3801. Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose tirpus CTLA4
baltymas apima visq CTLA4 baltyma. Tinkamesniame jgyvendinimo variante
tirpus CTLA4 baltymas apima CTLA4 baltymo ekstralgsteling dalj. Pavyzdziui,
tirpi CTLA4 ekstralgstelinés dalies rekombinantiné forma buvo ekspresuota
mielése (Gerstmayer et al. 1997. FEBS Lett. 407:63). Kituose jgyvendinimo
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variantuose tirpls CTLA4 baltymai apima maZiausiai dalj CTLA4 baltymo
ekstralgstelinés dalies, kuri islaiko sugebéjimg susiristi su B7-1 ir/arba B7-2.

Viename jgyvendinimo variante tirpus CTLA4 baltymas arba jo dalis
yra sulietas baltymas, apimantis maziausiai dalj CTLA4, kuri ridasi su B7-1
irfarba B7-2, ir maziausiai dalj antrojo ne-CTLA4 baltymo. Tinkamesniame
igyvendinimo variante CTLA4 sulietas baltymas apima CTLA4 ekstralgsteling
dalj, kuri yra sulieta amino-gale su signaliniu peptidu, pvz. i§ onkostatino M
(zr. pvz., WO93/00431).

Ypatingai tinkamame jgyvendinimo variante tirpi CTLA4 forma yra
sulietas baltymas, apimantis CTLA4 ekstralgsteling dalj sulietq su dalimi
imunoglobulino molekulés. Toks sulietas baltymas — CTLA4lg — gali bdti
pagamintas naudojant zinomus budus (Zr. pvz., Linsley 1994. Perspectives in
Drug Discovery and Design 2:221; Linsley WO 93/00431 ir U.S. Patent
5,770,197).

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj
signalg T Igsteléje, yra antigeng pateikiantios Iastelés kostimuliacinés
molekulés (pvz. B7 Seimos molekulés, tokios kaip B7-1, B7-2 ir/arba ICOS
ligando) tirpi forma. PavyzdZiui, viename jgyvendinimo variante tirpi
kostimuliacinés molekulés forma apima B7-1 tirpig forma arba B7-2 tirpig
forma, arba B7-1 tirpios formos ir B7-2 tirpios formos derinj. B7 baltymus
koduojancios DNR sekos taip pat yra Zzinomos; zr. pvz., B7-2 (Freeman et al.
1993, Science, 262:909 arba GenBank Accession Nos P42081 arba A48754),
B7-1 (Freeman et al. J. Exp. Med. 1991. 174:625 arba GenBank Accession
Nos P33681 arba A45803). Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose tirpus B7
baltymas apima visg B7 baltymag. Tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose
tirpus B7 baltymas apima B7 baltymo ekstralgsteline dalj. Pavyzdziui, tirpi
CTLA4 ekstralgstelinés dalies rekombinantiné forma buvo ekspresuota
mielése (Gerstmayer et al. 1997. FEBS Lett. 407:63). Kituose jgyvendinimo
variantuose tirpus B7 baltymas apima bent dalj B7 baltymo ekstralgstelinés
dalies, kuri iSlaiko sugebéjimg susiristi su CTLA4 irfarba CD28.

Viename jgyvendinimo variante tirpus B7 baltymas arba jo dalis yra
sulietas baltymas, apimantis bent dalj B7, kuri risasi su CD28 ir/farba CTLA4,
ir bent dalj antrojo ne-B7 baltymo. Tinkamesniame jgyvendinimo variante B7
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sulietas baltymas apima B7 ekstralgsteline dalj, kuri yra sulieta amino-gale su
signaliniu peptidu, pvz. is onkostatino M (zr. pvz., W0O93/00431).

Ypatingai tinkamame jgyvendinimo variante tirpi B7 forma yra sulietas
baltymas, apirhantis B7 ekstralgsteling dalj sulieta su dalimi imunoglobulino
molekulés. Toks sulietas baltymas — B7Ig — gali biti pagamintas naudojant
zinomus bldus (Zr. pvz., Linsley 1994. Perspectives in Drug Discovery and
Design 2:221; Linsley WO 93/00431 ir U.S. Patent 5,770,197 bei U.S. Patent
5,580,756). -

2. Antikdnai, kurie riSasi su kostimuliacinémis molekulémis

Kai kurivose jgyvendinimo variantuose agentas, kuris blokuoja
kostimuliacinj signala T lasteléje, yra antikainas, kuris ri$asi su kostimuliacine
molekule. Gaminant antikiinus, kurie ri$asi su kostimuliacinémis molekulémis,
kostimuliacinis baltymas, kostimuliacinio baltymo dalis (pvz. peptidas-
kostimuliacinio baltymo darinys) arba sulietas baltymas, kuriame yra
kostimuliacinés molekulés visa amino ragsciy seka arba jos dalis, gali bati
naudojami anti-baltymo ir/arba anti-peptido polikloniniams antiserumams
arba monokloniniams antikinams generuoti, naudojant standartinius
metodus. Laikoma, kad éia naudojamas terminas “antikinas” apima istisus
antikiinus arba jy fragmentus. Antikiny fragmentai (pvz. Fab’ fragmentai,
F(ab'); fragmentai arba viengrandininiai antikinai) gali biti pagaminti
naudojant gerai 2inomUs metodus. Terminas “antikinas” taip pat apima
chimerinius ir humanizuotus antiktnus.

Pavyzdziui, Zinduolis (pvz. pelé, zZiurkénas arba triusis) gali bati
imunizuoti kostimuliacinio baltymo arba peptido imunogenine forma, kuri
sukelia antikbninj atsakg Zzinduolyje. Imunogenu gali bdti, pavyzdziui,
rekombinantinio kostimuliacinio baltymo molekulé arba jos fragmentas,
sintetinio peptido fragmentas arba Igstelé, kuri ant savo pavirSiaus
ekspresuoja kostimuliacing molekule. Si Iastelé gali bati, pavyzdziui, antigeng
pateikianti Iasteleé arba T Igstelé, arba lastele, transfekuota nukleortgstimi,
koduojancia kostimuliacing molekule taip, kad $i kostimuliaciné molekule yra
ekspresuojama  ant lIgstelés  pavirSiaus.  Seimininko  Iastelémis,
transfekuotomis peptidams ekspresuoti, gali biti bet kokios prokariotinés arba
eukariotinés lgstelés. Pavyzdziui, kostimuliacinés molekulés aktyvuma turintis
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peptidas gali biti ekspresuojamas bakterijy lastelése, tokiose kaip E. coll,
vabzdziy lastelése (bakuloviruso), mieliy arba Zinduoliy |astelése, tokiose kaip
kiniskojo Ziurkéno kiausidziy lgstelése (CHO) ir NSO Iastelese. Kitos tinkamos
Seimininko lastelés ir ekspresijos vektoriai gali biti rasti Goeddel (1990) supra
arba yra Zinomi specialistams. Vektoriy ek§presijai mielese S. cervisae
pavyzdziais yra pYepSec1 (Baldari et al., (1957) Embo J. 6:229-234), pMFa
(Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al.,
(1987) Gene 54:113-123) ir pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA).
Bakulovirusiniais  vektoriais, kurie yra tinkami baltymy ekspresijai
kultivuojamose vabzdziy Igstelése (SF 9 lastelése), yra pAc serijos (Smith et
al., (1983) Mol. :Cell Biol. 3:2156-2165) ir pVL serijos (Lucklow, V.A,, and
Summers, M.D., (1989) Virology 170:31-39). Bendrai imant, COS lIastelés
(Gluzman, Y., (1981) Cell 23:175-182) buvo naudojamos kartu su tokiais
vektoriais kaip pCDM8 (Seed, B., (1987) Nature 329:840) pereinamai
amplifikacijai/ekspresijai Zinduoliy lastelese, o CHO (desifruojama Chinese
Hamster Qvary) lgstelés buvo naudojamos kartu su vektoriais, tokiais kaip
pPMT2PC (Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6:187-195) stabiliai
amplifikacijai/ekspresijai  Zinduoliy lastelése. Tinkamiausia Igsteliy linija
rekombinantiniam baltymui gauti yra NSO mielomos Igsteliy linija, kurig galima
gauti i§ ECACC (katalogo Nr.85110603); ji apraSyta Galfre, G. and Milstein,
C. ((1981) Methods in Enzymology 73(13):3-46; ir Preparation of Monoclonal
Antibodies: Strategies and Procedures, Academic Press, N.Y., N.Y.).
Vektoriaus DNR gali biti jvesta j zinduoliy lasteles pagal jprastas metodikas,
tokias kaip konusodinimas su kalcio fosfatu arba kalcio chloridu, DEAE-
dekstrano tarpininkaujama transfekcija, lipofektinas arba elektroporacija.
Seimininko lasteléms transformuoti tinkancius metodus galima rasti Sambrook
et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2" Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory press (1989) ir kituose laboratorijos vadoveliuose.
Naudojant Zinduoliy lgstelés, ekspresijos vektoriaus kontrolinés funkcijos
daznai yra perduodamos panaudojant virusing medziaga. PavyzdZiui,
paprastai naudojami promotoriai yra idvesti i§ poliomos, adenoviruso 2,
citomegaloviruso ir dazniausiai i§ Simian’o viruso 40.

Zinduoliy Igstelése ekspresuoti peptidai, turintys kostimuliacinés
molekulés aktyvumg, gali biti i§skirti pagal Zinomas standartines metodikas,
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iskaitant nusodinimg amonio sulfatu, frakcionavima kolonéliy chromatografijos
metodu (pvz. jony mainy, gelfiltracija, elektroforeze, giminingumo
chromatografijg ir t.t.) ir pagaliau, kristalizacijg (Zr. daugiausia “Enzyme
Purification and Related Techniques®, Methods in Enzymology, 22:233-577
(1971)). §

Specialistai turéty suprasti kad” antikGny prie§ Zmogaus
kostimuliacines molekules generavimas pagal standartines metodikas yra jy
igudimo reikalas. AntikGinais gali bati.arba polikloniniai arba monokloniniai
antikinai, arba tokiy antikGiny antigena riSantys fragmentai. Terapiniam
panaudojimui ypatingai svarbis yra antikanai, kurie inhibuoja kostimuliacinés
molekulés susiri$ima su jos gamtiniu ligandu(ais) ant imuniniy Igsteliy
pavirsiaus, tokiu  badu inhibuojant imuninés Igstelés kostimuliavima,
Tinkamiausi antikiinai prie$ kostimuliacine molekule yra tie, kurie gali inhibuoti
arba slopinti pagal atvirkstinj ry§j T lasteliy tarpininkaujamus imuninius
atsakus, suridant B7-2 arba B7-1 ant B limfocity pavirSiaus ir uzkertant kelig
sgveikai su CTLA4 irfarba CD28. Kiti tinkamiausi antikinai prie$
kostimuliacing molekulg yra tie, kurie derinyje su antruoju antiklinu, kuris
risasi su kita kostimuliacine molekule, duoda padidintg T Igsteles
kostimuliavimo inhibicijg, lyginant su vienu pirmuoju antikiinu, pvz. anti-B7-1 ir

anti-B7-2 antiktny derinys.

- A. Imunogenas

Terminas “imunogenas” &ia yra naudojamas aprasSyti kompozicijai, |
kurig kaip veiklusis ingredientas jeina kostimuliacinés molekulés aktyvumag
turintis peptidas, naudojamai antikGinams prie$ kostimuliacing molekule gauti.
Kai antiknams indukuoti yra naudojarhas kostimuliacinés molekulés
aktyvumg turintis peptidas, reikia suprasti, kad Sis peptidas gali bdati
naudojamas vienas, prijungtas prie nesiklio kaip konjugatas arba kaip
peptidinis polimeras.

Norint generuoti tinkamus antikinus prie$ kostimuliacines molekules,
imunogene turi bati efektyvus imunogeninis kiekis peptido, turinio
kostimuliacinés molekulés aktyvuma, paprastai kaip prie nesiklio prijungto
konjugato. Efektyvus kiekis peptido dozés vienete priklauso, tarp kity dalyky,
nuo inokuliuojamo gyviino rasies, $io gyvino kino maseés ir pasirinkto
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imunizavimo reZimo, kas yra gerai Zinoma specialistams. Imunogeniniame
preparate paprastai turi bati nuo mazdaug 10 mikrogramy, iki mazdaug 500
miligramy, geriau nuo mazdaug 50 mikrogramy iki mazdaug 50 miligramy
peptido vienoje imunizavimo dozéje. Imunizavimo préparate taip pat gali buti
adjuvanto, kaip skiediklio dalis. Adjuvantai, tokie kaip pilnas Freund'o
adjuvantas (CFA), nepilnas Freund’o adjuvantas (IFA) ir aldnas, yra
specialistams gerai Zinomos medziagos ir jas galima nusipirkti iS keleto
Saltiniu.

Specialistai turéty suprasti kad vietoj gamtiniy kostimuliaciniy
molekuliy formy panaudojimo imunizavimui, kitu atveju gali bati naudojami
sintetiniai peptidai, pries kuriuos yra sukeliami tinkami naudoti Siame iSradime
antikanai. Ir tirpiy, ir prie membrany prijungty kostimuliaciniy molekuliy arba
peptidy fragmentai taip pat yra tinkami naudoti imunogenais, ir taip pat gali
bdti i$skirti panaudojant imunoafininj gryninima, ISgryninta kostimuliacinés
molekulés baltymo forma, tokia kaip i§skirta pagal auksciau duotg aprasyma,
arba Zinoma forma gali bati naudojama tiesiogiai kaip imunogenas arba, kitu
atveju, gali bati prijungta prie tinkamo baltymo-nesiklio pagal Zinomas
metodikas, jskaitant cheminio kopuliavimo priemones, bei geny inZinerijos
badu, naudojant kostimuliacinés molekulés kionuota gena.

Peptidas arba baltymas, pasirinktas imunizacijai, gali  bdti
modifikuojami taip, kad padidéty jy imunogeniSkumas. Pavyzdziui, |
imunogeni$kumo suteikimo peptidui metodikas jeina prijungimas prie nesikliy
arba kitos gerai Zinomos metodikos. Bet kuris imunizavimui pasirinktas
peptidas taip pat gali bati susintetintas. Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose
tokie peptidai gali biti susintetinti kaip $akoti polipeptidai imuniniam atsakui
padidinti, kas yra Zinoma specialistams (2r. pvz., Peptides. Edited by Bernd
Gutte Academic Press 1995, pp. 456-493).

Igrynintas kostimuliacinés molekulés baltymas taip pat gali bati
kovalentiskai arba  nekovalentiskai modifikuotas  nebaltyminémis
medziagomis, tokiomis kaip lipidai arba karbohidratai, imunogeniSkumui arba
tirpumui padidinti. Kitu atveju, imunogeniskumui padidinti isgrynintas
kostimuliacinés molekulés baltymas gali biti kopuliuotas su virusine dalele
arba jterptas | ja (replikacinis virusas) arba kitu mikroorganizmu.
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Kostimuliacines molekulés baltymas, pavyzdziui, gali blti chemiskai prijungtas
prie virusinés dalelés arba mikroorganizmo arba jo imunogenines dalies.

lliustraciniame jgyvendinimo variante iSgrynintas kostimuliacinés
molekulés baltymas arba peptidinis fragmentas, turintis kostimuliacinés
molekulés aktyvumg (pvz. gautas panaudojant ribotg proteolize arba
rekombinantines DNR metodikas), yra sujun’giamas su nesikliu, kuris yra
imunogeninis gyvinams. Tinkamiausi neéikliéi apima baltymus, tokius kaip
albuminas, serumo baltymai (pvz. globulinai ir lipoprpteinai), ir
poliaminoragstis. Tinkamy baltymy pavyzdziais yra jautio serumo albuminas,
triuSio serumo albuminas, tiroglobulinas, sraigés limfos hemocianinas,
kiausinio ovalbuminas ir jaugio gama-globulinai. NeSikliais taip pat tinka
sintetinés poliaminorlgstys, tokios kaip polilizinas arba poliargininas.
Kostimuliacinés molekulés baltymo arba peptido fragmenty prijungimui prie
tinkamo imunogeninio nesiklio yra daug cheminiy skersinius ry$ius sudaranciy
agenty, kurie yra Zinomi specialistams. Tinkamiausi skersinius rysius
sudarantys agentai yra heterobifunkciniai skersiniai surisikliai, kurie gali bati
naudojami prijungti baltymams laipsni§ku badu. Yra Zinoma labai daug
heterobifunkciniy  skersiniy  suridikliy, jskaitant sukcinimidilo  4-(N-
maleimidometil)cikloheksan-1-karboksilatg (SMCC), m-maleimidobenzoil-N-
hidroksisukcinimido esterj (MBS), N-sukcinimidilo (4-jodacetil)aminobenzoatg
(SIAB), sukcinimidilo 4-(p-maleimidofenil)butiratg (SMPB),  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimido  hidrochlorida. ~ (EDC),  4-sukcinimidil-
oksikarbonil-a-metil-o-(2-piridilditio)-tolueng  (SMPT), N-sukcinimidilo 3-(2-
piridilditio)propionatg  (SPDP), sukcinimidilo 6-[3-(2-piridilditio)propionato
heksanoatg (LC-SPDP). ,

Taip pat gali bati pageidautina papraséiausiai imunizuoti istisomis
lastelémis, kurios ekspresuoja kostimuliacinés molekulés baltymg ant savo
pavirSiaus. Kaip imunogenai monokloniniams  antikdnams  prie$
kostimuliacinés molekulés antigeng generuoti gali bati naudojamos jvairios
lasteliy linijos, jskaitant (bet neapsiribojant) aktyvuotas B Iasteles. Pavyzdziui,
i$ subjekto gali blti gautos bluznies B Igstelées ir aktyvuotos anti-
imunoglobulinu. Kitu atveju, jeigu ant Iastelés pavirSiaus yra ekspresuota
kostimuliaciné molekulé, gali biti panaudota B lasteliy linija, tokia kaip Raji
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Iasteliy linija (B lasteliy Burkett'o limfoma, 2r. pvz., Freeman, G.J. et al. (1993)
Science 262:909-911) arba JY B limfoblastoidiniy lasteliy linija (zr. pvz.,
Azuma, M. et al. (1993) Nature 366: 76-79). Istisos Igstelés, kurios gali bati
naudojamos kaip imunogenai kostimuliacinei molekulei specifiniams
antikinams gauti, taip pat apima rekombinantipius transfektantus. Pavyzdziui,
COS ir CHO Igstelés gali bati rekonstruotos transfekuojant kostimuliacinés
molekulés kDNR, tokia kaip aprasyta Knudson et al. (1993, PNAS 90:4003-
4007); Travernor et al. (1993, Immunogenetics 37:474-477), Dougherty et al.
(1991, J. Exp. Med. 174:1-5); ir Aruffo et al. (1990, Cell 61:1303-1313),
gaunant nepaliestg kostimuliacing molekule ant Igstelés pavirSiaus. Po to Sios
transfektantinés: Iastelés gali bdti naudojamos kaip imunogenas is anksto
parinkto specifiskumo antikinams prie§ kostimuliacing molekule gauti. Yra
Zinomi kiti transfektantiniy lgsteliy pavyzdziai, ypatingai eukariotines lgsteles,
galincios glikozilinti kostimuliacinés Igstelés baltymg, bet iStisos Igstelés tipo
imunogenui gauti gali bati naudojama bet kokia metodika, kuri duoda
galimybe ekspresuoti transfekuotus kostimuliaciniy molekuliy genus ant

Igstelés pavirSiaus.

B. Polikloniniai antikinai prie$ kostimuliacines molekules

Polikloniniai antik@inai prie§ isgrynintg kostimuliacinés molekulés
baltymg arba peptidg, turintys kostimuliacinés molekulés aktyvuma, gali
pagrindinai biti sukeliami gyviinuose, panaudojant kostimuliacinés molekulés
imunogeno, tokio kaip kostimuliacinés molekulés baltymo ekstralgsteline
dalis, ir adjuvanto daugkartines poodines (sc) arba intraperitonines (ip)
injekcijas. Pavyzdziui, kaip aprasyta auk$ciau, gali bati naudinga konjuguoti
kostimuliacing molekule (jskaitant tam tikrus dominancius epitopus turin€ius
fragmentus) su baltymu, kuris yra imunogeninis imunizuojamoms rasims, pvz.
sraigeés limfos hemocianinu, serumo albuminu.

Gyvano-Seimininko arba jo kultivuotos antikiinus produkuojancios
lastelés imunizavimo badui ir rezimui paprastai gali biti panaudotos
nustatytos jprastos metodikos antikinams stimuliuoti ir gaminti. lliustraciniame
igyvendinimo variante gyvinai paprastai yra imunizuojami prie$ imunogeninés
kostimuliacinés molekulés konjugatus arba darinius, sumaiSant mazdaug nuo

1 ug iki 1 mg konjugato su Freund'o pilnu adjuvantu ir suleidziant §j tirpalg |
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oda daugelyje viety. Po vieno ménesio gyvinams vel jvedama 1/5 - 1/10
pradinio kiekio konjugato Freund’o pilname adjuvante (arba kitame
tinkamame adjuvante), panaudojant poodines injekcijas daugelyje viety.
Pragjus 7-14 dieny, i§ gyviny paimamas kraujas ir nustatomas
antikostimuliacinés molekulés titras. Gyvanai veikiami imunogenu tol, kol titras
pereina | plato. Tinkamiausia gyvinus Vveikti konjugatu tos pacios
kostimuliacinés molekulés baltymo, bet konjuguoto su skirtingu baltymu
irfarba per skirtingg skersinio rysio sudarymo agenta. Konjugatai taip pat gali
bati pagaminti rekombinantinéje Igsteliy kultdroje, kaip sulieti baltymai.
Imuninio atsako sustiprinimui taip pat gali bati panaudoti agreguojantys
agentai, tokie kaip allnas,

Tokios 2ihduo|iq pagamintos antikdininiy molekuliy populiacijos yra
vadinamos “polikloninémis”, nes | populiacijas jeina antikdnai, kuriy
imunospecifiékumai ir giminingumai kostimuliacinei molekulei yra skirtingi. Po
to antiklninés molekulés yra paimamos i§ Zzinduoliy ir i§skiriamos gerai
#inomais bidais, tokiais kaip, pavyzdziui, panaudojant DEAE Sephadex IgG
frakcijai gauti. Antikiino specifiSkumui padidinti antikiinai gali bti gryninami
imunoafininés chromatografijos bidu, naudojant prie kietos fazés pritvirtintg
imunogena. Antiklinas yra suleidZiamas | kontaktg su prie kietos fazés
pritvirtintu imunogenu tam tikram laiko tarpui, kurio reikia, kad imunogenas
sureaguoty su antikino molekule, susidarant pritvitintam prie kietos fazés
imuniniam kompleksui. Sujungti antikiinai i§skiriami i$ komplekso panaudojant

standartines metodikas.

C. Monokloniniai antikinai prie$ kostimuliacines molekules

Cia naudojamas terminas “monokloninis antikdnas” arba “monokloninio
antikino kompozicija” reiskia antikGno molekuliy populiacija, kurios turi tik
vienos rgsies antigena risancia vietg, galinéia imunoreaguoti su konkreciu
kostimuliacinés molekulés epitopu. Tokiu bidu monokloninio antikino
kompozicija paprastai pasizymi tik vienu risanciu afiniSkumu konkrecios
kostimuliacinés molekulés baltymo, su kuriuo jis imunoreaguoja, atzvilgiu.
Pageidautina, kad i$radimo bade naudojamas monokloninis antikinas baty
dar apibGdinamas kaip imunoreaguojantis su kostimuliacine molekule, gauta

i$ Zmogaus.
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Monokloniniai antikanai, tinkantys $io isradimo kompozicijoms ir
bldams, yra nukreipti j kostimuliacinés molekulés antigeno epitopg tokiu
bldu, kad komplekso tarp antikiino ir kostimuliacinés molekulés antigeno
susidarymas inhibuoja kostimuliacinés molekulés ,sa;veika_ su jos gamtiniu
ligandu(-ais) ant imuniniy lasteliy pavir§iaus; tokiu bGdu inhibuodami T
lastelés kostimuliacija per kostimuliacinés molekulés-ligando sgveika.
Monokloninis antikiinas prie§ kostimuliacineés molekulés epitopg gali bati
pagaminamas naudojant metodikas, kurios duoda galimybe gauti antikiino
molekules, panaudojant nepertraukiamas Igsteliy linijas kultiroje. Tokiomis
metodikomis yra, bet jomis neapsiribojama, hibridomy metodika, kurig
pirmiausia aprade Kohler ir Milstein (1975, Nature 256:495-497), véliau
aprasyta :':mogéus B Iastelés hibridomy metodika (Kozbor et al. (1983)
Immunol. Today 4:72), EBV-hibridomy metodika (Cole et al. (1985),
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96) ir
triomy metodikos. Kitais metodais, kurie gali efektyviai duoti Siam iSradimui
tinkan€ius monokloninius antikinus, yra fagy demonstravimo metodikos
(Marks et al. (1992) J. Biol. Chem. 16007-16010). |

Viename jgyvendinimo variante iSradime taikomas antikdninis
preparatas yra hibridomos Igsteliy linijos produkuotas monokloninis antikinas.
Hibridomy suliejimo metodikas pirmieji jvedé Kohler ir Milstein (Kohler et al.
Nature (1975) 256:495-97; Brown et al. (1981) J. Immunol. 127:539-46;
Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-83; Yeh et al. (1976) PNAS
76:2927-31; ir Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer 29:269-75). Tokiu budu, $io .
iSradimo monokloninio antikiino kompozicijos gali bati pagamintos toliau-
duodamu bddu, kuris apima tokias stadijas:

(a) Gyvano imunizavimas kostimuliacine molekule. Imunizavimas
paprastai vykdomas jvedant imunologiskai efektyvy kiekj, t.y. kiekj, kurio
pakanka imuniniam atsakui gauti, kostimuliacinés molekulés imunogeno
imunologiskai imliam Zinduoliui. Geriau, kai zinduolis yra grauzikas, kaip antai
triusis, Ziurké arba pelé. Tada Zinduolis yra palaikomas tam tikrg laika, kad
zinduolio organizme prisigaminty lasteliy, iSkirian¢iy antikino molekules,
imunoreaguojanéias su kostimuliacinés molekulés imunogenu. Tokia
imunoreakcija yra nustatoma, panaudojant taip pagaminty antikino molekuliy
atrinkimag pagal imunoreaktinguma su imunogeninio baltymo preparatu. Kitu
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atveju, gali bdti pageidautina atrinkti antikiino molekules su baltymo
preparatu, esandiu tokioje formoje, kurioje ji turi atpaZinti antikino molekulé
teste, pvz. kostimuliacinés molekulés suristoje su membrana formoje.
Specialistams yra gerai zinomi tokie atrinkimo badai.

(b) Po to pagaminama antiking prodgkuojanc':iq lasteliy, paimty i$
kiekvieno imunizuoto Zinduolio, i$skiriangio norima, antiking, suspensija. Po
tam tikro laiko pelés yra numarinamos ir gaunami somatiniai . antiklinus
gaminantys limfocitai. AntikGnus gaminancios lasteles gali bti gaunamos i$
limfmazgiy, bluznies ir primuoty gyvany periferinio kraujo. Tinkamiausios yra
bluznies lastelés, ir jos gali biti mechaniskai iSskirstytos i atskiras lgsteles
fiziologiskai tinkamoje terpéje, naudojant gerai zinomus metodus. Pelés
limfocitai duoda didesnj stabiliy suliejimy su toliau aprasytomis pelés
mielomomis procenta. Taip pat gali bati panaudotos Ziurkes, triusio ir varles
somatinés Iastelés. Norimus  imunoglobulinus koduojancios Igsteliy
chromosomos yra imortalizuojamos suliejant bluznies Igsteles su mielomos
Iastelémis, paprastai esant suligjimo agento, tokio kaip polietilenglikolis
(PEG). Kaip suliejimo partneris, gali blti panaudotos bet kurios i$ daugybes
mielomos Iasteliy linijy, suliejant pagal Zinomas metodikas; pavyzdziui, P3-
NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 arba Sp2/0-g14 mielomos lasteliy linijos. Sias
mielomos linijas galima gauti i$ Amerikos tipiniy kultiry kolekcijos (ATCC),
Rockville, Md.

Tada gautos lgstelés, kuriose yra norimos hibridomos, auginamos
selektyvioje terpeje, tokioje kaip HAT terpe, kurioje nesulietos pradinés
mielomos arba limfocity lasteles galy gale Zdva. ISgyvena tik hibridomos
lastelés ir jos gali bdti auginamos limituojancio praskiedimo salygomis,
gaunant izoliuotus klonus. Atliekamas hibridomy nuopily atrinkimas, nustatant
ar yra norimo specifiskumo antikiny, pvz. pagal imunotesty metodikas,
naudojant imunizavimui naudotg antigena. Po to limituojancio praskiedimo
salygomis gali bati perklonuojami teigiami klonai ir gali bati iSskiriamas
pagamintas monoklonis antiklinas. Monokloniniy antikiiny i$skyrimui ir
iSgryninimui yra jvairiy bendrai priimty metody, kurie leidzia atskirti juos nuo
kity baltymy ir kity priemai$y, Tarp monokloniniams antikGnams gryninti
paprastai naudojamy metody yra nusodinimas amonio sulfatu, jony mainy

chromatografija ir giminingumo chromatografija (zr. pvz., Zola et al
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Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications, Hurell (ed)
pp. 51-52 (CRC Press 1982). Siais bldais gautos hibridomos gali bati
dauginamos in vitro arba in vivo (ascito skystyje) naudojant zinomas
metodikas. '

Paprastai atskiros lasteliy linijos gali bati dauginamos in vitro,
pavyzdziui laboratoriniuose auginimo induose, o augimo terpé, turinti didele
vieno specifinio monokloninio antikino koncentracijg, gali bati apdorojama
dekantuojant, filtruojant arba centrifuguojant. Kitu atveju, monokioninio
antikino i$eiga gali bti padidinama, suleidziant hibridomos méginj pradiniam
somatiniy ir mielomos Igsteliy suliejimui gauti naudoto tipo histosuderinamam
gyvinui. Siame ‘gyviine atsiranda augliai, i3skiriantys specifinj monokloninj
antikiing, kurj p}odukuoja suliety Igsteliy hibridas. Gyvino kino skysciuose,
tokiuose kaip ascity skystis arba serumas, atsiranda didelé monokloniniy
antikiny koncentracija. Jeigu yra naudojamos Zmogaus hibridomos arba
EBV-hibridomos, batina vengti svetimkanio, suleisto gyvanams, tokiems kaip
pelés, atmetimo. Gali biti naudojamos imunodeficitinés arba plikosios pelés,
arba hibridoma gali bti perkeliama pirmiausia apspinduliuotoms plikosioms
peléms kaip kietas poodinis auglys, iSaugintas in vitro, po to suleidZziama j
pilvapléve primuotoms pristanu, apspinduliuotms plikosioms peléms, kurioms
iSsivysto ascitiniai augliai, i§skiriantys didelius kiekius specifiniy Zmogaus
monokloninig antikany,

Tokioms kompozicijoms pagaminti tinkancios terpés ir gyvinai yra
gerai Zinomi specialistams, yra komerciSkai prieinami ir apima sintetines
auginimo terpes, tam inbredines peles ir pan. Sintetinés terpés pavyzdziu yra
Dulbecco minimali pagrindiné terpé (DMEM; Dulbecco et al. (1959) Virol.
8:396), papildyta 4,5 gm/l gliukozés, 20 mM gliutamino ir 20 % fetalinio

versSiuko serumo. Inbredinés pelés kamieno pavyzdziu yra Balb/c.

D. Humanizuoti antiktGnai prie$ kostimuliacines molekules
Kai Zmoniy gydymui yra naudojami antikinai, pagaminti neZmoniy
organizme, jie yra jvairiais laipsniais atpazjstami kaip svetimktniai ir paciente
gali sukelti imuninj atsakg. Viena Sios problemos sumazinimo arba
eliminavimo strategija, kuri yra tinkamiausia bendrosios imuncsupresijos

pozidriu, yra pagaminimas chimeriniy antikiny dariniy, t.y. antikiiny molekuliy,
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kuriose yra sujungtos gyvino-nezmogaus kintamosios sritys ir Zmogaus
pastoviosios sritys. Tokie antikinai yra auk$éiau aprasyty monokloniniy ir
polikloniniy antikiny ekvivalentai, bet, jvedus smoneéms, jie gali bati maziau
imunogeniski ir todel juos tikriausiai geriau pernes pacientas.

Chimeriniai pelés-Zmogaus monokloniniai antikGnai (t.y. chimeriniai
antikGinai), reagujantys su kostimuliacine molekule, gali bdti pagaminti,
pavyzdziui, pagal neseniai sukurtas chimeriniy antikiny pagaminimo
metodikas. Humanizuoti antikdnai gali bdti pagaminami, pavyzdZiui,
pakeidiant antikino imunogenine dalj atitinkama, taiau neimunogenine
dalimi. Siam tikslui genai, koduojantys pelés (arba kity rasiy) antikano pries
kostimuliacing njfolekule molekulés pastovigsias sritis, yra pakeiciami genais,
koduojanéiais Zmogaus pastovigsias sritis. (Robinson et al., International
Patent Publication PCT/US86/02269; Akira, et al, European Patent
Application 184,187; Taniguchi, M., European Patent Application 171,496,
Morrison et al., European Patent Application 173,494, Neuberger et al., PCT
Application WO 86/01533; Cabillity et al., European Patent Application
125,023; Better et al. (1988 Science 240:1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS
84:3439-3443; Liu et al. (1987) J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987
PNAS 84:214-218; Nishimura et al. (1987) Canc. Res. 47:999-1005; Wood et
al. (1985) Nature 314:446-449; ir Shaw et al. (1988) J. Natl. Cancer Inst.
80:1553-1559). Pagrindines “humanizuoty’ chimeriniy antiktny apzvalgas
pateikeé Morrison, S. L. (1985) Science 229:1202-1207 ir Oi et al. (1986)
BioTechniques 4:214. Tokie metodai apima nukleorligsCiy seky, kurios
koduoja imunoglobulino bent vienos i§ sunkiosios arba lengvosios grandinés
visg kintamaja sritj arba jos dalj, i§skyrima, manipuliacijas su jomis ir
ekspresija. Tokiy nukleoriig$éiy $altiniai yra gerai Zinomi specialistams, ir jos
gali bati gaunamos, pavyzdziui, i$ antikinus prie$ kostimuliacines molekules
gaminandiy hibridomy. Tada chimeriné kDNR gali bati jklonuojama |
atitinkama ekspresijos vektoriy.

Kitu atveju, tinkami “humanizuot” antikdnai gali bdti pagaminti
panaudojant CDR arba CEA pakeitimg (The Winter U.S. Patent 5,225,539,
Jones et al. (1986) Nature 321:552-525; Verhoeyan et al. (1988) Science
239:1534: ir Beidler et al. (1988) J. Immunol. 141:4053-4060).
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E. Kombinatoriniai antik@inai prie$ kostimuliacines molekules

Sio i$radimo ir monokloniniy ir polikloniniy antikiiny kompozicijos taip
pat gali bdti gaunamos kitais gerai zinomais rekombinantinés DNR
technologijos metodais. Norint identifikuoti ir igskirti ypatingg antigeninj
specifiskuma turingius antikiny fragmentus, buvo sukurtas kitas metodas,
vadinamas "kombinatoriniu antikiiny demonstravimo” metodu, ir jis gali bati
panaudotas monokloniniams antikinams prie$ kostimuliacines molekules bei
polikloniniy antikGiny prie$ kostimuliacines molekules populiacijai gauti (Sastry
et al. (1989) PNAS 86:5728; Huse et al. (1989) Science 246:1275; ir Orlandi
et al. (1989) PNAS 86:3833). Imunizavus gyving kostimuliacinés molekulés
imunogenu kaip ‘aprasyta auksdiau, yra klonuojamas gautos B lastelés telkinio
antikny, repertuaras. Paprastai yra zinomi badai, kaip tiesiogiai gauti jvairiy
populiacijy imunoglobulino molekuliy kintamyjy sri¢éiy DNR sekas,
panaudojant ologomeriniy pradmeny ir PCR misinj. PavyzdZiui, sunkiosios ir
lengvosios grandiniy i$ daugelio pelés antikiiny PCR amplifikacijai gali bati
naudojami misrds oligonukleotidiniai pradmenys, atitinkantys 5 lyderines
(signalinio peptido) sekas ir/arba rémelio 1 (FR1) sekas, bei pradmuo
konservuotai 3’ pastoviajai sri¢iai (Larrick et al. (1991) Biotechniques 11:152-
156). Panasi strategija taip pat gali biti naudojama Zmogaus sunkiosios ir
lengvosios grandinés kintamosioms sritims i§ Zmogaus antikliny amplifikuoti
(Larrick et at. (1991) Methods: Companion to Methods in Enzymology 2:106-
110). Galimybé klonuoti Zmogaus imunoglobulino V-genus turi ypatingg
reikSme Zmogaus antikiny rinkinio transgeniniuose gyvinuose sukarimo
pasiekimy $viesoje (2r. pavyzdziui, Bruggeman et al. (1993) Year Immunol.
7:33-40; Tuaillon et al. (1993) PNAS 90:3720-3724; Bruggeman et al. (1991)
Eur. J. Immunol. 21:1323-1326; ir Wood et al. PCT publikacija WO 91/00906).

lliustraciniame jgyvendinimo variante RNR buvo i$skirta i$ aktyvuoty B
lasteliy, pavyzdzZiui, periferinio kraujo Igsteliy, kauly Ciulpy arba bluZnies
preparaty, naudojant standartines metodikas (pvz., U.S. Patent No.
4,683,202; Orlandi, et al. PNAS (1989) 86:3833-3837, Sastry et al., PNAS
(1989) 86:5728-5732; ir Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281).
Pirmosios grandinés kDNR yra sintezuojama naudojant sunkiosios

grandinés(-iy) bei kiekvienos i§ x ir A lengvyjy grandiniy pastoviajai sriiai
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badingus pradmenis, o taip pat pradmenis signalinei sekai. Naudojant
kintamosios srities PCR pradmenis, yra amplifikuojamos ir sunkiosios, ir
lengvosios grandinés kintamosios sritys (kiekviena atskirai arba derinyje) ir
jjungiamos | atitinkamus vektorius tolimesnems manipuliacijoms, generuojant
demonstracines pakuotes. Amplifikacijai tinkami‘oligonukleotidiniai pradmenys
gali buti unikalGs arba iSsigime, arba iésigimim’o vietose turi jterpta inozing. |
pradmenis taip pat gali biti jterptos restrikcinés endonukleazés atpazinimo
sekos, kad bty galima jklonuoti amplifikuota fragmentq | vektoriy i$ anksto
apibréztame ekspresijos skaitymo rémelyje.

Klonuota i$ imunizacijoje gauty antikiny repertuaro V geny biblioteka
gali bati ekspresuota, panaudojant demonstraciniy pakety populiacijg,
geriausia gauta_'ié filamentinio fago, suformuojant antikdno demonstracing
biblioteka, Idealiu atveju demonstracinis paketas apima sistema, kuri leidZia
gauti labai didelés jvairovés antikiny demonstracinés bibliotekos meginius,
greita i$rGsiavima po kiekvieno afininio atskyrimo ciklo ir lengva antikino geno
iSskyrima i$ iSgryninty demonstraciniy pakety. Apart iS prekybos gaunamy
rinkiniy fagy demonstracinéms bibliotekoms generuoti (pvz., the Pharmacia
Recombinant Phage Antibody System, katalogo Nr. 27-9400-01; ir Stratagene
SurfZAP™ fagy demonstracinis rinkinys, katalogo Nr. 240612), ypatingai
tinkanéiy antikany prie$ kostimuliacines molekules demonstraciniy, jvairiarasiy
biblioteky, generavimo metody ir reagenty pavyzdziai gali bati rasti,
pavyzdziui, the Ladner 'et al. U.S. Patent No. 5,223,409; the Kang et al.
International Publication No. WO 92/18619; the Dower et al. International
Publication No. WO 91/17271; the Winter et al. International Publication No.
WO 92/20791; the Markland et al. International Publication No. WO 92/15679;
the Breitling et al. International Publication No. WO 93/01288; the McCafferty
et al. International Publication No. WO 92/01047; the Garrard et al.
International Publication No. WO 92/09690; the Ladner et al. International
Publication No. WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-
1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989)
Science 246:1275-1281; Griffths et al. (1993) EMBO J. 12:725-734; Hawkins
et al. (1992) J. Mol. Biol. 226:889-896; Clackson et al. (1991) Nature 352:624-
628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-3580; Garrad et al. (1991)
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Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc. Acid Res.
19:4133-4137; ir Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982.

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose sunkiosios ir lengvosios
grandiniy V srities vietos gali bati ekspresuotos tame paciame polipeptide,
prijungtame lankscia junge, susidarant viengrandininiam Fv fragmentui, ir po
to scFV genas yra jklonuojamas | norimg ekspresijos vektoriy arba fago
genoma. Kaip bendriausiai aprasyta McCafferty et al. Nature (1990) 348:552-
554, pilnos antik@ino Vy ir Vi dalys, sujungtos lankscia (Glys-Ser)s junge, gali
bati naudojamos gauti viengrandininiam antikGnui, kuris gali pateikti
demonstracinj paketa, atskiriamg remiantis antigeniniu giminingumu. ISskirti
imunoreaguojantys su kostimuliacine molekule scFV antikinai po to gali buti

jvesti j farmacinius preparatus, skirtus panaudoti iSradimo btde.

F. Hibridomos ir jy gavimo badai

Siam i$radimui tinkancios hibridomos yra hibridomos, pasizymincios
sugebéjimu produkuoti monokloninj antikling, kuris specifiskai imunoreaguos
su kostimuliacine molekule. Kaip aprasyta zemiau, ‘norint gauti pastovy
antikiny $altinj, antikiinus prie$ kostimuliacines molekules produkuojancios
hibridomos Igstelés gali biti tiesiogiai implantuojamos gyvianui-recipientui.
Izoliaciniy jtaisy hibridomos kulttros jkapsuliavimui panaudojimas gali padéti
apsisaugoti ‘nuo imunogeninio atsako prie$ implantuotas Igsteles bei
nekontroliuojamos hibridomos Igsteliy proliferacijos $eimininko su nuslopintu
imunitetu organizme. Tinkamiausiomis §io isradimo hibridomomis yra
hibridomos,  kurios  produkuoja  antikiny molekules,  specifiSkai
imunoreaguojancias su ant aktyvuoty 2Zmogaus B Igsteliy pavirSiy
ekspresuota kostimuliacine molekule.

Hibridomy, kurios produkuoja, pvz. i$skiria, norimg imunospecifiSkumg,
turindias antikiny molekules, ty. galin¢ias susiristi su konkreCia
kostimuliacine molekule ir/arba kostimuliacinés molekules identifikuojamu
epitopu, generavimo metodai yra gerai zinomi. Ypatingai tinkama taikyti yra
hibridomy technologija, kurig aprasé Niman et al. (1983) PNAS 80:4949-4953;
ir Galfre et al. (1981) Meth. Enzymol. 73:3-46.

Kitame pavyzdiniame metode gali bati imunizuojamos transgenineés,

Zmogaus antikliny, rinkinius turindios pelés zmogaus kostimuliacine molekule.
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Tada $iy imunizuoty transgeniniy peliy splenocitai gali bati panaudoti sukurti
hibridomoms, kurios iSskiria Zmogaus monoklonihius antikdnus, specifiskai
reaguojandius su Zmogaus kostimuliacine molekule (Zr. pvz., Wood et al. PCT
publication WO 91/00906, Kucherlapti et al. PCT publication WO 91/10741;
Lonberg et al. PCT publication WO 92/03918; Kay et al. PCT publication
92/03917; Lonberg, N. et al. (1994) Nature 368:856-859; Green, L.L. et al.
(1994) Nature Genet. 7:13-21; Morrison, S.L. et al. (1994) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:6851-6855; Bruggeman et al. (1993) Year Immunol 17:33-40;
Tuaillon et al. (1993) PNAS 90:3720-3724; ir Bruggeman et al. (1991) Eur. J.
Immunol. 21:1323-1326).

Laikoma, : kad &ia naudojamas terminas “antikGnas” apima jy
fragmentus, kurie taip pat specifiSkai reaguoja su kostimuliacine molekule,
kaip Cia aprasyta. Antikdnai gali bati fragmentuojami naudojant jprastas
metodikas ir atrenkami naudojimui tinkami fragmentai tuo paciu budu, kaip ir
pilni antikdnai. Pavyzdziui, F(ab'), fragmentai gali bati generuojami veikiant
antiking pepsinu. Gautas F(ab’), fragmentas gali blti apdorojamas
redukuojant disulfidinius tiltelius ir gaunami Fab’ fragmentai.

Siais arba kitais bidais pagaminti antikinai gali badti testuojami,
nustatant, ar jie inhibuoja kostimuliacinj signala T Iasteléje, naudojant Zemiau
aprasytus metodus.

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signalg T lasteléje, yra antikdnas, kuris ridasi ir su B7-1, ir su B7-2. Gaminat
tokj antikna, pavyzdziui, imunogenu gali bati panaudotos ekstralgstelinés
srities dalys, kurios yra i$laikytos abiejose kostimuliacinése molekulese. yig
pvz., Metzler et al. 1997 Nat. Struct. Biol. 4:527).

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signalg T lasteléje, yra antikanas, kuris risasi su B7-1. Tokie antiklinai yra
Zinomi specialistams arba gali bdti pagaminti taip, kaip nurodyta auksciau,
imunogenu naudojant B7-1 molekule arba jos dalj, ir atrinkti auksciau
nurodytais metodais arba standartiniais metodais. B7-1 antikliny pavyzdziais
yra antikinai, aprasyti U.S. Patent 5,747,034 ir McHug et al. 1998, Clin.
Immunol. Immunopathol. 87:50 arba Rugtveit et al. 1997, Clin. Exp. Immunol.
110:104.
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Kitame jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signalg T lasteléje, yra antikiinas, kuris ridasi su B7-2. Tokie antikGnai yra
Zinomi specialistams arba gali biti pagaminti taip, kaip nurodyta auksdciau,
imunogenu naudojant B7-2 molekule arba jos dalj, ir atrinkti auksdiau
nurodytais metodais arba standartiniais metoc}éis. B7-1 antikiny pavyzdziais
yra antiknai, aprasyti Rugtveit et al. 1997, Clin. Exp. Immunol. 11Q:104.

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj
signalg T Iasteléje, yra antikiino, kuris ri§asi su B7-1, ir antikdino, kuris riSasi
su B7-2, derinys.

Dar kituc?se igyvendinimo variantuose agentas, kuris inhibuoja
kostimuliacinj siénalq T Iasteléje, yra antikinas, kuris riasi su CD28, bet
neperduoda kostimuliacinio signalo T lgstelei (pvz. anti-CD28 antikino Fab
fragmentas). Tokie antikiinai yra Zinomi specialistams arba gali bati pagaminti
taip, kaip nurodyta auk$éiau, imunogenu naudojant CD28 molekule arba jos
dalj, ir atrinkti auk§&iau nurodytais metodais arba standartiniais metodais.
Zinomy anti-CD28 antikiiny pavyzdziais yra antiknai, apradyti Darling et al.
1997, Gene Ther. 4:1350.

Tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose gali bati naudojami
antikdino, kuris risasi su CD28, Fab fragmentai. Buvo rasta, kad tokie antikiino
fragmentai, kurie negali skersiniais rysiais prijungti CD28 ant T Igstelés
pavirSiaus, Blokuoja T Iasteliy kostimuliacijg (Walunas et al. 1994, Immunity
1:405).

Dar kituose jgyvendinimo variantuose agentas, inhibuojantis
kostimuliacinj signala T Igsteléje, yra su CTLA4 besiriSantis antiklinas, kuris
blokuoja kostimuliacinj signalg T lgsteléje, ﬁaduodamas neigiamg signalg T
Iastelei (t.y. kuris yra CTLA4 agonistas). Pavyzdziui, buvo parodyta, kad
CTLA4 skersiniy ryS§iy sudarymas ant T Iastelés pavirSiaus inhibuoja
proliferacijg ir IL-2 gaminimasi (Krummel and Allison, 1996, J. Exp. Med.
183:2533). Tokie antikinai gali bati pagaminti taip, kaip nurodyta auksciau,
imunogenu naudojant CTLA4 molekule arba jos dalj, ir atrinkti auksciau
nurodytais metodais arba standartiniais metodais. Siy antikiny pavyzdziais
yra antikinai, taip pat apradyti Vandenborre et al. 1998, Am. J. Pathol.
152:963.
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Dar kitame jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja
kostimuliacinj signalg t Iasteleje, yra besiri¢éantis su ICOS antikinas, kuris
blokuoja kostimuliacinj signalg T Iasteléje. Tokie antikdinai gali bati pagaminti
taip, kaip nurodyta aukscCiau, imunogenu naudojant ICOS molekule arba jos

dalj, ir atrinkti auk&&iau nurodytais metodais arba standartiniais metodais.
IV. Agentai, kurie reguliuoja kostimuliaciniy molekuliy ekspresija

Kitame jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signalg T lasteléje, yra agentas, kuris trukdo ekspresuoti kostimuliacing
molekule. Pavyzdziui, buvo rasta, kad sgveikos tarp CD40 ant antigeng
pateikianéiy Iasteliy ir CD40 ligando (CD40L) ant T Igsteliy yra svarbios
palaikant, sustiprinant arba pailginant B7-1 arba B7-2 ekspresijg ant antigeng,
pateikianéiy Igsteliy, ir jos duoda kostimuliacijos sustiprinima (Van Gool, et al.,
1996, Immunol. Rev. 153:47; Klaus et al., 1994, J. Immunol. 152:5643).

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris blokuoja kostimuliacinés
molekulés ekspresijg, tokiu bldu blokuodamas kostimuliacinj signalg T
Igsteléje, yra CD40 arba CD4O0L tirpi forma. Sias CD40 ir CD40L koduojancios
DNR sekos yra Zinomos; Zr. pvz., GenBank Accession Nos. Y10507 arba
Stamenlovic et al., 1988, EMBO J. 7:1053-1059 CD40 atveju arba Gauchat et
al., 1993, FEBS 315(3):259-266; Graf et al., 1992, Eur. J. Immunol. 22:3191-
3194; Seyama 1996, Hum. Genet. 97:180-185 arba GenBank Accessio Nos.
LO7414, X67878, X96710 CD40L atveju.

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris blokuoja kostimuliacinés
molekulés ekspresijg, tokiu bhdu blokuodamas kostimuliacinj signalg T
lasteléje, yra CD40 arba CDA4O0L tirpi forma. Viename jgyvendinimo variante
tirpus CD40 arba CD40L baltymas yra istisas baltymas. Tinkamesniuose
igyvendinimo variantuose tirpus CD40 arba CD40L baltymas apima Sio
baltymo ekstralgsteling dalj. Pavyzdziui, CD40 arba CD40L baltymo arba jo
dalies ekstralastelings dalies tirpi rekombinantiné forma gali bati pagaminta
kaip sulietas baltymas, apimantis bent dalj CD40 arba CD40L taip, kad
saveika tarp CD40 ant APC ir CD40L ant T Igstelés yra nutraukiama ir yra
inhibuojamas kostimuliacinio signalo perdavimas j T Iastelg. Tokia CD40 arba
CDA40L baltymo tirpi rekombinantiné forma apima bent dalj molekules, kurios
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pakanka susiristi su jos prieSreceptoriumi, ir bent dalj antrojo ne-CD40 arba .
CD40L baltymo. Tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose CD40 arba
CD40L sulieti baltymai apimaCD40 arba CD40L ekstralasteling dalj, kuri
amino-gale yra sulieta su signaliniu peptidu, pvz. i8 onkostatino M (Zr. pvz.,
WO 93/00431). .

Ypatingai tinkamame jgyvendinimo variante CD40 arba CDA40L tirpi
forma 'yra sulietas baltymas, apimantis CD40 arba CDA40L ekstralgsteline dalj,
sulieta su dalimi imunoglobulino molekules (pvz. Chen et al., 1995, J.
Immunol. 155:2833). Toks sulietas baltymas — CD40lg arba CD40LIg — gali
bati pagamintas naudojant Zinomus metodus (2r. pvz., Linsley, 1994,
Perspectives in 'Drug Discovery and Design 2:221; Linsley WO 93/00431,
U.S. Patent 5,770,197 ir U.S. Patent 5,580,756).

Be to, buvo rasta, kad antikinai prie§ CD40 turi sinergetinj poveik]
agentams, kurie inhibuoja kostimuliacinj signala T Iasteléje, skatindami
svetimkanio toleravima (Kirk et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:8789;
Larsen et al., 1996, Nature 381:434). Todél viename jgyvendinimo variante
antikGnai pries CD40 arba CD40L, kurie riSasi su Siomis molekulémis, bet
kurie neindukuoja kostimuliaciniy molekuliy ekspresijos, gali bati naudojami

kaip agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj signalg T Iasteléje.
V. Agentai, kurie vidulasteliniu badu inhibuoja kostimuliacinj signalg

Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signala T lasteléje, yra agentas, kuris inhibuoja tokj signalg vidulagsteliniu
badu. T Igstelés stimuliavimas per CD28 pavirSiaus receptoriy (ty.
kostimuliacinis signalas) sukelia D-3 fosfo‘inozitidq produkcijg T lgsteléje.
Tokiu bGdu viename jgyvendinimo variante D-3 fosfoinozitidy produkcija T
lasteléje gali bt inhibuojama, inhibuojant kostimuliacinj signalg ir taip
inhibuojant T lasteles atsaka, matuojama, pavyzdziui, pagal T Igsteliy
proliferacija arba citokiny gaminimasi. Laikoma, kad terminas “D-3
fosfoinozitidai” apima fosfatidilinozitolio darinius, kurie yra fosforilinami
inozitolio Ziedo D-3 padetyje ir apima fosfatidilinozitol(3)-monofosfatus
(Ptdins(3)P), fosfatidilinozitol(3,4)-bisfosfatus (Ptins(3,4)P2) ir fosfatidil-
inozitol(3,4,5)-trissfosfatus (PtIns(3,4,5)P3).
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D-3 fosfoinozitidai yra generucjami lasteles  viduje veikiant
fosfatidilinozitolio 3-kinazei (PI3K). PI3K yra heterodimeras, sudarytas i§ 85
kDa subvieneto, kuris risa tirozilfosforilintus baltymus per jo SH2 dalis, ir 110
kDa katalitinio subvieneto. Pirma karta PI3K buvo identifikuota kaip
lipidkinaze, kuri fosforilina fosfatidilinozitolio (Ptdins(4)P ir Ptdins(4,5)P2)
inozitolio Ziedo D-3 padétj. Du neseni tyrimai parodé, kad PI3K faktiskai yra
dvigubo specifiSkumo kinazé, kuri pasizymi ir lipidy, ir serino kinazés
aktyvumals (Dhand, R. et al. (1994) EMBO J. 13: 522 ir Carpenter, C.L. et al.
(1993) Mol. Cell Biol. 13:1657).

Taigi, viename jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja
kostimuliacinj sighalg T lasteléje, yra agentas, kuris inhibuoja PI3K aktyvuma,
Tinkamiausias agentas, kuris inhibuoja PI3K aktyvuma T Iasteleje, yra
grybinis metabolitas vortmaninas, jo dariniai arba analogai. Vortmaninas yra
veiksmingas PI3K inhibitorius, gaunamas i§ T. wortmanii (Kyowa Hakko
Kohyo Co. Ltd.) arba i§ P. fumiculosum (Sigma). Vortmanino dariniai arba
analogai apima struktdriniu pozidriu vortmaninui giminingus junginius, kurie
iSlaiko sugebéjima inhibuoti PI3K ir T Igsteliy atsakus. Vortmanino dariniy ir
analogy pavyzdziai yra aprasyti Viesinger, D. et al. (1974) Experientia 30:135-
136; Closse, A. et al. (1981) J. Med. Chem. 24:1465-1471; ir Baggiolini, M. et
al. (1987) Exp. Cell Res. 169:408-418. Kitas PI3K aktyvumo inhibitorius, kuris
gali biti naudojamas, yra bioflavenoidinis kvercetinas, jo dariniai arba jo
analogai. Kvercetino dariniai arba analogai apima struktdriniu pozidriu
kvercetinui giminingus junginius, kurie i$laiko sugebeéjimg inhibuoti PIK ir T
lasteliy atsakus. Kvercetino dariniy, ir analogy pavyzdziai yra aprasyti Vlahos,
C.J. et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:5241-5284. Tinkamiausias kvercetino
darinys, kuris inhibuoja PI3K aktyvuma, yra LY294002 (2-(4-morfolinil)-8-fenil-
4H-1-benzopiran-4-onas, Lilly Indianapolis, IN) (aprasytas Vlahos et al
cituotas supra).

Taip pat buvo parodyta, kad CD28 stimuliavimas duoda baltymo
tiroziny fosforilinima T Igstelgje (Zr. pvz., Vandenberghe, P. et al. (1992) J.
Exp. Med. 175:951-960; Lu, Y. et al. (1992) J. Immunol. 149:24-29). Taigi,
viename jgyvendinimo variante agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj signalg
T Igstelégje, inhibuoja tirozino fosforilinimg T lasteléje. Tinkamiausias

proteintirozinkinazés  inhibitorius  yra inhibitorius,  kuris inhibuoja src
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proteintirozinkinazes. Viename jgyvendinimo variante src proteintirozinkinazes
inhibitorius yra herbimicinas A, jo darinys arba jo analogas. Herbimicino A
dariniai arba analogai apima struktGriniu poZidriu herbimicinui A giminingus
junginius, kurié idlaiko sugebejima inhibuoti proteintirozinkinaziy aktyvuma.
Kitame jgyvendinimo variante agentas, kuri§ inhibuoja baltymo tiroziny
fosforilinimg  yra proteintirozinfosfataze, .arba  proteintirozinfosfatazes
aktyvatorius. Didinant tirozinfosfatazés aktyvuma T Iasteléje, grynas baltymo
tirozino fosforilinimo kiekis sumazeja. Si proteintirozinfosfataze gali bati
lasteline proteintirozinfosfataze T Iastelés viduje, tokia kaip CD45 arba Heph.
Lasteliy pavirsiaus tirozinfosfatazés aktyvumas ant T Igsteliy gali bati
aktyvuojamas kontaktuojant T Igstelei su molekule, kuri ri$asi su $ia fosfataze
ir stimuliuoja jbs aktyvuma. Pavyzdziui, tirozinfosfatazés aktyvumui T
lasteléje, ant pavirSiaus ekspresuojangioje CD45, stimuliuoti gali bati
naudojamas antikinas, nukreiptas prie§ CD45. Taigi, viename jgyvendinimo
variante agentas, kuris inhibuoja baltymo tiroziny fosforilinimg T Igsteléje, yra
anti-CD45 antikinas arba jo fragmentas, kuris islaiko sugebéjimg stimuliuoti
CD45 aktyvuma. Antikiny fragmenty pavyzdzZiais yra Fab ir F(ab’);
fragmentai. Antiktnai arba jy fragmentai gali biti pateikiami stimuliatoriaus
formoje, pavyzdziui, multimerizuoti arba imobilizuoti ir t.t.

Be to, CD28 suri§imas buvo susietas su padidéjusiu fosfolipazés C
aktyvumu (Zr. pvz., Nunes, J. et al. (1993) Biochem. J. 293:835-842) ir
padidéjusiaié vidulqstelin'io kalcio kiekiais (2r. pvz. Ledbetter, J.A. et al (1990)
Blood 75:1531-1539 ir pavyzdzius). Taigi, agentas, kuris veikia vidulgsteliniu
badu inhibuodamas kostimuliacinj signalg T Iasteléje, gali veikti inhibuodamas
fosfolipazés C aktyvumg ir/arba inhibuodamas vidulgsteliniy kalcio kiekiy
padidéjima. Pavyzdziui, tirozinkinazes inhibitorius herbimicinas A taip pat
inhibuoja CD28 sukeltg kalcio iSskyrimg T Igstelése.

Taip pat buvo parodyta, kad proteinserin- ir serintreoninkinazes turi rysj
su signalo perdavimo keliais, susijusiais su CD28 (Siegel, J.N. et al. (1993) J.
Immunol. 151: 4116-4127; Pai, S.V. et al. (1994) J. Immunol. 24:2364; Parry
et al. 1997, Eur. J. Immunol. 27:2495). Taigi, kitame jgyvendinimo variante
agentas, kuris veikia vidulgsteliniu badu inhibuodamas kostimuliacinj signalg

T Igsteléje, inhibuoja serin- arba serintreoninkinazes aktyvuma.
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VI. Kiti agentai, kurie blokuoja T lasteliy kostimuliavima

Kiti agentai, kurie blokuoja kostimuliacinj signalg T lasteléje, gali bati
identifikuoti naudojant standartines metodikas. Pavyzdziui, tokie agentai gali
bati identifikuoti pagal jy sugebejimg inhibuotif T Iasteliy proliferacija arba
citokiny produkcija, Pavyzdziui, gali bati naudojama kostimuliacinio testo
sistema. Tokioje sistemoje Zmogaus CD28" T lastelés yra isskiriamos,
pavyzdziui, imunomagnetiniy granuliy igsisemimo  bldu, naudojant
monokloninius antikinus prie§ B Iasteles, natdralias kileriy lasteles ir
makrofagus, kaip aprasyta anksciau (Gimmi, C.D., et al. (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90, 6586-6590). Antigenus pateikianCios Igstelés, pvz. pilnos
bluznies lastelés, isgrynintos B lastelés arba B7-1 arba B7-2 transfekuotos
COS lastelés, gali bati apspinduliuojamos arba veikiamos mitomicinu-C (pvz.
esant 25 pg/ml) 1 valanda, po to gausiai plaunamos proliferacijai inhibuoti. 10°
CD28* T lasteliy gali bati inkubuojama su, pvz., 10°-10* APC (pvz. COS
Iasteliy, transfekuoty B7 molekule). Siame pavyzdiniame teste viena T lasteliy
populiacija gavo vieng pirminj aktyvavimo signala (pvz. T Igstelés receptoriaus
signalg); kita T Igsteliy populiacija gavo vieng kostimuliacinj signalg; dar kita T |
lasteliy populiacija gavo ir pirminj aktyvavimo signala, ir kostimuliacinj signala,
o dar viena T lasteliy populiacija gavo ir pirminj aktyvavimo signalg, ir
kostimuliacinj signala esant agentui, kurio sugebéjimas blokuoti T Igstelés
kostimuliacinj signalg yfa tiriamas. Pirminis aktyvavimo signalas gali bati
paduodamas, pvz., panaudojant submitogening PMA doze (pvz., 1 ng/ml),
submitogenine mitogeno doze, suboptimaliq antigeno doze arba
submitogenine anti-T Igsteliy receptoriaus antikino doze. Signalas 2 yra
paduodamas panaudojant antigenus pateikiangias Igsteles, turinéias B7
molekule. Potencial(is blokuojantys agentai yra tiriami imant koncentracijy
intervala, Pavyzdziui, potencialls blokuojantys antikGnai gali buti naudojami
kaip hibridomos nuopilai arba kaip igrynintas antiklinas (pvz. imant mazdaug
10 pg/ml). T Igsteliy proliferacija gali bati matuojama pagal 3H-timidino (1 uCi)
jsiterpima per maziausiai 12-18 valandy 72 valandy inkubacijos metu.
Pirminio aktyvavimo signalo padavimas turéty duoti tam tikrg proliferacija, bet
T Iastelés, gavusios ir pirminj aktyvavimo signalg, ir kostimuliacinj signalg 2,
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turéty proliferuotis maksimaliai. Blokuojantys agentai yra identifikuojami pagal
ju sugebéjimg sumazinti maksimalig, kostimuliacinio signalo  sukeltg
proliferacija,

Papildomai, arba kaip alternatyva T Igsteliy proliferacijos matavimui,
gali blti matuojama citokiny, produkcija, naudo;ant gerai Zzinomas metodikas.
Pavyzdziui, T lasteliy kultirose produkuoti IL-2 ir IL-4 gali bati nustatomi
auginimo nuopiluose, surinktuose pragjus 24-72 valandoms po auginimo
iniciacijos, naudojant prekyboje esantj ELISA metodg (R&D Systems,
Minneapolis, MN ir BioSource, Camarillo, CA). Kaip nurodyta auksciau,
blokuojantys agentai gali bati identifikuojami pagal ju sugebeéjima sumazinti
maksimala, kostimuliacinio signalo sukeltg citokiny produkcija;

Antikiny atveju bet kokie “blokucjantys antiktnai”, identifikuoti
naudojant viena ar kita tests, gali bdti papildomai istirti, nustatant
kostimuliacine molekule, su kuria jie jungiasi, pagal Zinomas metodikas.
Pavyzdziui, gali bati matuojama blokuojanéio antikiino geba sumazinti Zymeéto

antiklino susiriS§img su zinomu ligandu.
VII. Kiti agentai imuniniy atsaky supresiniam moduliavimui

Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose | $io iSradimo kompozicijas ir
bGdus gali jeiti papildomi agentai arba biti naudojami papildomi agentai
agento, kuris skatina hemostaze, imunotoleravimo stiprinimui. Viename
igyvendinimo variante agentas, kuris skatina imunotoleravima, bet neinhibuoja
kostimuliacinio signalo T lgsteléje, gali bati pridedamas | Sias kompozicijas
arba jvedamas $iais budais. Pavyzdziui, | kompozicijg gali bati prideta anti-
CD40 ligando (pvz. monokloninio antikino prie§ Zmogaus CD40 ligandg, 5C8
(Kirk et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:8789). CD40 ir jo T Igstele
paremtas ligandas — CD40L (CD154) - vaidina svarby vaidmenj B7
pozityviojoje reguliacijoje ir B lgstelés aktyvumo nustatyme (U.S. Patent
5,683,693, Yang et al., 1996, Science 273:1862; Grewal et al., 1996, Science
273:1864; Leterman et al., 1992, J. Exp. Med. 175:1091; Lederman et al.
1992, J. Immunol. 149:3817). Buvo rasta, kad antikGnai prie$ CD40 ligandg

sinergetiskai sgveikauja su agentais, kurie inhibuoja kostimuliacinj signala T
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lasteléje, skatindami svetimkanio toleravimg (Kirk et al., 1997, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94:8789; Larsen et al. 1996, Nature 381:434). Kitame
igyvendinimo vanante |srad|mo kompozicijoje gali bati naudojamas agentas,
kuris veikia v1du|qste|m|u bidu skatindamas imunotoleravima, bet jis
neinhibuoja  kostimuliacinio ~ signalo T lqsteleje Pavyzdziui, viename
igyvendinimo variante ciklosporinas A (CSA), FK506 rapamicinas arba kitas
agentas, kuris inhibuoja imuninius atsakus, gali jeiti | Sias kompozicijas arba
bt skiriami kaip $iy bady dalis (Zr. pvz., Sigal et al., 1992, Annv. Rev.
Immunol. 10:519; Ruhimann et al. 1997, Immunobiology, 198:192; Shaw et
al., 1996, Clin. Chem. 42:1316).

Vilil. Kom;;ozicijq, j kurias jeina terapinis baltymas ir imunotolerancijg

suteikiantis agentas, naudojimo badai

Viename jgyvendinimo variante Ccia aprasytos Sio iSradimo
kompozicijos ir/arba agentai yra skiriami subjektams, kurie turi hemostazinj
sutrikima_ir ankséiau buvo gydyti agentu, kuris skatina hemostaze. Kitame
igyvendinimo variante &ia aprasytos $io isradimo kompozicijos ir/arba agentai
yra skiriami subjektams, kurie dar nebuvo gydyti agentu, kuris skatina
hemostaze.

Dar kitame jgyvendinimo variante gia aprasytos Sio iSradimo
kompozicijos ir/arba agéntai yra skiriami subjektui, kuriam dar neiSsivysté
imuninis atsakas | agenta, kuris skatina hemostaze. Kituose igyvendinimo
variantuose $io isradimo kompozicijos ir/arba agentai yra skiriami subjektams,
kurie turi jau esantj imuninj atsaka | agents, kuris skatina hemostaze. Ar
subjektas turi “jau esantj imuninj atsakg’, galima nustatyti matuojant subjekto
antikiiny, reaguojandiy su hemostaze skatinanCiu agentu, titrg pagal gerai
sinomas metodikas. Jeigu toks subjektas turi iSmatuojama, tokiy antikdiny titrg
(pvz. statistiskai reikdminga titra), lyginant su kontroliniy individy titrais, galima
sakyti, kad subjektas turi jau esantj imuninj atsakg | agenta, kuris skatina
hemostaze. Kitu atveju, lgstelinis imuninis atsakas i agenta, kuris skatina
hemostaze, gali bati matuojamas nustatant, ar subjektas turi tebevykstantj
imuninj atsakg j agenta, kuris skatina hemostaze. Tokios metodikos yra gerai

Zinomos specialistams.
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Viename jgyvendinimo variante hemostazinio sutrikimo gydymui yra
naudojamas pirmasis agentas, kuris skatina hemostaze, ir antrasis agentas,
kuris inhibuoja arba blokuoja kostimuliacinj signala T lgsteléje. Kitame
igyvendinimo variante hemostazinio sutrikimo gydymui gali bt naudojama
kompozicija, apimanti pirmojo agento, kuris skatina hemostaze, ir antrojo
agento, kuris inhibuoja arba blokuoja kostimuliacinj signala T lasteléje, derinj.

Cia aprasytos kompozicijos ir/arba agentai gali bati vartojami bet kokia
farmakologine forma, kuri susideda i$ terapiskai efektyvaus kiekio agento ir
farmaciskai priimtino nesiklio. Sio i$radimo agenty ir/farba kompozicijy
terapiskai efektyvaus kiekio vartojimas yra apibréziamas kaip kiekis, kuris yra
efektyvus, esant tokioms dozems ir laikui, reikalingam hemostazinio sutrikimo
gijimui pasiekti hemostaze skatinan&io agento atveju ir imunotolerancijai
pasiekti — agento, kuris inhibuoja kostimuliacin signala, T Igsteléje atveju.
Agento arba kompozicijos terapiskai efektyvus kiekis gali kisti priklausomai
nuo faktoriy, tokiy kaip ligos baklé, individo amzius, lytis ir mase, ir nuo to, ar
individas jau turi ar neturi idvystyto imuninio atsako j agenta, kuris skatina
hemostaze. Tokj kiekj gali nesunkiai nustatyti paprastas Sios srities
specialistas.

Optimalus agenty ir/arba kompozicijy vartojimo kursas taip pat gali kisti
priklausomai nuo gydomo subjekto. Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose
subjektg reikés gydyti abiem agentais vienu metu. Siuo atveju pageidautina
vartoti agents, kuris skatina hemostaze, ir agenta, kuris inhibuoja
kostimuliacinj signala T lasteléje, vienu metu, pavyzdziui, kompozicijos,
kurioje yra abu agentai, formoje.

Kituose jgyvendinimo variantuose pagéidautina vartoti agentus atskirai,
pvz., norint padidinti agenty stabiluma arba palengvinti agenty vartojimo
idéstyma tam tikra tvarka. Viename jgyvendinimo variante tam tikra tvarka
iSdestytas vartojimas gali bati pageidautinas norint pasiekti hemostaze
skatinan&io agento optimaly terapinj poveikj, optimaliai inhibuojant imuninj
atsaka, geriausia antikininj atsaka, j §j agenta. Pavyzdziui, agentas, kuris
inhibuoja kostimuliacinj signala, gali bdti vartojamas vienas prieS hemostaze
skatinandio agento vartojimg arba gali bati vartojamas vienas keletg dieny po

hemostaze skatinancio agento jvedimo.
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Viename jgyvendinimo variante agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj
signalg T lasteléje, gali bati vartojamas nuolat, pvz. kiekvieng karta, kai
jvedamas hemostaze skatinantis agentas. Kitame jgyvendinimo variante
agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj signala T lasteleje, yra vartojamas
pavieniais atvejais. Pavyzdziui, subjektg gali reiketi gydyti hemostaze
skatinanéiu agentu reguliariai, bet gydymas agentu, kuris inhibuoja
kostim‘uliacini signala T lasteléje, gali bt periodinis. Pavyzdziui, gydymas
hemostaze skatinan&iu agentu gali bati tebevykstantis, bet gali pakaki vieno
arba dviejy subjekto gydymy agentu, kuris blokuoja kostimuliacinj signalq T
Igsteléje; tolimesnis agento, kuris blokuoja kostimuliacinj signalg T lasteléje,
jvedimas gali biti nebereikalingas. Tinkamiausiame jgyvendinimo variante
agentas, kuris blokuoja kostimuliacinj signalg T Iasteléje, yra vartojamas tam
tikrais intervalais maziausiai apie 6 meénesius.

Viename jgyvendinimo variante $io iSradimo agentai arba kompozicijos
yra skiriami pacientams, jeigu buvo rasta, kad pacientas turi jau esanciy
antikiny, Kitame jgyvendinimo variante Sio isradimo agentai arba
kompozicijos yra skiriami anks&iau negydytiems pacientams, t.y. neturintiems
jau esandiy antikiny. Dar kitame jgyvendinimo variante sio isradimo agentai
arba kompozicijos yra skiriami pacientams, kurie ankséiau buvo gydyti, bet jie
neturi antikdiny titry prie$ hemostaze skatinantj agenta;

Norint pasiekti optimaly terapinj atsakg kiekvienam subjektui, gali bati
pritaikytas dozavimo rezimas be didelio eksperimentavimo. Pavyzdziui, gali
bati iSmatuojami antikiiny prie§ hemostaze skatinantj agenta titrai, norint
nustatyti, ar subjekte iSsivysté, ar neissivyste imuninis atsakg | agenta, ir
atitinkamai pritaikytas dozavimo rezimas. ‘Pavyzdziui, jei antikny pries
hemostaze skatinantj agenta titrai didéja, gali bati skiriamos didesnés agento,
kuris blokuoja kostimuliacinj signalg T Iasteléje, dozés.

lvedant subjektui agentus arba kompozicijas ne parenteriniu bdu, gali
reikéti jas padengti, arba vartoti jas su medziaga, kuri apsaugo nuo jy
inaktyvacijos. Sio iSradimo agentas arba kompozicija gali buti jvedami
individui tinkamame nesiklyje arba skiediklyje, jvedami kartu su fermenty
inhibitoriais arba atitinkamame nesiklyje, tokiame kaip liposomos. FarmaciSkai
priimtinais skiedikliais yra fiziologinis druskos tirpalas ir vandeniniai buferiy

tirpalai. Fermenty inhibitoriais yra kasos tripsino  inhibitorius -~
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diizopropilfluorfosfatas (DEP) ir trazilolis. Liposomom{s yra vanduo-alyvoje-
vandenyje emulsijos bei jprastos liposomos (Strejan et al., (1984) J.
Neuroimmunol. 7:27).

Veiklusis agentas arba kompozicija taip pat gali bati jvesta parenteriniu
arba intraperitoniniu bGdu. Gali bati pagaminamos dispersijos glicerolyje,
skystuose polietilenglikoliuose ir jy misiniuose, bei aliejuose. Esant jprastoms
laikymo ir naudojimo salygoms, | preparatus gali bati jdéta medziagos,
apsaugancios nuo mikroorganizmy augimo.

Injekcijoms tinkandios farmacinés kompozicijos apima sterlius
vandeninius tirpalus (jeigu yra tirpios vandenyje) arba dispersijas ir sterilius
miltelius steriliy tirpaly arba injekciniy, dispersijy staigiam paruoSimui. Visais
atvejais agenta's‘arba kompozicija turi bati sterili ir turi bati skysta tokiu
laipsniu, kad bty nesunku jg suleisti $virkstu. Ji turi bati stabili gamybos ir
laikymo salygomis ir turi blti apsaugota nuo uzterSimo mikroorganizmais,
tokiais kaip bakterijos arba grybai. NeSikliu gali bdti tirpiklis arba
disperguojanti terpé, turinti pavyzdziui, vandens, etanolio, poliolio
(pavyzdziui, glicerolio, propileglikolio, skysto polietilenglikolio ir pan.) ir
tinkamy jy misiniy. Tinkamas skystumas gali bati palaikomas, pavyzdziui,
panaudojant dangg, tokig kaip lecitino, palaikant reikiamg daleliy dydj
dispersijy atveju ir naudojant pavir§inio aktyvumo medziagas. Apsaugoti nuo
mikroorganizmy poveikio galima jvairiais antibakteriniais ir antigrybeliniais
agentais, pa'(zyzdiiui, parabenais, chlorbutanoliu, fenoliu, askorbo rtgstimi,
timerozaliu ir pan. Daugeliu atvejy j kompozicijg pageidautina pridéti izotoniniy
agenty, pavyzdziui, cukry, polialkoholiy, kaip antai manitolio, sorbitolio, natrio
chlorido. Injekcjoms skirty kompozicijy prolonguota absorbcija gali bati gauta,
| kompozicijg pridedant agento, kuris sulaiko ébsorbcijq, pavyzdziui aliuminio
monostearato ir zelatinos.

Sterilas injekcijoms skirti tirpalai gali bati pagaminami jterpiant reikiamag
kiekj veikliosios kompozicijos arba agento | atitinkama tirpiklj, kuriame yra
vienas i$ aukséiau iSvardinty ingredienty arba, jeigu reikia, jy derinys, o po to
steriliai nufiltruojant. Dispersijos paprastai yra gaminamos jterpiant veiklyjj
junginj j sterily tirpiklj, kuriame yra pagrindiné dispersijos terpé ir kiti reikalingi
auk$ciau iSvardinti ingredientai. Steriliy milteliy, skirty steriliems injekcijy

tirpalams paruosti, atveju tinkamiausi pagaminimo bldai yra dziovinimas
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vakuume ir liofilizacija, duodantys veikiiojo ingrediento (pvz. agento arba
kompozicijos) miltelius plius bet kokj norimg ingredienta, i$ prie$ tai steriliai
nufiltruoto jy tirpalo.

Kai veiklusis agentas arba kompozicija yra tinkamai apsaugota, kaip
aprasyta aukséiau, baltymas gali bati jvedamas peroraliniu bidu, pavyzdziui,
su inertiniu skiedikliu arba jsisavinamu valdbmu nesikiiu. Cia naudojamas
terminas “farmaciskai priimtinas nesiklis” reiskia bet kurj ir visus tirpiklius,
dispergavimo terpes, dangas, antibakterinius ir antigrybelinius agentus,
izotoninius ir absorbcijg sulaikangius agentus ir pan. Tokiy terpiy ir agenty
panaudojimas farmaciskai veiklioms medZiagoms yra gerai zinomas.
Suprantama, kad kai kokia nors jprasta terpé arba agentas yra nesuderinami
su veikliuoju junginiu, jy panaudojimas terapinése kompozicijose yra
diskutuotinas. | $ias kompozicijas taip pat gali biti pridedama papildomy
veikliyjy junginiy.

Ypatingai pageidautina pagaminti parenterines kompozicijas dozuoty
vienety forma, tokiu badu palengviant vartojimg ir dozavimo vienoduma, Cia
naudojamas terminas “dozuoto vieneto forma” reiskia fiziskai atskirus
vienetus, tinkandius kaip vienetinés dozés gydomam Zzinduoliui; kiekviename
vienete yra nustatytas veikliojo junginio kiekis, apskaiiuotas taip, kad duoty
norimg terapinj efektg, kartu su reikiamu farmaciniu nesikliu. Sio isradimo
dozuoty vienety formy specifikacijg diktuoja ir ji yra tiesiogiai priklausoma nuo
(a) veikliojo junginio unikaliy charakteristiky ir konkretaus norimo pasiekti
efekto ir (b) apribojimy, badingy tokio veikliojo agento arba kompozicijos,
skirty individy gydymui, sukomponavimui.

Cia naudojamas terminas “farmaciskai priimtinas nesiklis” reiskia bet
kurj ir visus tirpiklius, dispergavimo terpes, dangas, antibakterinius ir
antigrybelinius agentus, izotoninius ir absorbcijg sulaikancius agentus ir pan.
Tokiy terpiy ir agenty panaudojimas farmaciskai veiklioms medziagoms yra
gerai zinomas. Taip pat gali bati pridedama papildomy agenty.

Sio isradimo praktikoje bus naudojamos, jeigu nenurodyta Kkitaip,
jprastos lasteles biologijos, lasteliy kultdry, molekulinés  biologijos,
mikrobiologijos, rekombinantiniy DNR ir imunologijos metodikos, kurios yra
Zinomos specialistams. Tokios metodikos yra pilnai iSaiskintos literatdroje. Zr.
pavyzdziui, Genetics; Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2" Ed., ed. by




43 L4920 B

-

Sambrook, J. et al. (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)), Short
Protocols in Molecular Biology, 3™ Ed., ed. by Ausubel, F. et al. (Wiley, NY
(1995)); DNA Cloning, Volumes | and Il (D.N. Glover ed., 1985),
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. (1984)); Mullis et al. U.S. Patent
No:4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (B.D. Harhes & S.J. Higgins eds.
(1984)); traktatas Methods in Enzymology ‘(Academic Press, Inc., N.Y.),
Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer and Walker,
eds., Academic Press, London (1987)); Handbook of Experimental
Immunology, Volumes I-IV (D.M. Weir and C.C. Blachwell, eds. (1986)); ir
Miller, J. Experiments in Molecular Genetics (Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1972)).

Visy éiojé paraiskoje pacituoty literatdros $altiniy, laukian¢iy sprendimo
patentiniy paraisky ir publikuoty patenty tikslus turinys &ia pridedamas kaip
literatGros Saltiniai.

ISradimas toliau yra iliustuojamas pavyzdziais, kurie neturéty buti

laikomi jj apribojantys.
PAVYZDZIAI

Pavyzdziuose inhibitoriy naujujy prevencijos ir gydymo budy jvertinimui
buvo naudojamas A hemofilijos pelés modelis. A hemofilijg turinCios peles,
kurios gauhamos tikslingai suardzius VI faktoriaus geno 16 egzong,
plazmoje neturi pastebimo kiekio aktyvaus VIl faktoriaus (Bi L., Nature
Genetics 10:119, 1995) ir Siuo pozilriu jos yra panasios j pacientus su stipria
A hemofilija. Kaip ir galima tikétis, A hemdfilijg turinios pelés in vivo turi
koaguliacijos kaskados pozymius su mirt] sukelian&iu kraujavimu, jeigu yra
joms nupjaunamos uodegos nenaudojant hemostaziniy priemoniy, ir joms
atsiranda poodinis arba raumenyse esantis kraujavimas po palaikymo
rankose arba laikino imobilizavimo (Qian J., Borovok M., Bi L., Kazazian H.H.,
Hoyer L. Thromb. Haemost. 81:940, 1999; Evans G.L. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95:5734, 1998).

Zmogaus VIl faktoriaus 0,2 pg intraveniné infuzija — doze, kuri pagal

mase yra ekvivalentiska A hemofilija sergantiems pacientams skiriamai dozei
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— po vienos injekcijos duoda minimaly arba nesukelia jokio antikininio atsako
Sioms A hemofilijg turintioms peléms, taciau pakartotina ihfuzija duoda
didesnj inhibicinio anti-VIil faktoriaus titrg (Qian J. et al. Thromb. Haemost.
81:940, 1999). Be to, pragjus trims dienoms po pirmojo Zmogaus VIII
faktoriaus jvedimo, prie$ aptinkant antianus,_’_Puvo bastebétas VIl faktoriui

badingas T Igsteliy proliferacinis atsakas.

1 pavyzdys. Pirminio imuninio atsako j VIli faktoriy inhibavimas

Eksperimento planas Siam pavyzdziui yra parodytas fig.1. Nuling dieng
trims peliy grupéms j veng buvo suleista VIII faktoriaus. Vienai peliy grupei
dieng pries ir dieng po VIII faktoriaus injekcijos taip pat buvo suleista CTLA4-
lg. Antroji peliqh grupé gavo tg patj apdorojimg CTLA4-lg (intraperitoniniu
bidu) po kasdieniniy VIII faktoriaus injekcijy nuo 2 iki 12 diencs. TrecCioji
grupé visai negavo CTLA4-Ig. I$ gyvuliuky buvo paimtas kraujas 20, 37, 58 ir
82 diena. Pelés, kurios negavo CTLA4-lg, turéjo didelius antikiny titrus
pradedant jau nuo 20 dienos, o peléms, kurios gavo CTLA4-lg, antikiiny

neatsirado iki 82 dienos (fig.2).

2 pavyzdys. Antrinio imuninio atsako j VIII faktoriy inhibavimas

Eksperimento planas $iam pavyzdZiui yra parodytas fig.3. Siame
pavyzdyje pelés gavo daugkartines intravenines VIII faktoriaus injekcijas kas
dvi savaités,- 0 po to buvo padalintos j dvi grupes. Peléms buvo vel suleista
VIII faktoriaus 1, 20 ir 37 diena, Vienai peliy grupei buvo suleista CTLA4-Ig -1
ir +1 diena, skaiGiuojant nuo 1, 20 ir 37 dienos, kai buvo duodamos VIii
faktoriaus injekcijos. Gyvuliukai, kurie negavo CTLA4-lg, turéjo didelius anti-
VIl faktoriaus titrus, o CTLA4-Ig gavusioé pelés (iSskyrus vieng) nerodé

antrinio imuninio atsako j VIII faktoriy (fig.4).

3-6 pavyzdziuose buvo naudoti tokie metodai ir medziagos:

Gyvuliukai. Egzon-16 (E-16) kamieno hemofiliniy peliy charakteristikos buvo
aprasytos Bi L., et al. Nature Genetics 10:119, 1995; Bi L., et al. Blood
88:3446, 1996. Siuose tyrimuose buvo naudoti suauge peliy patinai ir 10-20
savaitiy amziaus homozigotinés E-16 patelés. Kraujo méginiai buvo paimti i$

akiduobés veninio rezginio ir serumas buvo atskirtas centrifuguojant, esant
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600g, 3 minutes. ki tyrimo serumo meginiai buvo laikomi -20 °C
temperatiroje. Norint iSvengti stipraus nukraujavimo ir gyvuliuky Zaties, kai
kuriuose eksperimentuose peléms identifikuoti nebuvo naudojamas ausy
zyméjimas. Dél Sios priezasties fig.5 nenurodyti nuoseklls duomenys
atskiroms peléms. - |

E-16/B7-1 ir B7-2 dvigubo eliminavimo-pelés buvo gautos panaudojant
E-16 sukry2minimg su B7-1 ir B7-2 eliminuotomis pelémis (Borriello F, et al.
1997, Immunity 6:303). Homozigotinés E-16/B7-1 ir E-16/B7-2 dvigubo
eliminavimo pelés buvo identifikuotos nustatant genotipa (Bi L. et al., Nature
Genetics 10:119, 1995; Borriello F., et al. Immunity 6:303, 1997. Sumazintas
VIll faktoriaus aktyvumas buvo tikrintas, panaudojant Coatest chromogeninj
biotestg (Chrom'bgenix, Molndal, Sweden) (Bi L., et al. Blood 88:3446, 1996).
VIII faktoriaus aktyvumas buvo mazenis uz 1 % ir E-16/B7-1, ir E-16/B7-2

deficitg turinCiose pelése.

Antigenai. Rekombinantinis Zmogaus VIII faktorius buvo gautas i§ Hyland
Division of Baxter Healthcare Corp. (Glendale, CA).

mCTLA-4lg. Pelés CTLA4-Ilg kDNR ekspresijos plazmidé buvo pagaminta
prijungiant pelés CTLA4 lyderine ir ekstralgsteling dalis prie lanksto, IgHg2a
CH2 ir CH3-daliy, kuris buvo mutuotas norint pasalinti efektorines funkcijas,
kaip apraéyia Streurer et al. (Streurer, J. Immunol. 155:1165, 1995). Sis
intarpas buvo jklonuotas j pED ekspresijos vektoriy ir pastoviai transfekuotas |
CHO Iasteles, kaip aprasyta ankséiau (Lollar P. et al., J. Clin. Invest. 93:2497,
1994). Koncentruota kondicionuota terpé buvo supilta | rProtein Aepharose
Fast Flow chromatografing kolonéle (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ). Kolonélé buvo plaunama PBS pH 7,1, o mCTLA4-Ig
eliuuotas 20 mM citratu pH 3,0. Smailés frakcija buvo neutralizuota 1M Tris
pH 8 iki galutinio pH 7,5 ir sumaisyta su pBS pH 7,1, naudojant Amicon
maisomg cele su YM30 membrana. mCTLA4-Ig buvo depirogenintas
naudojant Poros Pl (Perceptive Biosystems) chromatografijos kolonéle, ir
produktas iSplautas i$ kolonélés naudojant tiesinj NaCl gradientg nuo O iki 1 M
NaCl 25 mM Tris pH 7,5. Po to mCTLA4-Ig buvo sudétas | pBS pH 7,1

naudojant Amicon maiSomg cele su YM30 membrana.
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Antikany matavimai. Anti-VIll faktoriaus titras buvo nustatytas ELISA (Qian J,
et al. Inhibitor antibody devélopment and cell response to human factor VIl in
murine hemophilia A. Thromb Haemost. 81:940, 1999). ELISA testai buvo
atlikti naudojant mikrotitro duobutes, padengtas rekombinantiniu Zmogaus Viil
faktoriumi, 0,8 ug/ml 0,05 mol/ml karbonate'-r’ﬂgééiajame karbonate, pH 9.
Palaikius pelés plazmos méginius duobutése per naktj 4 °C temperataroje ir
perplovus, pridedama oZkos anti-pelés IgG (Southern Biotechnology
Associates Inc., Birmingham, AL) ir palaikoma 2 val. kambario temperattroje.
Perplovus pridedama p-nitrofenilfosfato (Sigma, St. Louis, MO), 2 mg/ml 100
mmol/l glicino, 1-mmol/l MgCl,, 2 mmol/l ZnCl,, pH 10,4 ir matuojamas optinis
tankis, esant 410 nm bangos ilgiui, automatiniu mikrotitro ploksteliy ELISA
skaitikliu. Anti-VIII faktoriaus antikiiny koncentracija jvertinama i$ standartines
kreivés, gautos naudojant monokloninj pelés IgG anti-2mogaus VIII faktoriaus
antiking, kuris ri$asi prie A2 vietos (Mab 413) (Lollar P. et al., J. Clin. Invest.
93:9497, 1994). Titras buvo apskaiCiuotas i$ tasSkuy, kurie patenka |
standartinés kreivés tiesine dalj.

Anti-VIIl faktoriaus inhibitoriaus titrai Bethesda vienetais (BU) buvo
iSmatuoti panaudojant Bethesda testg (Kasper C.K. Thromb et Diath Haem
30:263, 1973).

T Iasteliy pfo/iferacijos i‘yrimai. Proliferacijos bandymams T Igsteliy S$altiniu
buvo naudojama bluznis. BluZnies Igstelés buvo auginamos (5 x 10°/duobutei)
96 duobuciy plokséiadugnése plokstelése. | auginimo terpe, susidedandia i$
pilnos RPMI-1640, turincios 0,5 % hemofilinio. pelés serumo, pridedami jvairts
kiekiai rekombinantinio VIIl faktoriaus. Po 72 val. auginimo 37 °C
temperatlroje pridedama 37 kBp °*H-timidino/duobutei (6,7 Ci/mmol, ICN
Pharmaceuticals Irvine, CA). Po 16 valandy, kultros apdorojamos, naudojant
Matrix 9600 (Packard, Meriden, CT). Duomenys iSreiSkiami kaip jsiterpusio |
netirpig DNR trijy vienody duobugciy cpm vidurkis.

3 pavyzdys. mCTLA4-lg blokuoja anti-VIlI faktoriaus atsako indukavimg
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Anti-VIIl faktoriaus inhibiciniai antikinai buvo indukuoti kontrolinése
pelése, panaudojant 1 pg rekombinantinio Zmogaus VIII faktoriaus
pakartotines injekcijas kas trys savaités. Siame pavyzdyje keturioms A
hemofilijg turinCioms peliy grupéms buvo suleistas rékombinantinis Zzmogaus
VIl faktorius 0, 23, 44 ir 66 dieng (i$ pradziy 1ugi.v., poto 0,2 ug 2, 3 ir 4-os
injekcijy atveju). G-3 ir G-4 peliy grupéms” 2-12 dienomis taip pat buvo
suleista j pilvapléve 0,2 ug VIII faktoriaus. Kraujo méginiai anti-VIIl faktoriaus
testui buvo paimti 20, 37, 58 ir 82 dieng. Kontrolinems grupéms (balti
apskritimai) buvo suleista tik Vil faktoriaus. G-2 ir G-4 grupéms (juodi
apskritimai) taip pat buvo suleista mCTLA4-lg (250 ng, i.p.) dieng pries ir
dieng po pirmdsios VIll faktoriaus injekcijos. Anti-VIIl faktoriaus antiktino
koncentracija buvo nustatyta ELISA metodu. Anti-VIIl faktoriaus testo
duomeny taskai, pazymeti <0,16 pg/ml, buvo panasids | plazmos meginiy,
gauty, i§ neimunizuoty A hemofilijg turinéiy peliy, rezultatus. Sio eksperimento
rezultatai yra parodyti fig.5 (atkreipkite demesj, kad fig.5 yra kartojami kai
kurie fig.2 parodyti rezultatai, bet yra pridéta papildomy duomenuy).

Anti-VIll faktorius buvo aptiktas keturiose i$ penkiy peliy, pragjus 20
dieny po pirmosios injekcijos, ir visoms kontrolinéms peléms iSsivysté didelis
anti-VIll faktoriaus titras, kai jos gavo nuo dviejy iki keturiy injekcijy. Vidutinis
inhibicijos lygis po keturiy injekcijy buvo 1860 Bethesda vienety (BU). Anti-Vill
faktoriaus aihtikﬁnq susidarymas buvo Zymiai sumazintas pelése, kurioms
intraperitoniniu badu buvo suleista 250 pg pelés CTLA4-Ig dieng prie$ ir dieng
po pirmosios VIII faktoriaus injekcijos (G-2 grupé, fig.5), net ir tada, kai
nebuvo duota mCTLA4-lg, suleidus tris sekancias VIl faktoriaus porcijas 23,
44 ir 66 dienomis. Anti-Vlll faktoriaus nebu'\-/o rasta nei vienoje G-2 grupés
peléje po pirmosios arba antrosios VIII faktoriaus injekcijos. Pragjus trims
savaitéms po treciosios VIII faktoriaus injekcijos, G-2 grupéje silpnas imuninis
atsakas buvo rastas dviems i$ Sesiy peliy,

Norint istirti, ar atsako nebuvimo ribota trukmé yra Zmogaus VIlI
faktoriaus trumpo gyvavimo puslaikio $iose pelése rezultatas (4-5 valandos
peliy A hemofilijos atveju) (Evans G.L.. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95:5734, 1998), kontrolinems ir mCTLA4-Ig paveiktoms pelems (G-3 ir G-4
grupés, fig.5) buvo suleista j veng 1 ng VIl faktoriaus 2-12 dienomis.
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Kontrolinése pelése (G-3 grupé) 20 dieng buvo didelis anti-VIIl faktoriaus
titras: daugiau nei 350 ug/ml pagal ELISA ir vidutinis 694 BU inhibitoriaus
titras. Priesingai, G-4 grupés pelése, kurioms dieng pries ir dieng po pirmojo
VIl faktoriaus jvedimo buvo suleista mCTLA4-lg, 20 dieng aptinkamo anti-VilI
faktoriaus kiekio nebuvo. Anti-VIII faktoriaus antiklninio atsako uZdelsimas po
trijy papildomy VIl faktoriaus injekcijy buvo toks pat Sioms peléms, kaip ir G-2
grupés gyvuliukams. Taigi, ribotas VIl faktoriaus stabilumas plazmoje po
CTLA4-lg injekcijos néra atsako nebuvimo ribotos trukmeés CTLA4-lg

gydytose pelése priezastis.

4 pavyzdys. Pakartoto CTLA4-Ig jvedimo efektai

Kadangi po pakartoting VI faktoriaus infuzijy buvo nustatytas
uzdelstas anti-VIll faktoriaus atsakas, kai mCTLA4-lg buvo duotas tik pirmojo
VIl faktoriaus jvedimo metu, buvo nustatyta, ar mCTLA4-Ig gali apsaugoti
nuo anti-VII faktoriaus atsiradimo, jeigu jis yra duodamas su kiekviena VIl
faktoriaus infuzija. Siame eksperimente (fig.6) A hemofilijg turinioms peléms
vienu metu buvo jvedamas ir VIII faktorius, ir mCTLA4-lg Sesis kartus kas trys
savaités. A hemofilijg turindioms peléms j veng buvo suleista 1 ng VIl
faktoriaus ir 250 ug mCTLA4-lg kas 3 savaités (juodi apskritimai), arba po
pirmosios injekcijos, kurioje buvo ir VIII faktorius, ir mCTLA4-Ig, buv leistas tik
vienas VIII faktorius (balti apskritimai). Serumo méginiai anti-VIH faktoriaus
testui buvo paimti pragjus 4 savaitéms po $estosios VIlI faktoriaus injekcijos.
Nei vienoje i§ desSimties tokiu bldu paveikty peliy nebuvo aptikta anti-Vili
faktoriaus, kai jos buvo tiriamos pragjus keturioms savaitéms po Sestosios VIlI
faktoriaus injekcijos. Priesingai, peliy, kurios gavo tik vieng mCTLA4-Ig
injekcijg (pirmojo poveikio VIII faktoriumi metu), o po to buvo veikiamos vien
tik VIl faktoriumi, serume buvo didelis anti-VII| faktoriaus titras.

Sios mCTLA4-Ig paveiktos pelés po to buvo tiriamos norint nustatyti, ar
jos turés imuninj atsakg po papildomy VIII faktoriaus injekcijq nesant
mCTLA4-lg. Po 2 intraveniniy injekcijy kas 3 savaités nei vienai i8 5 peliy
neatsirado anti-VII| faktoriaus, tuo tarpu kai nedidelis anti-VIlI faktoriaus kiekis
buvo rastas dviejose i§ keturiy kontroliniy peliy, kurios ankséiau nebuvo
veiktos nei VIII faktoriumi, nei mCTLA4-lg (fig.7). Siame eksperimente A
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hemofilijg turinCios pelés, paveiktos, kaip aprasyta fig.6, $eSiomis ir VII|
faktoriaus, ir mCTLA4-Ig injekcijomis, po to dar gavo 3eSias intravenines 0,2
ug VI faktoriaus injekcijas kas trys savaités be papildomo mCTLA4-Ig (juodi
apskritimai). Lygiagreciai buvo imunizuotos kontrolinéé pelés, prie$ tai negave
VIII faktoriaus (balti apskritimai). Serumo meginiai anti-VIII faktoriaus testui
buvo paimti pragjus 3 savaitéms po 2 ir 6 injekcijy. Po $esiy vien tik VIII
faktoriaus injekcijy vidutinis VIil faktoriaus titras buvo 93 pg/mi peléms, kurios
anksciau gavo ir VI faktorfq, ir mCTLA4-Ig, o kontrolinéms peléms vidutinis
titras buvo 155 pug/ml. Sie duomenys atspindi antigenui specifinés imuninés
| supresijos, atsi(andanéios dél pakartotino mCTLA4-lg jvedimo su VIil

faktoriumi, ribas.

5 pavyzdys. mCTLA4-Ig slopina antrinj imuninj atsaka j V1l faktoriy

Norint nustatyti, ar mCTLA4-lg modifikuoja antrinj imuninj atsaka j VIII
faktoriy, mCTLA4-lg buvo suleistas tuo paciu metu kaip ir buvo jvestas Vil
faktorius A hemofilijg turindioms peléms, kuriose jau atsirado anti-VIil
faktoriaus. IS pradziy visoms A hemofilijg turinéioms peléms tris kartus buvo
suleista po 0,2 ug VIl faktoriaus, ir ELISA buvo nustatytas anti-Vill faktoriaus
kiekis. Tada kontrolines pelés gavo tris papildomas VIII faktoriaus injekcijas, o
likusioms peléms buvo jvestas mCTLA4-Ig tuo paiu metu, kai jos gavo
pirmajq i$ trijq papildomy VIl faktoriaus injekcijy. Nors dauguma peliy nugaiso
nuo nukraujavimo komplikacijy Sio eksperiménto metu, atsiradusiy del
pakartotiny injekcijy ir kraujo meéginiy paémimo, rezultatai abiejose grupése

aiSkiai skyrési.

Siame pavyzdyje visos pelés i$ prad:‘zi’Q gavo 3 intravenines 0,2 ug Vlil
faktoriaus injekcijas kas dvi savaités. Po to kontrolinéms peléms (balti
apskritimai) buvo suleista VIl faktoriaus dar tris kartus ir paimti kraujo
meéginiai testui (virSutiné panelé). Kitoms peléms (juodi apskritimai) buvo
duota mCTLA4-Ig (250 pg, j pilvaoléve) dieng pries ir dieng po 4-osios VIII
faktoriaus injekcijos (kaip parodyta stréle), po to dar dvi vien tik VIII faktoriaus
injekcijos kas 3 savaités. VIl faktoriaus injekcijy skaicius prie$ kraujo meéginio

tyrima, nustatant anti-VIll faktoriy, yra parodytas ant horizontaliosios asies.
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Kontrolinéms peléms po 4-osios VIII faktoriaus injekcijos buvo
paétebétas anti-VIII faktoriaus titro padidéjimas, titro vidurkiui esnat nuo 16 iki
230 pg/ml (fig.8A). Po 5-osios VIII faktoriaus injekcijos visi anti-VIlI faktoriaus
titrai buvo didesni uz 350 pg/ml keturioms likusioms peléms. Priesingai, pelés,
paveiktos mCTLA4-Ig 4-osios VI faktoriaus injekcijos metu, turéjo minimaly
arba visai neturéjo anti-VIll faktoriaus kiekio padidéjimo (fig.8B ir C).
mCTLA4-Ig jvedimas inhibavo §j antrinj imuninj atsaka j VIl faktoriy peléms,
kurioms jau atsirado santykinai dideli anti-VIlI faktoriaus kiekiai, atitinkantys 5-
90 BU inhibitoriaus titrus (Qian J., et al. Thromb. Haemost. 81:940, 1999)
(fig.8C), bei peléms, kurios turéjo minimaly, maziau nei 5 BU, anti-Viil

faktoriaus kiekj po trijy pradiniy infekcijy (fig.8B).

6 pavyzdys. B7-1_ir B7-2 vaidmens pirminiame imuniniame atsake j VIII

faktoriy nustatymas

Tada buvo jvertinti B7-1 ir B7-2 kostimuliaciniy ligandy ant antigenus
pateikianéiy lgsteliy vaidmenys, kadangi buvo primta, kad bltent nuo jy
sgveikos su CD28 yra apsisaugoma eksperimentuose, kuriuose naudojamas
mCTLA4-lg. Siam tikslui mes sukryzminome A hemofilijg turinéias peles su
B7-1" ir B7-2" pelémis (Borriello F., et al. Immunity 6:303, 1997, Freeman
G.J. et al. Science 262:907, 1993) ir pagal genotipo analize buvo atrinktos ir
VII faktoriaus, ir B7-1, arba B7-2 deficitq turinéios pelés. Tada AB7-1"
hemofilijg, ir A/B7-2" hemofilijg turingioms peléms buvo suleista j veng 0,2 ug
Zmogaus VIl faktoriaus kas dvi savaites. Pragjus 12 dieny po 2-osios ir 6-
osios VI faktoriaus injekcijos, buvo paimti serumo meéginiai anti-VIIl faktoriui
nustatyti. Po keturiy injekcijy visoms devynioms A/B7-1"" hemofilijg turin&ioms
peléms (balti apskritimai) atsirado anti-VIil faktoriaus, kurio titrai buvo daugiau
nei 350 pg/ml, o vidutinis inhibicijos lygis 712 BU (fig.9) — reikSmés, panasios |
kitu pozZidriu normalias A hemofilijg turinéias peles, kurioms buvo suleista Vil|
faktoriaus (Qian J., et al. Thromb. Haemost. 81:940, 1999). Priesingai, né
viena i§ astuoniy A/B7-2" hemofilijg turinéiy, peliy (juodi apskritimai) neturéjo
aptinkamy anti-VIII faktoriaus kiekiy. Panasis rezultatai buvo gauti ir su A

hemofilijg turinGiomis pelémis, paveiktomis anti-B7-1 ir anti-B7-2 antikinais.
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Norint jvertinti iy B7-1 ir B7-2 deficiting A hemofilijg turindiy peliy T
Iasteliy atsaka, pragjus trims dienoms po penktosios Vil faktoriaus injekcijos,
buvo paimtos bluznies lastelés. Proliferacijos duomenims gauti buvo
sumaiSytos 3 peliy bluznies Igstelés. Balti ir juodi apskritimai fig.10 atitinkamai
rodo nepaveikty A/B7-1" ir B7-2  hemofilijg turingiy peliy lgsteles. Balti
apskritimai Zymi lasteles i§ A/B7-17"" hemofilijai turinéiy peliy, kurios gavo 5
intravenines FVIII injekcijas, o juodi apskritimai - A/B7-2" hemofilijg, turindiy
peliy, kurios gavo 5 intravenines VIl faktoriaus injekcijas. VIII faktoriaus
koncentracija kultGrose yra nurodyta ant horizontaliosios asSies. T Iasteliy
proliferacinis aktyvumas, nustatytas pagal 3H-timidino jsiterpima, rodo
priklausant] nuoVIIl faktoriaus dozés atsakg lgsteliy i$ AB7-17 hemofilijg
turihéiq peliy afVeju. (fig.10). Prieéingai,Ajokio T atsako nebuvo nustatyta,
esant bet kokiam VIII faktoriaus kiekiui bluZnies Igsteliy i$ AB7-2" hemofilijg
turinéiy peliy atveju. Taigi, imuninio atsako | intraveniniu badu suleistg VIi|
faktoriy palaikyme pagrindinj vaidmenj vaidina B7-2, ir jeigu jo néra, anti-Vill

faktorius nesusidaro.

Ekvivalentai

Specialistai turéty pripazinti arba gali sitikinti, naudodami ne daugiau
nei jprastus eksperimentus, kad yra galimi jvairGs cia apraSyty konkrediy
kompozicijy ir bldy ekvivalentai. Laikoma, kad tokie ekvivalentai patenka | Sio

iSradimo sfera ir juos apiha toliau duodama apibréztis.
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ISRADIMO APIBREZTIS

Kompozicija, besiskirianti tuo, kad | jg jeina pirmasis agentas,
kuris skatina hemostaze, ir antrasis agentas, kuris inhibuoja kostimuliacinj
signalg T Igsteléje. P '

Kompozicija pagal 1 punkta, besisKki r:i anti tuo, kad | jg jeina dar ir
farmaciskai priimtinas nesiklis.

Kompozicija pagal 1 punktg, b e siskirianti tuo, kad pirmasis
agentas yra VIl faktorius.

Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad pirmasis
agentas yra VIII faktoriaus variantas, kuriame pasalinta B-dalis.

Kompozicija pagal 1 punkta, besisk irianti tuo, kad pirmasis

agentas yra IX faktorius.

Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad pirmasis
agentas yra von Willebrand’o faktorius.

Kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra kostimuliacinés molekulés tirpi forma. -

Kompozicija pagal 7 punktag, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra tirpi CTLA4 forma.

Kompozicija pagal 7 punkta, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas:yra tirpi B7-1 forma, tirpi B7-2 forma arba minétos tirpios B7-1
formos ir minétos tirpios B7-2 formos derinys.

Kompozicija pagal 8 punktg, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra CTLA4Ig.

Kompozicija pagal 9 punktg, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra B7-1lg arba B7-2Ig.

Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra tirpi CD40 forma arba CD40L.

Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra antikinas, kuris jungiasi su kostimuliacine molekule.
Kompozicija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad antrgj; agentg
pasirenka i§ grupés, susidedanéios i§ anti-B7-1 antikino, anti-B7-2
antikano ir anti-B7-1 antiktno ir anti-B7-2 antikdino derinio.
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Kompozicija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad antikiinas yra
anti-CD28 antikdno neaktyvuojanti forma.

Kompozicija pagal bet kurj 1-15 punktg, skirta panaudoti subjekto
hemostazinio sutrikimo gydymui. -

Kompozicija pagal 16 punktg, skirta papaudoti subjekto, turinio jau
egzistuojantj imuninj atsakg j pirmajj agenta, hemostazinio sutrikimo
gydymui. '
Kdmpozicija pagal 16 punkta, skirta panaudoti subjekto, neturinio jau
egzistuojanéio imuninio atsako j pirmajj agenta, hemostazinio sutrikimo
gydymui.

Kompozicijafpagal 16 punktg, turinti papildomg imunosupresinj agenta,

“skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kompozicija pagal 16 punktg, skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo,
parinkto i$ grupés, susidedandios i§ A hemofilijos, B hemofilijos ir von
Willebrand'o ligos, gydymui.

Kompozicija, turinti pirmajj agentg, kuris skatina hemostaze, ir antrajj
agenta, kuris inhibuoja kostimuliacinj signalg T Iasteléje, skirta panaudoti
subjekto hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kompozicija, turinti pirmajj agenta, kuris skatina hemostaze, ir antrajj
agenta, kuris inhibuoja kostimuliacinj signalg T Igsteléje, skirta panaudoti
subjekto” hemostazinio sutrikimo gydymui, slopinant imuninj atsakg j
pirmajj agenta,

Kompozicija pagal 21 arba 22 punkta, kurioje pirmasis agentas yra Vil
faktorius, skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kompozicija pagal 21 arba 22 punkta, kurioje pirmasis agentas yra VIl
faktoriaus variantas, kuriame yra pasalinta B dalis, skirta panaudoti
hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kompozicija pagal 21 arba 22 punkta, kurioje pirmasis agentas yra IX
faktorius, skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kompozicija pagal 21 arba 22 punktg, kurioje pirmasis agentas yra von
Willebrand'o faktorius, skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui.
Kompozicija pagal 21 arba 22 punkta, kurioje antrasis agentas yra
agento, kuris perduoda kostimuliacinj signala T Igstelei, tirpi forma, skirta

panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui.
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Kompozicija pagal 27 punkta, kurioje $is agentas yra tirpi CTLA4 forma,
skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kompozicija pagal 28 punkta, kurioje Sis agentas yra CTLA4Ig, skirta
panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui. _'

Kompozicija pagal 27 punkta, kurioje $is agéntas yra tirpi B7-1 forma, tirpi
B7-2 forma arba tirpios B7-1 formos ir tirpios B7-2 formos derinys, skirta
panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui. '
Kompozicija pagal 30 punkta, kurioje $is agentas yra B7-1lg, B7-2Ig arba
ir B7-1lg, ir B7-2lg derinys, skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo
gydymui.

Kompozicija“‘ pagal 21 arba 22 punktg, kurioje antrasis agentas yra

antikiinas, kuris jungiasi su kostimuliacine molekule, skirta panaudoti

hemostazinio sutrikimo gydymui.

Kompozicija pagal 32 punktg, kurioje antrasis agentas yra parinktas i$
grupés, susidedandios i$ anti-B7-1 antikdino, anti-B7-2 antikiino ir anti-B7-
1 antikiino ir anti-B7-2 antikano derinio, skirta panaudoti hemostazinio
sutrikimo gydymui. _

Kompozicija pagal 32 punkta, kurioje antikiinas yra anti-CD28 antikino
neaktyvuojanti forma, skirta panaudoti hemostazinio sutrikimo gydymui.
Kompozicija pagal 21 arba 22 punkta, skirta panaudoti hemostazinio
sutrikimcf, parinkto i§ grupés, susidedancios ié_ A hemofilijos, B hemofilijos
ir von Willebrand'o ligos, gydymui. |

Kompozicija pagal 21 arba 22 punktg, skirta panaudoti subjekto, kuris turi
didelj antikQiny, kurie jungiasi su pirmuoju agentu, titra, hemostazinio

sutrikimo gydymui.
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Anti-VIlI faktorius (ng/mi)
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CTLA-4lg su ketvirta FVIll injekcija
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C. - . . . o . . -
Pelés su dideliu titru po VIII faktqpus 3 injekeijy
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VIl faktoriaus injekcijy skaiCius

Fig.8
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