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Sioje paraiskoje yra cituojamos jvairios publikacijos. Norint pilniau
aprasyti srities, kuriai priklauso $is i$radimas, padétj, ¢ia yra duodami pilni $iy
publikacijy, kurios yra jtrauktos | $ig paraiska, apradymai.

ISradimo sritis

Sis isradimas yra pagrindinai susijes su reumatiniy ligy sritimi.
Konkretiau tariant, 3is iSradimas yra susijgs su tirpia CTLA4 mutantinémis
molekulémis ir kompozicijomis, kurios skirtos panaudoti subjekto reumatiniy
ligy, tokiy kaip reumatinis artritas, gydymui.

ISradimo kilmé

Dabartiniu metu néra vaisty reumatinéms ligoms gydyti. Terapiniai
agentai greitiau yfa naudojami simptomams gydyti. Paprastai terapiniai
agentai yra skiriami ilgg laikg ir daznai jy teraping verte maZina $alutinis
poveikis.

Reumatinés ligos apima grupe ligy, kurios veikia kino raumeny-
skeletinius ir jungiamuosius audinius. Tokioms ligoms yra budingas
chroniSkas uzdegimas, kurié daznai veda | nuolatinji audinio naikinima,
deformacija, atrofijg ir negalia. Reumatinés ligos veikia sgnarius, kaulus,
minkstuosius audinius arba stuburo smegenis (Mathies, H. 1983, Rheuma) ir
yra klasifikuojamos kaip uZdegiminis reumatizmas, degeneracinis
reumatizmas, nesgnarinis reumatizmas arba kolageno ligos. Yra Zinoma, kad
kai kurios reumatinés ligos yra autoimuninés ligos, kurias sukelia pakites
subjekto imuninis atsakas.

Reumatinis artritas yra progresuojanti reumatiné liga, kuria serga
mazdaug 2 % i8sivysciusiy $aliy suaugusiy gyventojy (Utsinger, P.D. et al.,
1985 Rheumatoid Arthritis, p. 140). Siai ligai yra budingas pastovus
uzdegiminis sinovitas, kuris sukelia kremzliy ir kauly erozijg ir duoda
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periferiniy sanariy struktirines deformacijas. Su reumatiniu artritu susije
simptomai yra sanariy patinimas, sgnariy jautrumas, uZdegimas, rytinis
sgnariy nejudrumas ir skausmas, ypatingai lankstant. Subjektai, turintys
uZdelstas artrito stadijas, ken€ia nuo struktariniy pakenkimu, jskaitant sgnario
destrukcijg su kaulo erozija (“Principals of Internal Medicine, Harrison, 13"
edition, p. 1648-1655). Be to, pacientai gali turéti jvairiy organiniy paZeidimy
kity klinikiniy simptomy, iskaitant odos, inksty, $irdies, plaudiy, centrinés
nervy sistemos ir akiy pazeidimus deél su imuniniu procesu susijusio gysly
uzdegimo.

Kiti susije su reumatiniu artritu simptomai yra padidinti eritrocity
nusédimo grei€iai ir padidinti serumo C-reaktyvaus baltymo (CRP) ir/arba
tirpaus IL-2 receptoriaus (IL-2r) kiekiai. Eritrocity nusédimo greitis yra
padidintas beveik visiems pacientams, turintiems aktyvy reumatinj artritg.
Serumo C-reaktyvaus baltymo kiekis taip pat yra padidintas ir koreliuojasi su
ligos aktyvumu ir progresuojanéio sgnario ardymo tikimybe. Be to, tirpaus IL-
2r — aktyvuoty T-lasteliy produkto — kiekis yra padidintas pacienty su aktyviu
reumatiniu artritu kraujo serume ir sinoviniame skystyje (Zr. “Principals of
Internal Medicine, Harrison, 13" edition, p. 1650).

Manoma, kad reumatinis artritas yra T-lgsteliy tarpininkaujama
autoimuning liga, kurioje dalyvauja antigenui nespecifinés tarplgstelinés
sgveikos tarp T-limfocity ir éntigenus pateikianéiy lgsteliy. Bendrai imant, T-
lastelés atsako dydj apsprendZia kostimuliacinis atsakas, gaunamas dél T-
Iasteliy pavirSiuje esanciy molekuliy ir jy ligandy (Mueller, et al., 1989 Ann.
Rev. Immunol. 7:445-480). S\)arbiausi kostimuliaciniai signalai yra paduodami
per sgveikg tarp T-lastelés pavirsiniy receptoriy, CD28 ir CTLA4, ir jy ligandy,
tokiy kaip su B7 susijusios molekulés CD80 (t.y. B7-1) ir CD86 (t.y. B7-2) ant
antigeng pateikianciy lasteliy (Linsley, P. and Ledbetter, J. 1993 An. Rev.
Immunol. 11:191-212).

v T-lastelés aktyvacija nesant kostimuliacijos duoda anerginj T Iastelés
atsakg (Schwartz, RH. (1992) Cell 71:1065-1068), kur imuniné sistema
nebeatsako | stimuliavima. '

Kadangi laikoma, kad reumatinis artritas yra T-lgsteliy tarpininkaujama
imuninés sistemos liga, viena naujy agenty reumatiniam artritui  gydyti

paieskos strategija yra identifikuoti molekules, kurios blokuoja Kostimuliacinius
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signalus tarp T-limfocity ir antigeng pateikian¢iy lgsteliy, blokuojant sgveikg
tarp endogeniniy CD28 arba CTLA4 ir B7. Potencialios molekulés yra tirpios
CTLA4 molekulés, kurios yra modifikuotos taip, kad jos susiristy su B7 su
didesne trauka nei laukinio tipo CTLA4 (kurios seka yra parodyta fig.23) arba
CD28, tokiu budu blokuojant kostimuliacinius signalus. "

Buvo sukonstruotos tirpios CD28 ir CTLA4 formos, suliejant (V)-tipo
CD28 ir CTLA4 ekstralgstelines dalis su imunoglobulino (lg) pastoviosiomis
sritimis, gaunant CD28lg ir CTLA4lg. CTLA4lg nukleotidy ir aminoragsciy,
seka yra parodyta fig.24, kur baltymas prasideda nuo metionino +1 padétyje
arba alanino —1 padétyje ir baigiasi lizinu +357 padétyje. CTLA4Ig risa ir
CD80-teigiamas, ir CD86-teigiamas lgsteles stipriau nei CD28Ig (Linsley, P. et
al. 1994 Immunity 1:793-80). Buvo rasta, kad daugeli nuo T Iasteliy
priklausané&iy imuniniy atsaky blokuoja CTLA4Ig tiek in vitro, tiek ir in vivo.
(Linsley et al., 1991b, supra; Linsley, P.S. et al., 1992a Science 257:792-795;
Linsley, P.S. et al., 1992b J. Exp. Med. 176:1595-1604; Lenschow, D.J. et al.
1992 Science 257:789-792; Tan, P. et al., 1992 J. Exp. Med. 177:165-173;
Turka, L.A., 1992 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11102-11105).

Norint pakeisti susiri§imo su gamtiniais ligandais, tokiais kaip B7, geba,
tirpios CTLA4lg sulietos molekulés buvo modifikuotos panaudojant
aminoriig8éiy mutacijg molekuliy CTLA4 dalyje. CTLA4 sritys, kurios mutavus
pakeidia susiri§imo su B7 ligandais geba arba traukg B7 ligandams, apima
komplementaruma  apsprendZiangiq 1 sritf (CDR-1 kaip apradyta JAV
patentuose 6,090,914, 5,773,___253, 5,844,095; JAV patentinéje paraidkoje Ser.
Nr. 60/214,065; ir Peach et al. 1994, J. Exp. Med., 180:2049-2058) ir
komplementaruma, apsprendziangig 3 sritj, { (CDR-3) panasias sritis (CDR-3
yra CTLA4 ekstralgstelinés dalies iSlaikyta sritis, kaip apraSyta JAV
patentuose 6,090,914, 5,773,253 ir 5,844,095; JAV patentinéje paraiSkoje
Ser. Nr. 60/214,065; ir Peach et al. 1994, J. Exp. Med., 180:2049-2058. (|
CDR-3 panasi sritis apima CDR-3 sritj ir tesiasi per keletg aminorags¢iy prie$
kryptj irfarba pagal kryptji nuo CDR-3 gabalo). | panasig | CDR-3 sritj jeina
heksapeptidas MYPPPY, kuris yra labai konservatyvus visuose CD28 ir
CDLA4 %eimos nariuose. Alanino skanavimo mutagenezé per heksapeptidg
CTLAM4 ir atrinktose CTLA4lg liekanose sumazino arba panaikino susiriima
su CD80 (Peach, R.J., et al. J. Exp. Med. 1994 180:2049-20585.
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Buvo padarytos kitos tirpios CTLA4lg molekulés modifikacijos,
sukeiciant. CTLA4 ir CD28 homologines sritis. Sios chimerinés CTLA4/CD28
homologinés mutantinés molekulés identifikavo MYPPPY heksapeptida,
bendrg CTLA4 ir CD28, o taip pét tam tikras nekonservatyvias aminorags¢iy
sekas CTLA4 srityse, panaSiose | CDR-1 ir CDR-3, kaip sritis, atsakingas uz
CTLA4 susiriSimo su CD80 gebos padidinimg (Peach, R.J., et al. J. Exp. Med.
1994 180:2049-2058).

Tirpios CTLA4 molekulés, tokios kaip CTLA4lg, CTLA4 mutantinés
molekulés arba chimeriniai CTLA4/CD28 homologiniai mutantai, kaip aprasyta
auk3giau, jveda naujg grupe terapiniy vaisty reumatinéms ligoms gydyti.

Dabartinis reumatiniy ligy, tokiy kaip reumatinis artritas, gydymas
apima skyrimg nespecifiniy citotoksiniy imunodepresanty, tokiy kaip
metotreksatas, ciklofosfamidas, azatioprinas, ciklosporinas A ir auglio
nekrozés alfa-faktoriaus (TNFo) blokatoriy arba antagonisty. Sie
imunodepresantai slopina visg subjekto imuning sistemg ir ilgalaikis
naudojimas didina infekcijos rizikg. Be to, Sie vaistai tik slopina reumatinio-
artrito progresavima, ir nutraukus gydyma jis atsinaujina padidintu greiciu.
llgalaikis gydymas 3iais nespecifiniais vaistais sukelia $alutinius efektus,
iskaitant tendencijg atsirasti tam tikroms ligoms, inksty nepakankamuma,
kauly diulpy slopinima, plaudiy fibroze, piktybiskuma, diabetg ir kepeny
funkcijos sutrikimus. MaidaUg po 2-5 mety Sie vaistai palaipsnhiui tampa
nebeveiksmingi (Kelley's Textbook of Rheumatology, 6™ Edition, pages 1001-
1020).

Kitu atveju, terapiniai aQentai, kurie yra nespecifiniai imunodepresantai
ir prieSuZdegiminiai vaistai, buvo naudojami simptominiam palengvéjimui
gauti. Sie vaistai priklauso nuo dozés ir neapsaugo nuo ligos progresavimo.
Sie vaistai apima steroidinius junginius, tokius kaip prednizonas ir
metilprednizolonas. Steroidai taip pat turi nemazus $alutinius efektus,
susijusius su jy ilgalaikiu vartojimu (Kelley's Textbook of Rheumatology, 6"
Edition, pages 829-833).

Taigi dabar naudojami reumatinio artrito gydymui terapiniai agentai yra
riboto efektyvumo, turi Zymius toksinius $alutinius efektus ir negali bati
naudojami nepertraukiamai ilgg laika.
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Tokiu budu yra poreikis terapiniy agenty, kurie baty efektyvis ir
veiksmingesni gydant reumatinius susirgimus, tokius kaip reumatinis artritas,
ir leisty iSvengti jprasty trukumy, nukreipiant gydymo pastangas |
autoimuniskumo patofiziologinj mechanizma.

ISradimo santrauka

Siame i8radime yra pateikiamos kompozicijos, skirtos imuninés
sistemos ligy gydymui, skiriant subjektui tirpias CTLA4 molekules, kurios
riasi su B7 molekulémis, esan&iomis ant B7-teigiamy, Igsteliy, tokiu badu
inhibuodamos endogenines B7 molekules nuo susiri§imo su CTLA4 ir/arba
CD28 ant T-Iasteliy. Siame i§radime naudojamos tirpios CTLA4 molekulés yra
CTLAA4Ig ir tirpi CTLA4 mutantiné molekulé L104EA29YIg.

Siame i&radime taip pat yra pateikiami T-lasfeliq funkcijos inhibavimo,
bet ne T-lasteliy suardymo, Z2mogaus organizme badai suleidZiant | kontaktg
Zmogaus B7-teigiamas lasteles su tirpiu CTLA4. Tirpios CTLA4 pavyzdziais
yra CTLA4Ig ir L104EA29YIg.

Siame iradime taip pat yra pateikiamos tirpios CTLA4 molekulés,
tokios kaip CTLAA4Ig ir/arba tirpi CTLA4 mutantiné molekulé L104EA29Yig,
kurios skirtos panaudoti reumatiniy ligy, tokiy kaip reumatinis artritas, gydymui
(pvz. simptomy sumaZinimui), jas skiriant subjektui, kuriam diagnozuotas
reumatinis artritas. Si CTLA4 mutantine molekule L104EA29YIg, pvz
prasidedanti metioninu +1 padétyje arba alaninu —1 padetyje ir uZsibaigianti
lizinu +357 padétyje, kaip pérodyta fig.19, yra tinkamiausia naudoti $io
iSradimo btduose.

Siame igradime taip pat yra pateikiamas tirpiy CTLA4 molekuliy
panaudojimas susijusiy su reumatine liga patofiziologiniy poky¢iy, tokiy kaip
struktdriniai pakenkimai, sumaZinimui, jas skiriant subjektui, kuriam
diagnozuotas reumatinis artritas.

Siame i$radime taip pat yra pateikiamos farmacinés kompozicijos
imuniniy ligy, tokiy kaip reumatinis artritas, gydymui,  kurias jeina farmaciskai
primtinas neSiklis ir biologiskai veiklus agentas, toks kaip tirpios CTLA4
molekulés. '

Sis i$radimas taip pat apima rinkinius, | kuriuos jeina farmacinés
kompozicijos, kurios tinka imuninés sistemos ligy gydymui. Viename
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igyvendinimo variante imuninés sistemos ligai, pvz. reumatiniam artritui,
gydyti yra naudojamas rinkinys, i kurj jeina viena arba daugiau $io i$radimo
farmaciniy kompozicijy. Pavyzdziui, | farmacing kompozicijg ieina efektyvus
kiekis tirpios CTLA4 mutantinés’- molekulés, kuri riSasi su B7 molekulémis ant
B7-teigiamy lgsteliu, tokiu bidu blokuodamos B7 lgsteles nuo susiri§imo su
CTLA4 irfarba CD28 ant T-lasteliy. Be to, rinkinyje gali bati vienas arba
daugiau imunodepresanty, naudojamy kartu su $io iSradimo farmacinémis
kompozicijomis. Galimais imunodepresantais yra, bet jais neapsiribojama,
kortikosteroidai, nesteroidiniai prieSuZdegiminiai vaistai (pvz. CoX-2
inhibitoriai), ciklosporino prednizonas, azatioprinas, metotreksatas, TNFa
blokatoriai arba antagonistai, infiksimabas, bet koks biologinis agentas,
veikiantis uzdegiminius citokinus, hidroksichlorokvinas, sulfasalazoprinas,
aukso druskos, etanerceptas ir anakinra.

Siame isradime taip pat yra pateikiami eritrocity sedimentacijos greicio,
kuris yra susijgs su reumatiniu artritu, sumazinimo badai.

Be to, Siame iSradime yra pateikiami tam  tikry kraujo serumo
komponenty, kurie yra susije su reumatiniu artritu, jskaitant: C-reaktyvy
baltyma, tirpy |ICAM-1, tirpy E-selekting ir/arba tirpy IL-2r, kiekio sumazinimo
bldai.

Trurhpas figary apraSymas

Fig.1A: Pacienty grupes demografiniai duomenys. Demografiniai
duomenys apima lytj, rase ir IiQos trukme, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau.

Fig.1B: Pacienty grupés demografiniai duomenys. Demografiniai
duomenys apima lytj mase ir ligos aktyvuma, kurj ivertino pacientas ir
terapeutas, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau.

Fig.1C: Pacienty grupés demografiniai duomenys, kaip aprasyta 3
pavyzdyje toliau. Demografiniai duomenys apima ligos aktyvuma, eritrocity
nusédimo greitj (ESR), fizing funkcijg (negalig, jvertinta pagal klausimus apie
liga) ir C-reaktyvy baltyma (CRP).




Fig.1D: Pacienty grupés demografiniai duomenys, kaip apradyta 3
pavyzdyje toliau. Demografiniai duomenys apima sanariy patinima, sgnariy
jautrumag, rytinj nejudruma ir skausma.

Fig.1E: Pacienty grupés demografiniai duomenys, kaip aprasyta 3
pavyzdyje toliau. Demografiniai duomenys apima ankstesnius gydymo budus.

Fig.2: Gydymo nutraukimo 85-t dieng priezasCiy, kaip aprasyta 3
pavyzdyje toliau, santrauka.

Fig.3A: ACR atsakai 85-ta dieng, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau:
ACR-20, -50, ir -70 atsakai.

Fig.3B: ACR-20 atsakai 85-t3 dieng, skaitant placeba, kaip aprasyta 3
pavyzdyje toliau: ACR-20 atsakas 95 % patikimumo ribose.

Fig.3C: ACR-20 atsakai 85-tg dieng, skaitant placeba, kaip aprasyta 3
pavyzdyje toliau: ACR-20 atsako skirtumas 95 % patikimumo intervalo
atzvilgiu.

Fig.4A: Pagrindiniai (20 % pageréjimas) klinikiniai atsakai, skaigiuojant
pacienty patinusius ir jautrius sanarius 85-tg dieng, kaip aprasyta 3 pavyzdyje
toliau: pagrindinis klinikinis atsakas, ACR-20.

Fig.4B: Klinikiniai atsakai (pageréjimo procentais), skaiciuojant
pacienty patinusius ir jautrius sgnarius 85-tg dieng, kaip apraSyta 3 pavyzdyje
toliau:klinikinio atsako pokytis, skaiCiuojant pagal procentinj pageréjima.

. Fig.5A: Skausmo atsakas (pagal Likerto skalg, imant vidutinj vienety
pokytj nuo bazinés linijos), skaigiuojant pacienty procentus 85-tg diena, kaip
apraSyta 3 pavyzdyje toliau: skausmo baly pokygiai nuo bazinés linijos.

Fig.5B: Paciento ivertihti bendrieji ligos pokyciai (pagal Likerto skale,
imant vidutinj vienety pokytj nuo bazinés linijos), skai¢iuojant pacienty
procentus 85-ta diena, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau: paciento jvertinti
bendrojo ligos aktyvumo pokyéiai.

Fig.5C: Gydytojo jvertinti bendrieji ligos poky¢iai (pagal Likerto skale,
imant vidutini vienety pokytj nuo bazinés linijos), skaiCiuojant pacienty
procentus 85-ta dieng, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau: gydytojo jvertinti
bendrojo ligos aktyvumo pokyéiai.

Fig.5D: Skausmas (pagal Likerto skalg, imant vidutinj vienety pokytj
nuo bazines linijos), skai¢iuojant pacienty procentus 85-tg dieng, kaip

aprasyta 3 pavyzdyje toliau: skausmo pokyéiai nuo bazinés linijos.
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Fig.6A: Paciento bendras ligos aktyvumo poky&io nuo bazines linijos
ivertinimas 2 vienety intervale 85-t3 diena, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau;
ligos aktyvumo pagerinimas.

Fig.6A: Gydytojo bendras ligos aktyvumo pokyé&io nuo bazinés linijos
jvertinimas 2 vienety intervale 85-ta dieng, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau;
ligos aktyvumo pagerinimas.

Fig.7A: C-reaktyvaus baltymo (CRP) kiekio procentinis sumazéjimas
85-tg diena, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau; CRP procentinis sumazéjimas
nuo bazinés linijos.

Fig.7B: C-reaktyvaus baltymo (CRP) kiekiy sumazéjimo skirtumas 85-
ta diena, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau; CRP kiekiy procentinio sumazéjimo
skirtumai su 95 % patikimumo intervalais.

Fig.7C: Vidutinis C-reaktyvaus baltymo (CRP) kiekio sumazéjimas 85-
ta diena, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau; vidutinis pokytis nuo bazinés linijos.

Fig.8: Tirpaus IL-2 receptoriaus kiekiy sumazéjimo vidutinis pokytis nuo
bazinés linijos 85-tg diena, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau.

Fig.9A: CTLA4lg poveikio | jautrius sanarius priklausomybé nuo laiko,
kaip apradyta 3 pavyzdyje toliau; tarpinis skirtumas nuo bazinés linijos.

Fig.9B: CTLA4lg poveikio | jautrius sgnarius priklausomybé nuo laiko,
kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau; vidutinis skitumas nuo bazinés linijos.

 Fig.10A: CTLA4lg péveikio i patinusius sgnarius priklausomybe nuo
laiko, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau; tarpinis skirtumas nuo bazinés linijos.

Fig.10B: CTLA4lg poveikio | patinusius sanarius priklausomybe nuo
laiko, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau: vidutinis skirtumas nuo bazinés linijos.

Fig.11: CTLA4Ig poveikis | skausmo jvertinimo vidutini skirtuma nuo
bazinés linijos priklausomai nuo laiko, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau.

Fig.12A: CTLA4Ig poveikis | paciento ligos aktyvumo vidutinio skirtumo
nuo bazinés linijos ivertinimg priklausomai nuo laiko, kaip apraSyta 3
pavyzdyje toliau.

Fig.12B: CTLA4lg poveikis  gydytojo ligos aktyvumo vidutinio skirtumo
nuo bazinés linjjos jvertinimg priklausomai nuo laiko, kaip apraSyta 3

pavyzdyje toliau.
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Fig.13A: L104EA29YIg poveikio j skausmingus sanarius priklausomybé
nuo laiko, kaip apradyta 3 pavyzdyje toliau; tarpinis skirtumas nuo bazinés
linijos. .
Fig.13B: L104EA29YIg poveikio | skausmingus sanarius priklausomybé
nuo laiko, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau; vidutinis pokytis nuo bazings
linijos.

Fig.14A: L104EA29YIg poveikio | patinusius sanarius priklausomybé
nuo laiko, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau; tarpinis skitumas nuo bazinés
linijos. ‘

Fig.14B: L104EA29YIg poveikio | patinusius sanarius priklausomybé
nuo laiko, kaip apradyta 3 pavyzdyje toliau; vidutinis skitumas nuo bazinés
linijos.

Fig.15: L104EA29YIg poveikis | skausmo jvertinimo vidutinj skirtumg
nuo bazinés linijos priklausomai nuo laiko, kaip aprasyta 3 pavyzdyje toliau;
vidutinio poky€io nuo bazinés linijos priklausomybeé nuo laiko.

Fig.16A: L104EA29YIg poveikis | paciento ligos aktyvumo vidutinio
skirtumo nuo bazinés linijos jvertinima, priklausomai nuo laiko, kaip aprasyta 3
pavyzdyije toliau.

Fig.16B: L104EA29YIg poveikis | gydytojo ligos aktyvumo vidutinio
skirtumo nuo bazinés linijos jvertinimapriklausomai nuo laiko, kaip aprasyta 3
pavyzdyje toliau.

Fig.17: Paciento negalios procentinis pagergjimas, ivertintas pagal
sveikatos vertinimo klausimy sarasa (HAQ), lyginant su bazine linija, 85-tg
dieng gydant CTLA4Ig ir L104EA29YIg, kaip apraSyta 3 pavyzdyje toliau.

Fig.18: L104Elg nukleotidy ir aminorags¢iy seka, kaip apraSyta 1
pavyzdyje toliau.

Fig.19: L104EA29YIg nukleotidy ir aminortigégiy seka, kaip aprasyta 1
pavyzdyije toliau.

Fig.20: L104EA29LIg nukleotidy ir aminoraigséiy seka, kaip aprasyta 1
pavyzdyije toliau.

Fig.21: L104EA29TIg nukleotidy ir aminoragséiy seka, kaip aprasyta 1
pavyzdyje toliau.

Fig.22: L104EA29WIg nukleotidy ir aminoragééiy seka, kaip aprasyta 1

pavyzdyije toliau.

R



10 LT 5063 B

Fig.23: CTLA4 receptoriaus nukleotidy ir aminoragsciy seka.

Fig.24: CTLA4lg nukleotidy ir aminorag3&iy seka.

Fig.25: SDS gelio (Fig.25A) CTLA4Ig (1 juostele), L104Elg (2 juostelé)
ir L104EA29Ylg (3A juostelg); bei CTLA4lg (Fig.25B) ir L104EA29YIg
(Fig.25C) molekuliniy siety chromatogramos. )

Fig.26 (kairysis ir deSinysis vaizdai). CTLA4 ekstralgstelinio Ig V-tipo
klos&iy juostiné diagrama, gautg i$ tirpalo strukturos, nustatytos BMR
spektroskopijos metodu. Fig.26 (kairysis vaizdas) rodo CDR-1 (§25-R33)
srities ir MYPPPY srities padidinta vaizda, nurodant suriSimo gebg
padidinan¢iy mutacijy L104 ir A29 padétj ir Soninés grandinés orientacija.

Fig.27A ir 27B: FACS testai, rodantys L104EA29Ylg, L104Elg ir
CTLA4lg susiri§img su Zmogaus CD80- arba CD86-transfekuotomis CHO
Igstelémis, kaip apraSyta 2 pavyzdyje toliau.

Fig.28A ir 28B: Grafikai, rodantys CD80-teigiamy, ir CD86-teigiamy
CHO lasteliy proliferacija, kaip aprasyta 2 pavyzdyje toliau.

Fig.29A ir 29B: Grafikai, rodantys, kad L104EA29YIg efektyviau
inhibuoja pirminiy ir antriniy alostimuliuoty T Iasteliy proliferacijg nei CTLA4lg,
kaip aprasyta 2 pavyzdyje toliau.

Fig.30A-C: grafikai, rodantys, kad L104EA29Ylg efektyviau inhibuoja
alostimuliuoty Zmogaus T Iasteliy IL-2 (Fig.30A), IL-4 (Fig.30B) ir (y)-
interferono (Fig.30C) citokiny produkcijg,, nei CTLA4lg, kaip aprayta 2
pavyzdyje toliau.

Fig.31 Grafikas, rodantis, kad L104EA29YIlg efektyviau inhibuoja
bezdzioniy fitohemaglutinino (PHA) stimuliuoty T lasteliy proliferacijg nei
CTLA4Ig, kaip aprasyta 2 pavyzdyje toliau.

Fig.32: Grafikas, rodantis L104EA29Ylg, L104Eig ir laukinio tipo
CTLAA4Ig pusiausvyrine susiri§imo su CD86lg analizg.

Fig.33A ir B: Tirpaus ICAM-1 ir tirpaus E-selektino kiekiy sumazéjimo
vidutinis pokytis nuo bazinés linijos 85-ta dieng, kaip apradyta 3 pavyzdyje

toliau.
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Smulkus iSradimo aprasymas
APIBREZIMAI

Visi Sioje paraiSkoje naudojami moksliniai ir techniniai terminai, jeigu
nepazyméta kitaip, turi jprastas reikdmes. Sioje paraiskoje toliau duodamos
frazés turi ¢ia nurodytas reik§mes.

Cia naudojamas ‘ligandas” reikia molekule, kuri specifiskai atpaZjsta ir
riSasi su kita molekule, pavyzdZiui ligandas CTLA4 yra B7 molekulé.

Cia naudojamas “laukinio tipo CTLA4" arba “nemutuotas CTLA4" turi
gamting aminorig¢iy seka, pilno ilgio CTLA4, kaip parodytas fig.23 (taip pat
apra8ytas JAV patentuose Nr.Nr. 5,434,131, 5,844,095, 5,851,795) arba bet
kokig jo dalj arba yra jo darinys, kuris atpazista ir riasi su B7 arba sgveikauja
su B7 taip, kad jis blokuoja susiriSimg su CD80 irfarba CTLA4 (pvz.
endogeniniu CD28 irfarba CTLA4). Konkregiuose jgyvendinimo variantuose
laukinio tipo CTLA4 ekstralgsteling dalis prasideda nuo metionino +1 padétyje -
ir baigiasi asparto ragstimi +124 padétyje arba laukinio tipo CTLA4
ekstralgsteliné dalis prasideda nuo alanino -1 padétyje ir baigiasi asparto
ragstimi +124 padétyje. Laukinio tipo CTLA4 yra lgstelés pavirSiaus baltymas,
turintis N-galing ekstralgsteling dalj, transmembraning dalj ir C-galing
citoplazming dal|. Ekstralgsteliné dalis risasi su tikslinémis molekulémis,
tokiomis kaip B7 molekulé. Lasteléje gamtinis laukinio tipo CTLA4 baltymas
yra transliuojamas kaip neéubrendqs polipeptidas, | kurj jeina signalinis
peptidas N-baigmés gale. Sis nesubrendgs polipeptidas patiria potransliacinj
brendima, kuri sudaro signalinio peptido atskélimas ir pasalinimas,
pasigaminant atskeltam CTLA4 produktui, turinéiam nhaujai atsiradusj N-
baigmes galg, kuris skiriasi nuo N-baigmés galo nesubrendusioje formoje.
Specialistas turéty suprasti, kad gali vykti ir papildomas potransliacinis
brendimas, kuris pasalina vieng arba daugiau aminoragsciy i$ atskelto CTLA4
produkto naujai susidariusio N-baigmes galo. Kitu atveju, signalinis peptidas
gali nebdti pilnai pasalintas, susidarant molekuléms, kurios prasideda prie$
jprastg prading aminoragstj — metioning. Taigi, subrendqs CTLA4 baltymas
gali prasidéti nuo metionino +1 padétyje arba alanino -1 padétyje. |
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subrendusia CTLA4 molekulés forma jeina ekstralasteling CTLA4 dalis arba
bet koks jos gabalas, kuris ridasi su B7.

Cia naudojamas terminas “CTLA4 mutantiné molekulé” reiSkia laukinio
tipo CTLA4, kaip parodyta fig.23, arba jos dalj arba jos darinj, kuri turi
mutacijg arba daug mutacijy (geriausia CTLA4 ekstralgstelinéje dalyjé).
CTLA4 mutantiné molekulé turi seka, kuri yra panasi i laukinio tipo CTLA4
molekule, bet yra neidenti$ka jai ir vis dar ri$asi su B7. Mutacijos gali apimti
vieng arba daugiau aminorlgs¢iy liekany, pakeiciant aminoragatimis,
turinéiomis konservatyvig  (pvz. leucinas pakeiCiamas izoleucinu) arba
nekonservatyvia (pvz. glicinas pakei¢iamas triptofanu) struktdrg, arba
chemines savybes, i§imant kai kurias aminoriigstis, pridedant kai kurias
aminorugstis, paslenkant rémelius arba nukerpant kai kurias aminoragstis. |
mutantines CTLA4 molekules gali jeiti ne-CTLA4 molekulé, arba jos gali bati
prijungtos prie tokios molekulés. Mutantinés molekulés gali bati tirpios (t.y.
cirkuliuojangios) arba prijungtos prie lastelés pavirsiaus. Papildomos CTLA4
mutantinés molekulés apima molekues, aprasytas JAV patentineje paraiSkoje,
Ser. Nr. 09/865,321, 60/214,065 ir 60/287,576; JAV patentuose Nr.
6,090,914, 5,844,095 ir 5,773,253; ir Peach, R.J. et al, J. Exp. Med.
180:2049-2058 (1994). CTLA4 mutantinés molekulés gali bati pagaminamos
sintezés arba rekombinantiniu badu.

. “CTLAA4lg” yra tirpus sulietas baltymas, turintis laukinio tipo CTLA4
ekstralasteling dalj, prijungta prie lg uodegos, arba jos gabala, kurie riSasi su
B7. Ypatingas igyvendinimo variantas turi laukinio tipo CTLA4 ekstralgsteling
dali (kaip parodyta fig.23), prasidedancig nuo metionino +1 padétyje ir
besibaigiandig asparto ragstimi +124 padétyje arba prasidedancia nuo alanino
-1 padétyje ir besibaigianCig asparto ragstimi +124 padétyje; jungiandig
aminorugsties liekang glutaming +125 padétyje; ir imunoglobulino dalj,
apimangig nuo glutamo ragsties +126 padétyje iki lizino +357 padétyje
(CTA4lg koduojanti DNR buvo deponuota 1991 m. geguzés 31 d. Amerikos
tipiniy_kultary kolekcijoje (ATCC), 10801 University B1vd., Manassas, VA
20110-2209 pagal Budapes$to sutartj ir jai buvo suteiktas ATCC depozito
numeris ATCC68629; Linsley, P. et al., 1994, Immunity 1:793-80). CTLAAdIg-
24, kinidkojo Ziurkéno kiausidziy (CHO) Iasteliy Iinija,’nekspresuojanti CTLAMdIg,
buvo deponuota 1991 m. geguzés 31 d. su ATCC identifikécijos numeriu
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CRL-10762. Sio i$radimo buduose ir rinkiniuose naudojamos tirpios CTLA4Ig
molekulés gali turéti arba gali neturéti signalinés (lyderinés) peptido sekos.
Paprastai Sio iSradimo baduose ir rinkiniuose naudojamos tirpios CTLAdIg
molekulés neturi signalinés pepﬁdo sekos.

‘L104EA29Yig" yra sulietas baltymas, kuris yra tirpi CTLA4 mutantiné
molekule, turinti laukinio tipo CTLA4 ekstralasteline dalj sur aminorag3¢&iy
pakeitimais A29Y (tirozino liekana keigia 29 padéties alaning) ir L104E
(glutamo ragsties liekana keitia +104 padéties leucing), arba jos dalis, kuri
risasi su B7 molekule, prijungta prie Ig uodegos (duota fig.19; L104EA29YIg
koduojanti DNR buvo deponuota 2000 m. birzelio 20 d. su ATCC numeriu
PTA-2104; JAV patentinéje paraiskose Ser. Nr. 09/579,927, 60/287,576 ir
60/214,065, duodamos kaip literataros 3altiniai). Sio i§radimo baduose ir
rinkiniuose naudojamos tirpios L104EA29YIg molekulés gali turéti arba gali
netureti signalinés (lyderinés) peptido sekos. Paprastai $io igradimo baduose
ir rinkiniuose naudojamos molekulés neturi signalinés peptido sekos.

Cia naudojamas terminas ‘“tirpi” reiskia bet kokig molekule, jos
fragmentus arba darinius, nesuridtus arba neprijungtus prie Igstelés, t.y.
cirkulivojanéius. PavyzdZiui, CTLA7, B7 arba CD28 gali bati padarytos
tirpiomis, prijungiant imunoglobulino (Ig) liekang atitinkamai prie CTLA4, B7
arba CD28. Kitu atveju, molekule, tokia kaip CTLA4, gali bati paveréiama
tirpia' paSalinant jos transmembranine dalj. Paprastai $io i§radimo baduose ir
rinkiniuose naudojamos tirpios molekulés neturi signalings (arba lyderinés)
sekos.

Cia naudojamas terminas “tirpios CTLA4 molekulés” reigkia
neprijungtas prie Iastelés pavir§iaus (t.y. cirkuliuojangias) CTLA4 molekules
arba bet kurig funkcing CTLA4 molekulés dalj, kuri ridasi su B7, iskaitant, bet
neapsiribojant: CTLA4lg sulietus baltymus (pvz. ATCC 68629), kuriuose
CTLA4 ekstralgsteliné dalis yra sujungta su imunoglobulino (lg) liekana,
paveriancia sulieta molekulg tirpia, jy fragmentus ir jy darinius; baltymus su
CTLA4 ekstralgsteline dalimi, sulieta su arba prijungta prie biologiskai
aktyvaus arba chemiSkai aktyvaus baltymo dalies, tokio kaip papilomos viruso
E7 geno produktas (CTLA4-E7), su melanoma susijusio antigeno p97
(CTLA4-p97) arba ZIV env baltymo (CTLA4-env gp120), arba jy fragmentus
arba jy darinius; CTLA4 molekules su pasalinta transmembranine dalimi,

LT 5063 B
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paveréiant baltyma tirpiu (Oaks, M.K. et al., 2000 Cellular Immunology
201:144-153) arba jos fragmentus, arba jos darinius. “Tirpios CTLA4
molekulés” taip pat apima jy fragmentus, dalis arba darinius ir tirpias CTLA4
mutantines molekules, turinc‘:iés CTLA4 surigimo aktyvuma, Sio i$radimo
baduose ir rinkiniuose naudojamos tirpios CTLA4lg molekulés gali turéti arba
gali neturéti signalinés (lyderinés) peptido sekos. Paprasta? io iSradimo
baduose naudojamos molekulés neturi signalinés peptido sekos.

Cia naudojamas terminas “ekstralgstelineé CTLA4 dalis” reiSkia CTLA4
dalj, kuri atpaZista ir suri8a CTLA4 ligandus, tokius kaip B7 molekulés.
Pavyzdziui, ekstralgsteliné CTLA4 dalis apima nuo metionino +1 padétyje iki
asparto rugsties +124 padétyje (fig.23). Kitu atveju, ekstralgsteliné CTLA4
dalis apima nuo alanino -1 padétyje iki asparto rugsties +124 padétyje (fig.23).
Ekstralgsteliné dalis apima CTLA4 fragmentus arba darinius, kurie susiri3a su
B7 molekule. Ekstralasteline CTLA4 dalis, kaip parodyta fig.23, taip pat gali
apimti mutacijas, kurios pakeitia CTLA4 molekulés susiri§imo su B7 molekule
geba.

Cia naudojamas terminas “mutacija” reiSkia nukleotidy arba
aminoragséiy pakeitima, laukinio tipo polipeptido sekoje, pavyzdziui, DNR
irfarba aminoraig§éiy_pakeitimus laukinio tipo CTLA4 ekstralgstelinéje dalyje.
Mutacija DNR gali pakeisti kodona, kuris duos pakeitimg, aminoragsciy sekoje.
DNR pakeitimai gali biti pakeitimai, delecijos, pridéjimai, alternatyvus
sukifbimas arba nukirpimas. Aminoragsciy pakeitimai gali buti pakeitimai,
delecijos, iterpimai, pridéjimai, nukirpimai arba baltymo brandinimo arba
skaldymo klaidos. Kitu atveju, mutacijos nukleotidy sekoje gali duoti tylias
mutacijas aminorigs¢iy sekoje, kas yra suprantama specialistams. Siuo
at?vilgiu, tam tikri nukleotidiniai kodonai koduoja tg pacgia aminorigsti.
Pavyzdziais yra nukleotidiniai kodonai CGU, CGG, CGC ir CGA, koduojantys
aminoragsti argining (R), arba kodonai GAU ir GAC, koduojantys asparto
ragstj (D). Taigi baltymg gali koduoti viena arba daugiau nukleoragsciy
molekuliy, kurios skiriasi savo konkregiomis nukleotidy sekomis, bet koduoja
baltymo molekules, turinéias vienodas sekas. Aminoragstis koduojancios

sekos yra tokios:
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Aminoragstis Simbolis Vienraidis Kodonas
) kodas
Alaninas Ala A GCU, GCC, GCA, GCG
Cisteinas Cys C . UGU, UGC
Asparto rigstis  Asp D GAU, GAC
Glutamo ragstis  Glu E GAA, GAG
Fenilalaninas Phe F Uuu, uuc
Glicinas Gly G GGU, GGC, GGA; GGG
Histidinas His H CAU, CAC
lzoleucinas lle | AUU, AUC, AUA
Lizinas Lys K AAA, Aag
Leucinas Leu L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Metioninas Met M AUG ,
Asparaginas Asn N AAU, AAC
Prolinas Pro P CCU, CCC, CCA, CCG
Glutaminas GIn Q CAA, CAG
Argininas Arg R CGU,CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
Serinas Ser S UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
Treoninas Thr T ACU, ACC, ACA, ACG
Valinas Val \Y GUU, GUC, GUA, GUG
Triptofanas Trp w UGG
Tirozinas Tyr Y UAU, UAC

Mutantiné molekulé gali turéti vieng arba daugiau mutacijy.-

Cia naudojami terminai “ne-CTLA4 baltymo seka" arba “ne-CTLA4
molekul¢” reiSkia bet kokig baltymo molekule, kuri nesiria su B7 ir netrukdo
CTLA4 susiristi su jos taikiniu. Pavyzdziais yra, bet jais neapsiribojama,
imunoglobulino (lg) pastovioji sritis arba jos dalis. Geriau, kad Ig patovioji sritis
bty 'imogaus arba beZdZionés Ig pastovioji sritis, pvz. Zmogaus C(gama)1,
iskaitant $arnyrg, CH2 ir CH3 sritis. Ig pastovioji sritis gali bati mutuota norint
sumaZinti jos efektorines funkcijas (JAV patentai Nr.Nr. 5,637,481, 5,844,095
ir 5,434,131).

Cia naudojamas “fragmentas” arba “dalis” reiskia bet kokia CTLA4
mutantines molekulés dalj arba segmenta, geriau ekstralasteling CTLA4 dalj
arba jos segmenta, kurie atpaZista ir jungiasi su jos taikiniu, pvz. B7 molekule.

Cia naudojamas Zyméjimas “B7" reiSkia molekuliy B7 $eima, jskaitant,
bet neapsiribojant, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) ir B7-3, kurios gali atpaZinti ir
susiristi su CTLA4 ir/arba CD28.

Cia naudojamas terminas “B7-teigiamos lgstelés” reiskia bet kokias
lasteles su vieno arba daugiau B7 molekuliy, ekspresuojamy ant Igsteleés

pavirSiaus, tipy.
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Cia naudojamas terminas “darinys” yra molekulé, kuri turi homologing
seka jos-tévinei molekulei ir gimininga aktyvuma, Pavyzdziui, CTLA4 darinys
apima CTLA4 molekulg, turinia aminoragsciy seka, kuri yra bent 70 %
panasi | laukinio tipo CTLA4 ekstralgstelines dalies sekg ir kuri atpaZista ir
risasi su B7, pvz. CTLA4lg arba tirpi CTLA4 mutantine molekulé
L104EA29YIg. ‘

Gia naudojamas terminas “blokuoti” arba “inhibuoti” receptoriy, signalg
arba molekule reigkia trukdyti receptoriui, signalui arba molekulei pasireiksti,
kas nustatoma pripaZintais Sioje srityje testais. PavyzdZiui, lgstelés
tarpininkaujamo imuninio atsako blokavimas gali bati detektuojamas nustatant
su reumatine liga susijusiy simptomy sumazéjima. Blokavimas arba
inhibavimas gali bati dalinis arba pilnas.

Cia naudojamas terminas “B7 sgveikos blokavimas” reiskia trukdymag
B7 susiridti su jos ligandais, tokiais kaip CD28 irfarba CTLA4, tokiu badu
suardant T-lasteliy ir B7-teigiamy lasteliy saveikas. Agenty, kurie blokuoja B7
sgveikas, pavyzdZiais yra, bet jais neapsiribojama, molekulés, tokios kaip
antikanas (arba jo dalis, arba jo darinys), kuris atpaZista ir risasi su bet kuria i$
CTLA4, CD28 arba B7 molekuliy (pvz. B7-1, B7-2); molekulés tirpi forma
(arba jos dalis, arba jos darinys), tokios kaip tirpi CTLA4; peptidinis
fragmentas arba kita maZza molekule, skirta sutrukdyti lgstelés signalo
perdgvimui per CTLA4/CD28/-7 tarpininkaujama saveika. Tinkamiausiame
igyvendinimo variante blokuojantis agentas yra tirpi CTLA4 molekulé, tokia
kaip CTLA4Ig (ATCC 68629) arba L104EAYIg (ATCC PTA-2104), tirpi CD28
molekulé, tokia kaip CD28Ig iATCC 68628), tirpi B7 molekulé, tokia kaip B7Ig
(ATCC 68627), anti-B7 monokloninis antikiinas (pvz. ATCC HB-253, ATCC
CRL-2223, ATCC CRL-2226, ATCC HB-301, ATCC HB-11341 ir
monokloniniai antikinai, kaip aprasyta Anderson et al. JAV patentuose
6,113,808 arba Yokochi et al., 1982, J. Immun., 128(2) 823-827), anti-CTLA4
monokloninis antikinas (pvz. ATCC HB-304 ir monokloniniai antikdnai,
aprasyti 82-83 literatiros S$altiniuose) ir/arba anti-CD28 monokloninis
antikiinas (pvz. ATCC HB 11944 ir mAb 9.3, kurj aprasé Hansen (Hansen et
al., 1980, Immunogenetics 10: 247-260) arba Martin (Martin et al., 1984, J.
Clin. Immun., 4(1):18-22)). "
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Cia naudojamas terminas “imunineés sistemos liga" reiSkia bet kokig
liga, kurioje tarpininkauja T-lasteliy saveikos su B7-teigiamomis Igstelémis,
iskaitant, bet neapsiribojant, autoimunines ligas, su implantais susijusius
sutrikimus ir imunoproliferacine.s ligas. Su implantu susijusiy ligy pavyzdZiais
yra implantas-prieS-Seimininkg liga (GVHD) (pvz. liga, kuri gali atsirasti dél
kauly ¢iulpy transplantacijos arba sukeliant tolerancijq), imuniniai sutrikimai,
susije su implanto atmetimu, chroni$ki atmetimai ir audiniy arba lasteliy alo-
arba ksenoimplantai, jskaitant kietus organus, oda, saleles, raumenis,
hepatocitus, neuronus. Imunoproliferaciniy ligy pavyzdziais yra, bet jais
neapsiribojama, psoriazé, T lasteliy limfoma, T Igsteliy ami limfoblastiné
leukemija, séklidiné angiocentriné T Igsteliy limfoma, gerybinis limfocitinis
angitas, vilklige (pvz. raudonoji vilklige, inksty vilklige), Hashimoto tiroiditas,
pirminé miksedema, Graves'o liga, piktybiné maZakraujyste, autoimuninis
atrofinis gastritas, Adisono liga, diabetas (pvz. nuo insulino priklausantis
cukrinis diabetas, I tipo cukrinis diabetas), geros ganyklos sindromas, sunkioji
miastenija, pasliné, Krono liga, simpatineé oftalmija, autoimuninis uveitas,
isetiné  sklerozé, autoimuniné  hemolitiné anemija, idiopatiné
trombocitopenija, pirminé tulZies cirozé, chroninis hepatitas, opinis kolitas,
Sjogren’o sindromas, reumatings ligos (pvz., reumatinis artritas), polimiozitas,
skleroderma ir midri jungiamojo audinio liga.

_ Cia naudojamas terminas “reumatinés ligos” reiskia bet kokig liga, kuri
veikia sgnarius, kaulus, minks$tuosius audinius arba stuburo smegenis
(Mathies, H. 1983, Rheuma) ir apima uZdegiminj reumata, degeneracinj
reumatg, ekstraartikulinj reufnatq ir kolageno ligas. Be to, reumatinés ligos
apima, bet neapsiriboja, chroniskg poliartrita, artropating psoriaze, ankilozinj
spondilita, reumatinj artritg, mazginj panarteritg, sistemine raudonaja vilklige,
progresuojancia sisteming sklerodermija, Zastikaulio ir menties periartrita,
uratinj artrit, chondorkalcinoze, dermatomiozita, raumenuy reumata, miozitg ir
miogeliozg. Zinoma, kad kai kurios reumatinés ligos yra autoimuninés ligos,
kurias sukelia pakites subjekto imuninis atsakas.

Cia naudojamas terminas “geny terapija” yra ligos gydymo badas
manipuliuojant taip, kad nukleoriigigiy seka yra perkeliama | lastele; tada
lastele ekspresuoja bet kokj genetinj produkta, kuri koduoja $i nukleoragstis.
Pavyzdziui, specialistams Zinoma, kad perkelti nukleorigét| galima jterpiant
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dominangiag nukleorigsti turintj ekspresijos vektoriy | lasteles ex vivo arba in
vivo ivairiais metodais, iskaitant, pavyzdZiui, kalcio fosfato nusodinima,
dietilaminoetildekstra, polietilenglikolj (PEG), elektroporacijg, tiesioging
injekcija, lipofekcija arba virusing infekcijg (Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989),
Kriegler M. Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (W.H.
Freeman and Co, New York, N.Y., 1993) ir Wu, Methods in Enzymology
(Academic Press, New York, 1993), kurie duodami kaip literattiros altiniai).
Kitu atveju, dominanéios nukleoragsgiy sekos gali biti perkeltos | lasteles in
vivo jvairiuose vektoriuose ir ivairiausiais budais, iskaitant, pavyzdZiui,
tiesioginj nukleoragsties jvedima | subjekta (Williams et al., 1991 PNAS
88:2726-2730) arba iterpiant nukleoragsti | virusinj vektoriy ir infekuojant
subjekta Siuo virusu (Battleman et al., 1993 J. Neurosci., 13:94-951; Carroll et
al., 1993, J. Cell Biochem., 17E:241; Lebkowski et al., JAV patentas
4,354,678; Davison and Elliott, Molecular Virology: A Practical Approach (IRL
Press, New York, 1993)). Kiti pernesimui in vivo naudojami metodai yra
nukleoragsties {kapsuliavimas | liposomas ir tiesioginis liposomy arba
liposomy, sujungty su hemaglutinuojanciu Sendai virusu, perkeélimas subjektui
(JAV patentas 5,824,655, jtrauktas kaip literatlros Saltinis). Transfekuotos
arba infekuotos lastelés ekspresuoja $iy nukleoragsciy koduojamus
baltyminius produktus ligos baklei arba ligos simptomams pagerinti.

Norint, kad &ia aprasytas iSradimas baty geriau suprantamas,

duodamas $is tolimesnis apraSymas.
I8radimo kompozicijos ir jy panaudojimo budai

Siame isradime yra pateikiamos kompozicijos, skirtos panaudoti
imuniniy sistemos ligy, tokiy kaip reumatinés ligos, gydymui, skiriant subjektui
efektyvy kieki ligando, kuris ridasi su B, pavyzdZiui tirpiy CTLA4 molekuliy
(tokiy kaip CTLA4Ig ir/arba L104EA29YIg) ir mADb, kurie atpaZista ir ri3asi su
B7. Efektyvus kiekis yra apibadinamas kaip tirpiy CTLA4 molekuliy kiekis,
kuris, kai jos susiri§a su B7 molekulémis ant B7-teigiamy lasteliy, inhibuoja B7

molekuliy susiri§ima su endogeniniais ligandais, tokiais kaip CTLA4 ir CD28.
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Tinkamiausiame gyvendinimo variante imuning liga yra reumatiné liga.
Reumatinés ligos yra bet kokios ligos, kurioms yra badinga (i) kino raumeny-
skeleto arba jungiamojo audinio  struktary, ypatingai sanariy, iskaitant
raumenis, sausgysles, kremzles, sinovinius ir pluostinius audinius, uzdegimas
arba degeneracija, (i) lydintis sgnariy patinimas, sgnariy jautrumas,
uzdegimas, rytinis nejudrumas ir/arba skausmas, arba Siy struktdry judrumo
arba funkcijos pablogéjimas ir, tam tikrais atvejais, (iii) daZnai lydintis
reumatinio faktoriaus ir kity uZdegiminiy pakaitiniy Zymiy serologiniai
duomenys.

Reumatine liga yra, bet ja neapsiribojama, reumatinis artritas.
Reumatinio artrito simptomai yra sanariy patinimas, sanariy jautrumas,
uzdegimas, rytinis nejudrumas ir skausmas, sukeliantis fizinj bejégiSkuma.
Subjektai, turintys uZleistas artrito stadijas, kenéia dél struktarinio paZeidimo
simptomy ir sekinan¢io skausmo. Kiti organai taip pat gali bati pakenkti dél Sio

autoimuninio mechanizmo.
Kompozicijos

Siame iSradime yra pateikiamos imuninéms ligoms, tokioms kaip
reumatinis artritas, gydyti skirtos kompozicijos, | kurias jeina tirpios CTLA4
molekulés. Be to, Siame iSradime yra pateikiamos kompozicijos, | kurias jeina
biologinis agentas, kuris Zmogaus organizme inhibuoja T-Igstelés funkcija, bet
ne T-lastelés suardyma, kontaktuojant Zmogaus B7-teigiamoms Iasteléms su
tirpiu CTLA4. Tirpaus CTLA4 pavyzdziais yra CTLAdlg ir tirpi CTLA4
mutantiné molekulé, pvz. L104EAYIg.

CTLA4 molekulés su mutantinémis ir laukinio tipo sekomis, gali bati
padarytos tirpiomis pa$alinant CTLA4 transmembraninj segmentg (Oaks,
M.K., etal., 2000, Cellular Inmunology 201:144-153).

Kitu atveju, tirpios CTLA4 molekulés su mutantinémis arba laukinio tipo
sekomis gali bati sulieti baltymai, kuriuose CTLA4 molekulés yra sulietos su
ne-CTLA4 liekanomis, tokiomis kaip imunoglobulino (Ig) molekulés, kurios
padaro CTLA4 molekules tirpiomis. PavyzdZiui, CTLA4 sulietas baltymas gali
turéti CTLA4 ekstralgsteling dalj, sulieta su imunoglobulino pastoviaja sritimi,
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gaunant CTLA4lg molekulg (fig.24) (Linsley, P.S. et al, 1994, Immunity
1:793-80).

Klinikiniam naudojimui  pageidautina, kad imunoglobulino sritis
nesukelty Zalingo imuninio étsako subjekte. Tinkamiausia liekana yra
imunoglobulino  pastovioji sritis, skaitant Zmogaus arba bezdzZionés
imunoglobulino pastovigsias sritis. Vienas tinkamos imunoglobulino srities
pavyzdys yra Zmogaus Cy1, apimantis $arnyra, CH2 ir CH3 sritis, kurios gali
tarpininkauti  efektorinése funkcijojse, tokiose kaip susirid§imas su Fc
receptoriais,  tarpininkaujant nuo  komplemento priklausancCiame
citotoksiskume (CDC) arba tarpininkaujant nuo antikiino priklausan¢iame
lasteliy tarpininkaujamame citotoksiskume (ADCC). Imunoglobulino liekanoje
gali bati viena arba daugiau mutacijy (pvz. CH2 dalyje,. efektorinéms
funkcijoms, tokioms kaip CDC arba ADCC sumazinti), kur mutacijos
moduliuoja imunoglobulino sugebegjimg susiristi su jo ligandu, didinant arba
mazinant imunoglobulino susiri§imo gebg su Fc receptoriais. PavyzdZziui,
imunoglobulino mutacijomis gali bati bet kurio arba visy cisteino liekany
pakeitimai $arnyro dalyje, pavyzdziui +130, +136 ir +139 padétyse esantys
cisteinai yra pakeisti serinu (fig.24). Imunoglobulino molekuléje +148 padétyje
esantis prolinas gali bati pakeistas serinu, kaip parodyta fig.24. Be to, kaip
mutacija imunoglobulino liekanoje +144 padétyje esantis leucinas gali bati
pakeistas fenilalaninu, +145 padétyje esantis leucinas gali bati pakeistas
glutamo rigstimi arba +147 padétyje esantis glicinas gali bati pakeistas
alaninu.

Kitos ne-CTLA4 Iiekanbs, tinkamos naudoti tirpiose CTLA4 molekulése
arba tirpiose mutantinése CTLA4 molekuiése yra, bet jomis neapsiribojama,
p97 molekulé, env gp120 molekule, E7 molekulé ir ova molekulé (Dash, B., et
al. 1994 J. Gen. Virol. 75 (Pt 6):1389-97; lkeda, T., et al. 1994 Gene 138(1-
2):193-6; Falk, K., et al. 1993 Cell Immunol. 150(2):447-52; Fujisaka, K. et al.
1994 Virology 204(2):789-93). Taip pat yra galimos ir kitos molekulés (Gerard,
C. et al. 1994 Neuroscience 62(3):721-739; Bym, R. et al. J. Virol. 1989
63(10);4370-4375; Smith, D. et al., 1987 Science 238:1704-1707; Lasky, L.,
1996 Science 233:209).
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| Sio iSradimo tirpig CTLA4 molekule gali jeiti signalinio peptido seka,
prijungta‘prie molekulés CTLA4 dalies ekstralgstelinés srities N-baigmés galo.
Sis signalinis peptidas gali biiti bet kokia seka, kuri duoda galimybe sekretuoti
molekule, iskaitant signalinj peptidg i§ onkostatino M (Malik, et al., (1989)
Molec. Cell. Biol. 9:2847-2853) arba CD5 (Jones, N.H. et al., (1986) Nature
323:346-349) arba signalinj peptidg i§ bet kokio ekstralgstelinio baltymo.

Sio isradimo tirpi CTLA4 molekulé gali turéti onkostatino M signalinj
peptida, prijungta prie CTLA4 ekstralgstelings dalies N-baigmés galo, ir
Zmogaus imunoglobulino molekule (pvz. §arnyra, CH2 ir CH3), prijungta prie
CTLA4 (laukinio tipo arba mutuotos) ekstralgstelinés dalies C-baigmés galo. |
Sig molekulg jeina onkostatino M signalinis peptidas, apimantis aminorigs¢iy
sekga nuo metionino -26 padetyje iki alanino -1 padétyje, CTLA4 dalj,
apimancig aminorigs¢iy sekg nuo metionino +1 padétyje iki asparto rugsties
+124 padétyje, jungianciajg aminoragéties liekang glutaming +125 padétyje, ir
imunoglobulino dalj, apimangia aminorug3¢iy sekg nuo +126 padétyje
esancios glutamo ragsties iki +357 padétyje esanéio lizino.

Konkrediau, $io iradimo tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, turingios
toliau apradytas mutuotas CTLA4 sekas, yra sulietos molekulés, apimancios
Zmogaus IgCy1 liekanas, sulietas su mutuotais CTLA4 fragmentais.

Viename jgyvendinimo variante tirpios CTLA4 mutantinés molekulés
turi 1gCy1, sulieta su CTLA4 fragmentu, turindiu vienos vietos mutacijq
ekstralgstelingje dalyje. CTLA4 ekstralasteling dalis apima nuo metionino +1
padetyje iki asparto rogsties +124 padétyje (pvz. fig.23). CTLA4
ekstralgsteliné dalis gal apimti nuo alanino —1 padétyje iki asparto ragsties
+124 padétyje (pvz. fig.23). Vienos vietos mutacijos yra duodamos toliau,
kuriose +104 padétyje esantis leucinas yra pakeistas bet kokia kita

aminoragstimi:

Vienos vietos mutantas: Kodono pakeitimas:
L104Elg Glutamo ragstis GAG
L104SIg Serinas AGT
L104ETIg Treoninas ACG
L104Alg Alaninas GCG

L
et
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L104WIg Triptofanas TGG
L104Qlg- Glutaminas CAG
L104Kig Lizinas AAG
L104Rig Argininas CGG
L104Glg Glicinas GGG

Be to, Siame iSradime yra pateikiamos mutantinés molekulés, turincios
CTLA4 ekstralasteling dalj su dviem mutacijomis, sulietg su IgCy1 liekana.
PavyzdZiais yra tokios molekulés, kuriose +104 padétyje esantis leucinas yra
pakeistas kita aminoragstimi (pvz. glutamo ragstimi), +105 padétyje esantis
glicinas, +25 padétyje esantis serinas, +30 padétyje esantis serinas arba +29

padétyje esantis alaninas yra pakeisti bet kuria kita aminorugstimi:

Dviejy viety mutantas: Kodono pakeitimas:
L104EG105F|g Fenilalaninas TTC
L104EG105WiIg Triptofanas TGG
L104EG105LIg Leucinas CTT
L104ES25RIg Argininas CGG
L104ET30GIg Glicinas GGG
L104ET30NIg .| Asparaginas ATT
L104EA29YIg Tirozinas TAT
L104EA29LIg Leucinas TTG
L104EA29TIg - Treoninas ACT
L104EA29Wig Triptofanas TGG

Be to, Siame i§radime yra pateikiamos mutantinés molekulés, turingios
CTLA4 ekstralgsteling dalj su trimis mutacijomis, sulietg su IgCy1 liekana.
Pavyzdziais yra tokios molekulés, kuriose +104 padétyje esantis leucinas yra
pakeistas kita aminoragstimi (pvz. glutamo ragétimi), +29 padétyje esantis
alaninas yra pakeistas kita aminoragstimi (pvz. tirozinu) ir +25 padétyje

esantis serinas yra pakeistas kita aminoragstimi:
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Trijy viety mutantas: Kodono pakeitimas:
L104EA29YS25KIg Lizinas AAA
L104EA29YS25KIg Lizinas AAG
L104EA29YS25NIg Asparaginas AAC
L104EA29YS25RIg Argininas CGG

Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés gali  turéti jungiandig
aminorigsties lieckang, kuri yra tarp CTLA4 dalies ir molekulés Ig dalies.
Jungiancia aminortigtimi gali bati bet kokia aminoragstis, iskaitant glutamina.
Jungianti aminoriigstis gali bati jvesta specialistams Zinomais molekulinés
arba cheminés sintezés metodais.

Siame i§radime yra pateikiama tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, turinti
signalinio peptido seka, prijungta prie CTLA4 mutantinés molekulés
ekstralastelinés dalies N-baigmés galo. Siuo signaliniu peptidu gali bati bet
kokia seka, kuri suteikia galimybe sekretuoti mutantine molekule, jskaitant
signalinj peptida i$ onkostatino M (Malik, et al., 1989 Molec. Cell. Biol. 9:2847-
2853) arba CD5 (Jones, N.H. et al., 1986 Nature 323:346-349), arba signalinj
peptida i$ bet kokio ekstralgstelinio baltymo.

Siame isradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés molekulés,
turinios vienos vietos mutacija CTLA4 ekstralgstelingje dalyje, tokios kaip
L104Elg (kaip parodyta fig.18) arba L104Slg, kur L104Elg ir L104SIg yra
mutuotos jy CTLA4 sekose taip, kad +104 padétyje esantis leucinas yra
atitinkamai pakeistas glutamo ragstimi arba serinu. | vienos vietos mutantines
molekules dar jeina CTLA4 dalys nuo +1 padétyje esan&io metionino iki +124
padétyje esanfios asparto ragsties, jungianti aminorugsties liekana
glutaminas +125 padétyje ir imunoglobulino dalis nuo +126 padétyje esancios
glutamo rugsties iki +357 padéties lizino. Mutantines molekulés
imunoglobulino dalis taip pat gali bati mutuota taip, kad +130, +136 ir +139
padetyse esantys cisteinai yra pakeisti serinu ir +148 padétyje esantis
prolinas yra pakeistas serinu. Kitu atveju vienos vietos tirpi CTLA4 mutantiné
molekule gali turéti CTLA4 dalj nuo -1 padétyje esancio alanino iki +124

padetyje esancios asparto riigsties.
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Siame iSradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés molekulés,
turinios ‘dviejy viety mutacija CTLA4 ekstralastelingje dalyje, tokios kaip
L104EA29Ylg, L104EA29LIg, L104EA29TIlg arba L104EA29WIg, kuriose
+104 padétyje esantis leucinas yra pakeistas glutamo ragstimi, o +29
padétyje esantis alaninas yra atitinkamai pakeistas tirozinu, leucinu, treoninu
ir triptofanu. L104EA29Y1g, L104EA29LIg, L104EA29TIg arba L104EA29WIg
sekos, prasidedangios nuo +1 padétyje esancio metionino ir besibaigiancios
+357 padéties lizinu, plius signalinio (lyderinio) peptido seka jeina | sekas,
parodytas atitinkamai fig. 19-22. | dviejy viety mutantines molekules dar jeina
CTLA4 dalys nuo +1 padétyje esanéio metionino iki +124 padétyje esancios
asparto ragsties, jungianti aminoragsties liekana glutaminas +125 padétyje ir
imunoglobulino dalis nuo +126 padétyje esantios glutamo ragsties iki +357
padéties lizino. Mutantinés molekulés imunoglobulino dalis taip pat gali bati
mutuota taip, kad +130, +136 ir +139 padétyse esantys cisteinai yra pakeisti
serinu ir +148 padétyje esantis prolinas yra pakeistas serinu. Kitu atveju Sios
mutantinés molekulés gali turéti CTLA4 dalj nuo -1 padétyje esancio alanino
iki +124 padétyje esancios asparto rligsties.

Siame igradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés molekulés,
turingios dviejy viety mutacija CTLA4 ekstralgstelinéje dalyje, tokios kaip
L104EG105FIg, L104EG105WIg ir L104EG105Llg, kuriose +104 padétyje
esantis glicinas yra pakeistas atitinkamai fenilalaninu, triptofanu ir leucinu. |
Sias dviejy viety mutantines molekules dar jeina CTLA4 dalys nuo +1 padeétyje
esangio metionino iki +124 padétyje esantios asparto rogsties, jungianti
aminoragsties liekana glutaminas +125 padétyje ir imunoglobulino dalis nuo
+126 padétyje esancios glutamo ragsties iki +357 padéties lizino.
Imunoglobulino dalis taip pat gali bati mutuota taip, kad +130, +136 ir +139
padétyse esantys cisteinai yra pakeisti serinu ir +148 padétyje esantis
prolinas yra pakeistas serinu. Kitu atveju Sios mutantinés molekulés gali tureti
CTLA4 dali nuo -1 padétyje esancio alanino iki +124 padétyje esancios
asparto ragsties.

Siame iradime yra pateikiamas L104ES25RIg, kuris yra dviejy viety
mutantiné molekulé, apimanti CTLA4 dalj nuo +1 padétyje esancio metionino
iki +124 padétyje esancios asparto ragsties, jungiancia aminorgsties liekang
glutaming +125 padétyje ir imunoglobulino dalj nuo +126 padétyje esancios
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glutamo ragsties iki +357 padéties lizino. Dalis, turinti CTLA4 ekstralgsteling
dalj yra mutuota taip, kad +25 padétyje esantis serinas yra pakeistas argininu,
0 +104 padétyje esantis leucinas yra pakeistas glutamo ragstimi. Kitu atveju
L104ES25RIg gali tureti CTLA4 dalj nuo -1 padétyje esancio alanino iki +124
padétyje esancios asparto rigsties. ’

Siame isradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés molekules,
turinCios dviejy viety mutacija CTLA4 ekstralastelingje dalyje, tokios kaip
L104ET30GIg ir L104ET30NIg, kuriose +104 padeétyje esantis leucinas yra
pakeistas glutamo rigstimi, o +30 padétyje esantis treoninas yra pakeistas
atitinkamai glicinu ir asparaginu. | $ias dviejy viety mutantines molekules dar
leina CTLA4 dalys nuo +1 padétyje esan&io metionino iki +124 padétyje
esancios asparto rigsties, jungianti aminorugsties liekana glutaminas +125
padetyje ir imunoglobulino dalis nuo +126 padétyje esancios glutamo rugsties
iki +357 padeties lizino. Imunoglobulino dalis taip pat gali bati mutuota taip,
kad +130, +136 ir +139 padétyse esantys cisteinai yra pakeisti serinu ir +148
padétyje esantis prolinas yra pakeistas serinu. Kitu atveju ios mutantinés
molekulés gali turéti CTLA4 dalj nuo -1 padétyje esanéio alanino iki +124
padétyje esancios asparto ragsties.

Siame iradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés molekulés,
turinCios trijy viety mutacija CTLA4 ekstralgstelingje dalyje, tokios kaip
L104EA29YS25KIg, L104EA29YS25NIg, L104EA29YS25RIg, kuriose +104
padeétyje esantis leucinas yra pakeistas glutamo ragstimi, +29 padétyje
esantis alaninas yra pakeistas tirozinu, o +25 padétyje esantis serinas yra
pakeistas atitinkamai lizinu, aéparaginu ir argininu. | Sias trijy viety mutantines
molekules dar jeina CTLA4 dalys nuo +1 padétyje esanéio metionino iki +124
padétyje esanios asparto ragsties, jungianti aminoragsties liekana
glutaminas +125 padétyje ir imunoglobulino dalis nuo +126 padétyje esancios
glutamo ragsties iki +357 padéties lizino. Imunoglobulino dalis taip pat gali
bati mutuota taip, kad +130, +136 ir +139 padétyse esantys cisteinai yra
pakeisti serinu ir +148 padétyje esantis prolinas yra pakeistas serinu. Kitu
atveju Sios mutantinés molekulés gali turéti CTLA4 dali nuo -1 padétyje
esancio alanino iki +124 padétyje esanéios asparto rigsties.

Kiti tirpiy CTLA4 mutantiniy molekuliy jgyvendinimo variantai apima
chimerines CTLA4/CD28 homologines mutantines molekules, kurios risasi su
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B7 (Peach, R.J., et al., 1994 J Exp Med 180:2049-2058). Tokiy chimeriniy
CTLA4/CD28 mutantiniy molekuliy pavyzdziais yra HS1, HS2, HS3, HS4,
HS5, HS6, HS4A, HS4B, HS7, HS8, HS9, HS10, HS11, HS12, HS13 ir HS14
(JAV patentas, Nr. 5,773,253).

Tinkamiausi §io iSradimo jgyvendinimo variantai yra tirpios CTLA4
molekulés, tokios kaip CTLA4lg (kaip parodyta fig.24, prasidedanti nuo +1
padétyje esancio metionino ir besibaigianti +357 padéties lizinu) ir tirpi CTLA4
mutantiné molekulé L104EA29YIg (kaip parodyta fig.19, prasidedanti nuo +1
padétyje esancio metionino ir besibaigianti +357 padéties lizinu). I8radime taip
pat yra pateikiamos nukleortigsties molekules, apimancios nukleotidy sekas,
koduojan&ias aminorigéCiy sekas, atitinkancias $io iSradimo tirpias CTLA4
molekules. Viename ijgyvendinimo variante nukleorigsties molekule yra DNR
(pvz. kDNR) arba jos hibridas. CTLA4lg koduojanti DNR (fig.24) buvo
deponuota 1991 m. geguzés 31 d. Ametikos tipiniy kultdry kolekcijoje (ATCC),
10801 University Bivd., Manassas, VA 20110-2209, ir jai buvo priskirtas
ATCC depozito numeris ATCC 68629. L104EA29Ylg koduojanti DNR (seka
duota fig.19) buvo deponuota 2000 m. birZelio 19 d. ATCC, ir jai buvo
priskitas ATCC depozito numeris PTA-2104. Kitu atveju nukleoragsties
molekulé yra RNR arba jos hibridas.

Siame iradime taip pat yra pateikiamas vektorius, | kuri jeina 3io
igradimo nukleotidy sekos. Vektoriy pavyzdZiais yra, bet jais neapsiribojama,
vektdriai Zinduoliy Seimininky lgsteléms (pvz., BVP-1, pHyag, pRSV, pSV2,
pTK2 (Maniatis); pIRES (Clontech); pRc/CMV2, pRc/RSV, pSFV1 (Life
Technologies); pVPakc vektoriai, pCMV vektoriai, pSGb vektoriai
(Stratagene), retrovirusiniai vektoriai (pvz. pFB vektoriai (Stratagene)),
pCDNA-3 (Invitrogen) arba jy modifikuotos formos, adenovirusiniai vektoriai;
susije su adenovirusu vektoriiai, bakuloviruso vektoriai, mieliy vektoriai (pvz.
pESC vektoriai (Stratagene)).

Taip pat yra pateikiama 3eimininko vektoriaus sistema. Seimininko
vektoriaus sistema apima $io i§radimo vektoriy tinkamo $eimininko lqsteléje.‘
Tinkamy $eimininky, pavyzdziais yra, bet jais neapsiribojama, prokariotinés ir
eukariotines lastelés. Pagal $io iradimo praktikg eukariotinés lgstelés taip pat
yra tinkamos 3eimininko lasteles. Eukariotiniy,_lasteliy pavyzdZiais yra bet

kokios gyviny lastelés, kaip pirminés, taip ir imortalizuotos, mielés (pvz.
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Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe ir Pichia pastoris) ir
augaly lastelés. Gyvany lasteliy, kurios gali bati naudojamos Seimininkais,
pavyzdZiais yra mielomos, COS ir CHO Igstelés. Konkretios CHO Igstelés
yra, bet jomis neapsiribojama, DG44 (Chasin, et al., 1986 Som. Cel. Molec.
Genet. 12:555-556; Kolkekar 1997 Biochemistry 36:10901-10909), CHO-K1
(ATCC No. CCL-61), CHO-K1 Tet-On Igsteliy linija (Clontech), CHO
pazyméta ECACC 85050302 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK), CHO klonas
13 (GEIMO, Genova, IT), CHO klonas B (GEIMO, Genova, IT), CHO-K1/SF,
pazyméta ECACC 93061607 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK) ir RR-CHOK1,
pazyméta ECACC 92052129 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK). Augaly
lasteliy pavyzdZiais yra tabako (istisas augalas, lasteliy kultdra arba antauga),
kukurizy, sojos ir ryZiy Igstelés. Taip pat priimtinos yra kukurizy, sojos ir
ryziy séklos.

Sio iSradimo mutantinés molekulés gali bati i8skirtos kaip gamtoje
atsirandantys polipeptidai arba i§ bet kokio $altinio, tokio kaip gamtinis,
sintetinis, pusiau sintetinis arba rekombinantinis. Taigi, CTLA4 mutantinés
polipeptidinés molekulés gali bati iskirtos kaip gamtoje atsirandantys
baltymai i$ bet kokiy rasiy, ypatingai Zinduoliy, jskaitant jaudius, avis, kiaules,
peles, arklius, o geriausiai 2mones. Kitu atveju, CTLA4 mutantinés
polipeptidinés molekulés gali bati i§skirtos kaip rekombinantiniai polipeptidai,
kurie yra ekspresuoti prokariotiniy ir eukariotiniy Seimininky lastelése arba
iSskirti kaip chemiSkai sintezuotas polipeptidas.

Patyrgs specialistas nesunkiai panaudos standartinius i§skyrimo badus
iSskirtoms CTLA4 mutantinéms molekuléms gauti. I8skyrimo prigimtis ir
laipsnis priklausys nuo $altinio ir numatyto idskirty molekuliy panaudojimo
tikslo.

CTLA4 mutantinés molekulés ir juy fragmentai bei dariniai gali bati
gaunami rekombinantiniais metodais. Tam tikslui su i§skirta nukleotidy seka,
koduojancia laukinio tipo CTLA4 molekules, gali bati manipuliuojama, jvedant
mutacijas, kurios duoda nukleotidy sekas, koduojan&ias CTLA4 mutantines
polipeptidines molekules. PavyzdZiui, CTLA4 mutantines molekules
koduojancios nukleotidy sekos gali bati generuojamos, panaudojant
nukreiptos | vieta mutagenezés metodus, naudojant pradmenis ir PGS

amplifikacija. Pradmenyse gali bati specifinés sekos, skirtos norimoms
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mutacijoms jvesti. Kitu atveju, pradmenys gali bati skirti atsitiktinems arba
pusiau atsitiktinems sekoms jvesti, gaunant atsitiktines mutacijas. CTLA4
mutantiniams  polinukleotidams, - koduojantiems  CTLA4 mutantinius
polipeptidus, generuoti ir iSskirti gali bdti naudojami standartiniai
rekombinantiniai metodai (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2"
edition, Sambrook, Fritch, and Maniatis 1989, Cold Spring Harbor Press) ir
PGS technologija (JAV patentas Nr. 4,603,102).

Sis isradimas apima imuniniy ligy gydymui skirtas farmacines
kompozicijas, turingias efektyvy kiekj tirpiy CTLA4 molekuliy. Tam tikruose
igyvendinimo  variantuose  imuninés  sistemos ligose tarpininkauja
CD28/CTLA4 saveikos. Pageidautina, kad tirpios CTLA4 molekulés baty
tirpios CTLA4 molekulés su laukinio tipo seka ir/arba tirpios CTLA4 molekulés
turety vieng arba daugiau mutacijy ekstralgstelineje CTLA4 dalyje. |
farmacines kompozicijas gali jeiti tirpios CTLA4 baltymo molekulés ir/arba
nukleorugsties molekulés, ir/arba vektoriai, koduojantys Sias molekules.
Tinkamiausiuose igyvendinimo variantuose tirpios CTLA4 molekulés turi
CTLA4 ekstralastelinés dalies aminoragsciy sekas, parodytas fig.24 arba 19
(atitinkamai CTLA4Ig arba L104EA29Y). Dar geriau, kai tirpi CTLA4 mutantiné
molekulé yra Gia aprasytas L104EA29YIg. | kompozicijas gali jeiti dar ir kiti
terapiniai agentai, jskaitant, bet neapsiribojant, vaistinius toksinus, fermentus,
antikanus arba konjugatus. |

Pagal standarting praktikg yra pateikiamos farmacinés kompozicijos,
kuriose $io isradimo molekulés yra sumaiSytos su specialistams Zinomais
priimtinais nesSikliais ir adjuvalntais. Geriausia, kai | farmacines kompozicijas
jeina tinkami nesikliai ir adjuvantai, kurie yra bet kokia medziaga, kuri
sumaisyta su $io iSradimo molekule (pvz. tirpia CTLA4 mutantine molekule,
tokia kaip CTLA4lg arba L104EA29YIg) iSlaiko Sios molekulés aktyvuma ir
neveikia subjekto imuninés sistemos. Tokiais nesikliais ir adjuvantais yra, bet
jais neapsiribojama, jonitai, aliuminio oksidas, lecitinas, serumo baltymai,
tokie kaip Zmogaus serumo albuminas, buferinés medziagos, tokios kaip
fosfatai, glicinas, sorbo ragstis, kalio sorbatas, soCiujy augaliniy, riebaly
ragséiy daliniy gliceridy misiniai, fosfatinio buferio ir valgomosios druskos
tirpalas, vanduo, emulsijos (pvz. alyvos/vandens emulsijos), druskos arba

elektrolitai, tokie kaip protamino sulfatas, dinatrio vandenilio ‘fosfatas, kalio




29 LT 5063 B

vandenilio fosfatas, natrio chioridas, cinko druskos, koloidinis silicio dioksidas,
magnio ftrisilikatas, polivinilpirolidonas, medZiagos celiuliozes pagrindu ir
polietilenglikolis. Kitais neSikliais taip pat gali bati sterilas tirpalai; tabletés,
[skaitant padengtas tabletes, ir kapsulés. Paprastai tokie nesikliai turi
pagalbiniy medzZiagy, kaip antai krakmolo, pieno cukraus (pvz. sacharozés,
gliukozes, maltozés), tam tikros risies molio, Zelatinos, stearino ragsties arba
jos drusky, magnio arba kalcio stearato, talko, augaliniy riebaly arba aliejy,
saky, glikoliy, arba kity Zinomy pagalbiniy medziagy. Tokiuose ne$ikliuose
taip pat gali bati skonj ir spalvg duodangiy priedy arba kity ingredienty. Tokius
nesiklius turintios kompozicijos yra sukomponuojamos gerai Zinomais
iprastais blidais. Tokios kompozicijos taip pat gali bati sukomponuojamos su
jvairiomis lipidy kompozicijomis, tokiomis kaip, pavyzdZiui, liposomos, bei
jvairiomis  polimerinémis  kompozicijomis, tokiomis kaip polimeriniai

mikrorutuliukai.
Kompozicijy panaudojimo bidai

Siame iSradime yra pateikiami funkciniy CTLA4- ir CD28-teigiamy
Iasteliy saveikos su B7-teigiamomis Igstelémis reguliavimo badai. Sie budai
apima B7-teigiamy Igsteliy suleidimo | kontaktg su tirpia $io iSradimo CTLA4
molekule taip, kad susidaryty tirpds CTLA4/B7 kompleksai, trukdantys
endogeninés CTLA4 ir/arba CD28 molekulés sgveikai su B7 molekule.

Siame i$radime yra taip pat pateikiami T-lgsteliy funkcijos inhibavimo,
bet ne T-Igsteliy suardymo 2rﬁogaus organizme bidai, suleidZiant | kontaktg
Zmogaus B7-teigiamas lgsteles su tirpia CTLA4. Tirpios CTLA4 pavyzdZiais
yra tirpus CTLA4Ig ir tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, pvz. L104EA29YIg.

Siame i§radime taip pat yra pateikiama terapiné kompozicia, kurioje
yra tirpios $io iSradimo CTLA4 molekulés, skirta panaudoti imuninés sistemos
ligu, tokiy kaip reumatinis artritas, gydymui, skiriant subjektui jos tokj kieki,
kad jis efektyviai palengvinty bent vieng i§ su imuninés sistemos ligomis
susijusiy simptomy. Sio i§radimo terapiné kompozicija gali bati panaudota
lgalaikiam imuninés sistemos ligy gydymui, blokuojant T-lgstelés/B7-
teigiamos lgstelés sgveikas, tokiu badu blokuojant T-lgstelés stimuliacinius ir
kostimuliacinius signalus, tokius kaip B7 susiriimg su CD28, Kuris sukelia T-
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lasteliy nejautruma ir tolerancijg. Imuninés sistemos ligos apima, bet jomis
neapsiriboja, autoimunines ligas, imunoproliferacines ligas ir su implantais
susijusius sutrikimus. Su implantu susijusiy ligy pavyzdZiais yra implantas-
pries-Seimininkg liga (GVHD) (pvz. liga, kuri gali atsirasti dél kauly ciulpy
transplantacijos arba sukeliant tolerancijg), imuniniai sutrikimai, susije su
implanto atmetimu, chronidki atmetimai ir audiniy arba Igsteliy alo- arba
ksenoimplantai, jskaitant kietus organus, oda, saleles, raumenis, hepatocitus,
neuronus. Imunoproliferaciniy ligy pavyzdZiais yra, bet jais neapsiribojama,
psoriazé, T lasteliy limfoma, T Igsteliy ami limfoblastiné leukemija, séklidine
angiocentring T Iasteliy limfoma, gerybinis limfocitinis angitas; ir autoimuninés
ligos, tokios kaip vilkligé (pvz. raudonoji vilklige, inksty vilklige), Hashimoto
tiroiditas, pirminé miksedema, Graves'o liga, piktybine mazakraujyste,
autoimuninis atrofinis gastritas, Adisono liga, diabetas (pvz. nuo insulino
priklausantis cukrinis diabetas, | tipo cukrinis diabetas, Il tipo cukrinis
diabetas), geros ganyklos sindromas, sunkioji miastenija, pasline, Krono liga,
simpatiné oftalmija, autoimuninis uveitas, i$sétiné sklerozé, autoimuniné
hemolitiné anemija, idiopatiné trombocitopenija, pirminé tulzies ciroze,
chroninis hepatitas, opinis kolitas, Sjogren’o sindromas, reumatinés ligos
(pvz., reumatinis artritas), polimiozitas, skleroderma ir misri jungiamojo
audinio liga.

: Sio isradimo tirpioé CTLA4 molekulés pasizymi inhibicinémis
savybémis in vivo. Salygomis, kuriomis T-lastelés/B7-teigiamos lastelés
sgveikos, pavyzdZiui T-lastelés/B-lastelés saveikos, atsiranda dél kontakto
tarp T-lgsteliy ir B7-teigiamy 'Iasteliuu jvesty CTLA4 molekuliy susiriSimas su
B7-teigiamomis Igstelémis, pavyzdZiui, B-lastelemis, gali trukdyti, t.y.
inhibuoti, T-lastelés/B7-teigiamos lastelés saveikas, ir tokiu badu reguliuoti
imuninius atsakus.

Siame isradime yra pateikiami imuniniy atsaky negatyviosios
moduliacijos badai. Imuninio atsako negatyvioji moduliacija io iSradimo
tirpiomis CTLA4 molekulémis gali vykti inhibuojant arba blokuojant jau
besivystantj imuninj atsakg arba gali apimti apsisaugojimg nuo imuninio
atsako sukélimo. Tirpios S§io i§radimo CTLA4 molekules gali inhibuoti
aktyvuoty T lasteliy funkcijas, tokias kaip limfocity proliferacija ir citokiny

sekrecija, slopinant T Iasteliy atsakus arba sukeliant specifinj toleravimg T
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lastelése, arba abu Siuos procesus. Be to, tirpios Sio iSradimo CTLA4
molekulés, trukdancios perduoti signala CTLA4/CD28/B7 keliu, gali inhibuoti
T-lasteliy proliferacijg, ir/arba citokiny sekrecij ir tokiu bidu sumazinti audinio
destrukcijg bei padaryti T-Igsteles nereaguojanéiomis arba inertiskomis.

| tinkamiausia $io iSradimo jgyvendinimo varianta jeina tirpios CTLA4
mutantinés molekulés L104EA29YIg panaudojimas funkcinei CTLA4- ir CD-
28-teigiamy Iasteliy sgveikai su B7-teigiamomis Igstelémis reguliuoti, imuninés
sistemos ligoms, tokioms kaip reumatinis artritas, gydyti ir imuniniy atsaky
negatyviajai moduliacijai. Sio i§radimo L104EA29YIlg yra tirpi CTLA4
mutantiné molekule, turinti maZiausiai dvi pakeistas aminoragstis - leucing (L)
| glutamo ragstj (E) 104 padétyje ir alaning (A) | tirozing (Y) +29 padétyje.
L104EA29Y1g molekule, apart 3iy dviejy nurodyty, gali turéti daugiau mutacijy.

| tinkamiausia, gyvendinimo variantg jeina tirpiy CTLA4 molekuliy
panaudojimas reumatiniy ligy, tokios kaip reumatinis artritas, gydymui,
subjektui skiriant efektyvy kiekj tirpiy CTLA4 molekuliy. Terapinés
kompozicijos efektyvaus kiekio skyrimas tokiu badu palengvina subjektui bent
vieng i8 su liga susijusiy simptomy, iskaitant sanariy patinimo, sgnariy
jautrumo, uzdegimo, rytinio nejudrumo ir skausmo bei struktdrinio pakenkimo
sumazinima, tokiu badu sumazinant fizing negalia. Sio i$radimo badai taip pat
gali bati naudojami sumazinti bent vienam i§ su reumatiniu artritu susijusiy
simptomy, jskaitant eritrocity sedimentacijos greiéio, C-reaktyvaus baltymo,
tirpaus ICAM-1, tirpaus E-selektino ir/arba tirpaus IL-2r kiekio serume,
sumazinima,

Simptominio palengvinimo, kurj duoda $is idradimas, dydis gali bati
matuojamas naudojant bet kurj i§ priimty kriterijy, nustatyty matuoti ir
dokumentuoti simptominiam palengvinimui klinikoje. Priimtinais simptominio
palengvinimo kriterijais gali bati balai, paremti Amerikos reumatologijos
kolegijos (pvz. ACR 20) nustatytais kriterijais, keturi simptominio palengvinimo
matai (“CDER Guideline for Clinical Evaluation of Anti-Inflammatory and
Antirheumatic Drugs — FDA 1988) ir Sveikatos ivertinimo klausimynas (HAQ)
(Fries, J.F., et al, J. of Rheumatology 9:789-793). Bendra $iy kriterijy
apra8yma galima rasti “Guidance for Industry: Clinical Development Programs
for Drugs, Devices, and Biological products for Treatment of Rheumatoid
Arthritis (RA)", 1999 m. vasario men. "
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Pagal $ iSradima gydomi subjektai yra Zinduoliai, iskaitant Zmones,
bezdziones, $unis, kates, karves, arklius, triusius, peles ir Ziurkes.

Siame isradime yra pateikiami jvairiausi vietiniai ir sisteminiai tirpiy
CTLA4 molekuliy jvedimo metodai. Tokie metodai apima intraveninius,
intraraumeninius, intraperitoninius, peroralinius, inhaliacinius ir poodinius
metodus, taip pat implantuojamus siurblius, nepertraukiama infuzija, geny
terapija, liposomas, 2vakutes, vietinj kontakta, pasieles, kapsules ir injekcijos
metodus. Terapinis agentas - junginys su nesikliu - paprastai yra
liofilizuojamas laikymui ir prie§ jvedant praskiedZziamas vandeniu arba
neutralaus pH (apie pH 7-8, pvz., pH 7,5) buferiniu tirpalu.

Kaip yra iprasta $ios srities praktikoje, iSradimo kompozicijos gali bati
skiriamos subjektui bet kokia farmaciskai priimtina forma.

Pagal &io iSradimo praktikg, budai apima tirpiy $io iSradimo CTLA4
molekuliy skyrimg subjektui CD28- ir/arba CTLA4-teigiamy Igsteliy sgveikoms
su B7-teigiamomis Igstelémis reguliuoti. B7-teigiamos lastelés yra
suleidziamos | kontakta su efektyviu kiekiu tirpiy Sio iSradimo CTLA4
molekuliy, ju fragmenty arba dariniy, kad susidaryty . tirpas CTLA4/B7
kompleksai. Sie kompleksai trukdo endogeninéms CTLA4 ir CD28
molekuléms sgveikauti su B7 Seimos molekulémis.

Subjektui gali bati skiriamas toks tirpios CTLA4 mutantinés molekulés
kiekis ir tokj laikg (pvz. tam tiqu laiko tarpa arba keleta karty), kad jo pakakty
blokuoti subjekto endogeniniy B7 molekuly susiri$ima su jy atitinkamais
ligandais. Endogeninio B7/ligando blokavimas tuo paciu inhibuoja B7-teigiamy,
Igsteliy sgveika su CD28- ir/afba CTLA4-teigiamomis lgstelemis.

Terapinio agento dozés priklauso nuo daugelio faktoriy, jskaitant, bet
neapsiribojant, paveikto audinio tipg, gydomos autoimuninés ligos tipa, ligos
sunkumo laipsnij, subjekto sveikata ir subjekto atsaka i gydyma $iais agentais.
Tokiu badu agenty dozés gali kisti priklausomai nuo subjekto ir vartojimo
bido. Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés gali bati skiriamos kiekiais nuo 0,1
iki 20,0 mg/kg paciento masés/per dieng, geriau nuo 0,5 iki 10,0 mg/kg/per
diena.

&is isradimas taip pat apima $io iSradimo kompozicijy panaudojimg su
kitais farmaciniais agentais, skirtais imuninés sistemos ligoms gydyti.

Pavyzdziui, reumatinés ligos gali bati gydomos $io iSradimo mokekulémis
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kartu su, bet jais neapsiribojant, imunodepresantais, tokiais kaip
kortikosteroidai, ciklosporinas (Mathiesen, 1989 Cancer Lett., 44(2):151-156),
prednizonas, azatioprinas, metotreksatas (R. Handschumacher, in “Drugs
Used for Immunosuppression';, p. 1264-1276), TFNa blokatoriais arba
antagonistais (New England Journal of Medicine, vol. 130:478-486) arba bet
kokiu kitu biologiniu agentu, veikian&iu kurj nors uzdegiminj citokina,
nesteroidiniais prieSuzdegiminiais vaistais/Cox-2 inhibitoriais,
hidroksichlorokvinu,  sulfazaloprinu, aukso druskomis, etanerceptu,
infliksimabu, rapamicinu, mikofenoliato mofetilu, azatioprinu, takrolizmu,
baziliksimabu, citoksanu, interferonu beta-1a, interferonu beta-1b, glatiramero
acetatu, mitoksantrono hidrochloridu, anakinru ir/arba kitais biopreparatais.
Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés (geriausia L104EA29YIg) taip pat
gali bati naudojamos imuniniam atsakui reguliuoti derinyje su vienu arba
daugiau toliau duodamy agenty: tirpiu gp39 (taip pat Zinomu kaip CD40
ligandas (CD40L), CD154, T-BAM, TRAP), tirpiu CD29, tirpiu CD40, tirpiu
CD80 (pvz. ATCC 68627), tirpiu CD88, tirpiu CD28 (pvz. 68628), tirpiu CD56,
tirpiu Thy-1, tirpiu CD3, tirpiu TCR, tirpiu VLA-4, tirpiu VCAM-1, tirpiu LECAM-
1, tirpiu ELAM-1, tirpiu CD44, antikanais reaguojanéiais su gp39 (pvz. ATCC
HB-10916, ATCC HB-12055 ir ATCC HB-12056), antikainais reaguojanciais
su CD40 (pvz. ATCC HB-9110), antikiinais reaguojandiais su B7 (pvz. ATCC
HB-253, ATCC CRL-2223, ATCC CRL-2226, ATCC HB-301, ATCC HB-
11341 ir t.t.), antikGnais reaguojanéiais su CD28 (pvz. ATCC HB-11944 arba
mAb 9.3, kaip aprasyta Martin et al. (J. Clin. Immunol. 4(1):18-22, 1980) ,
antikOnais reaguojanciais su VLFA-1 (pvz. ATCC HB-9579 ir ATCC TIB-213),
antikinais reaguojanciais su LFA-2, antikGinais reaguojanéiais su IL-2,
antiktnais reaguojanciais su IL-12, antikanais reaguojanciais su IFN-gama,
antikGnais reaguojanc¢iais su CD-2, antikiinais reaguojanéiais su CD48,
antikainais reaguojandiais su bet kuriuo ICAM (pvz. ICAM-1 (ATCC CRL-
2252), ICAM-2 ir ICAM-3), antikiinais reaguojanéiais su CTLA4 (pvz. ATCC
HB-304), antikinais reaguojancéiais su Thy-1, antikGnais reaguojanéiais su
CD56, antikinais reaguojangiais su CD3, antikiinais reaguojandiais su CD29,
antikiinais reaguojanciais su TCR, antikGnais reaguojanciais su VLA-4,

antik@inais reaguojanciais su VCAM-1, antikinais reaguojanéiais su LECAM-
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1, antikiinais reaguojandiais su ELAM-1, antikiinais reaguojanciais su CD44.
Tam tikruose jgyvendinimo variantuose tinkamesni yra monokloniniai
antikonai. Kituose igyvendinimo variantuose yra pageidautini antikiiny
fragmentai. Specialistai nesunkiai supras, kad derinyje gali bati §io iSradimo
tirpios CTLA4 mutantinés molekulés su vienu kitu imunodepresantu, tirpios
CTLA4 mutantinés molekulés su dviem kitais imunodepresantais, tirpios
CTLA4 mutantinés molekulés su trim kitais imunodepresantais ir tt.
Optimalds deriniai ir dozés gali bati nustatomos ir optimizuojamos naudojant
specialistams Zinomus badus. .

Kai kurie konkretds deriniai yra tokie: L104EA29Ylg ir CD80
monokloniniai antikiinai (mAb); L104EA29YIg ir CD86 mAb; L104EA29YIg,
CD80 mAD ir CD86 mAb; L104EA29Ylg ir gp39 mADb; L104EA29Ylg ir CD40
mAb: L104EA29YIg ir CD28 mAb; L104EA29Ylg, CD8O0 ir CD86 mADb ir gp39
mAb; L104EA29YIlg CDB80 ir CD86 mAb ir CD40 mAb; ir L104EA29YIg, anti-
LFA-1 mAb ir anti-gp mAb. Specifinis gp39 mAb pavyzdys yra MR1.
Specialistai nesunkiai {vertins ir supras kitus derinius.

Tirpios $io iSradimo mutantinés molekules, pavyzdZiui L104EA29YIg,
gali bati vartojamos kaip vienintelis veiklusis ingredientas arba kartu su kitais
vaistais imunomoduliavimo reZimuose arba su kitais prieSuzdegiminiais
agentais, pvz. gydymui arba apsisaugojimui nuo alo- arba ksenoimplanto
Umaus arba chroniSko atmetimo, arba uzdegiminiy arba autoimuniniy
sutrikimy, arba tolerancijai indukuoti. PavyzdZiui, jos gali bati naudojamos
derinyje su kalcineurino inhibitoriumi, pvz. ciklosporinu A arba FK506;
imunodepresiniu makrolidu, pvz. rapamicinu arba jo dariniais; pvz. 40-O-(2-
hidroksi)etil-rapamicinu, limfocitus nukreipianciu agentu, pvz. FTY720 arba jo
analogu; kortikosteroidais; ciklofosfamidu; azatioprenu; metotreksatu;
leflunomidu arba jo analogu; mizoribinu; mikofenolio ragétimi; mikofenoliato
mofetilu;  15-deoksispergualinu arba jo analogu; imunodepresiniais
monokloniniais  antikGinais, pvz. monokloniniais  antikiinais leukocity
receptoriams, pvz., MHC, CD2, CD3, CD4, CD11a/CD18, CD7, CD25, CD27,
B7, CD40, CD45, CD58, CD137, ICOS, CD150 (SLAM), OX40, 4-1BB arba ju
ligandais; arba kitais imunomoduliaciniais junginiais, pvz. CTLA4/CD28-Ig
arba kitais adheziniy molekuliy inhibitoriais, pvz. mAb arba maZos

molekulinés masés inhibitoriais, jskaitant LFA-1 antagoniétus, selektino
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antagonistus ir VLA-4 antagonistus. Sis junginys yra ypatingai tinkamas
derinyje su junginiu, kuris sgveikauja su CD40 ir jo ligandu, pvz. antikinai
prie§ CD40 arba antikiinai prie$ CD40-L.

Kai tirpios Sio iSradimo CTLA4 mutantinés molekulés yra skiriamos
derinyje su kita imunodepresine/imunomoduliacine arba prieSuzdegimine
terapija, pvz. taip, kaip aprasyta auksciau, kartu skiriamo imunodepresanto,
imunomoduliatoriaus arba prie§uzdegiminio junginio dozés, Zinoma, keisis
priklausomai nuo naudojamo kovaisto tipo, pvz. ar jis yra steroidas, ar
ciklosporinas, nuo konkretaus vartojamo vaisto, nuo gydomos bukiés ir t.t.

Pagal auk$¢iau duoty apradyma, siame i$radime yra pateikiami dar ir
kitu aspektu aukS¢iau aprasyti budai, pvz. apimantys terapiskai efektyvaus
kiekio $io iSradimo tirpiy CTLA4 mutantiniy molekuliy, pvz. CTLA4lg ir/arba
L104EA29YIg (laisvos formos arba farmaciskai priimtinos druskos formos) ir
antrosios vaistinés medziagos, kur & antroji vaistiné medziaga yra
imunodepresantas, imunomoduliatorius arba prieSuZzdegiminis vaistas, bendrg
vartojimg kartu arba pakaitomis, pvz. kaip nurodyta auk$éiau. Taip pat yra
pateikiami terapiniai deriniai, pvz. rinkinys, pvz. naudojimui bet kuriame i§
auksciau aprayty bady, | kurj jeina tirpi CTLA4 molekulé (laisvos formos arba
farmaciskai priimtinos druskos formos), skirta naudoti kartu arba pakaitomis,
su bent viena farmacine kompozicija, turindia imunodepresanto,
imunomoduliatoriaus arba priesuzdegiminio vaisto. Rinkinyje gali bati
nurodymai apie jo vartojima.

Siame isradime taip pat yra pateikiami tirpiy Sio iSradimo CTLA4
mutantiniy molekuliy pagamihimo badai. CTLA4 mutantinés molekulés gali
bati ekspresuojamos prokariotinése Igstelése.

Dazniausiai prokariotus atstovauja jvairds bakterijy kamienai.
Bakterijos gali bati gram-teigiamos arba gram-neigiamos. Paprastai
tinkamiausios yra gram-neigiamos bakterijos, tokios kaip E. coli. Taip pat gali
buti naudojami ir kiti mikroby kamienai. CTLA4 mutantines molekules
koduojancios sekos gali bati jterptos j vektoriy, skirta svetimoms sekoms
ekspresuoti prokariotinése lIastelése, tokiose kaip E. coli. Siuose vektoriuose
gali bati paprastai naudojamos prokariotinés kontrolinés sekos, kurios yra &ia
apibadintos kaip turincios transkripcijos iniciacijos promotorius, esant reikalui,

su operatoriumi, kartu su ribosominémis risangios vietos sekomis, ir apimti
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tokius  paprastai naudojamus  promotorius, kaip beta-laktamazes
(penicilinazés) ir laktozés (lac) promotoriy sistemg (Chang et al., (1977)
Nature 198:1056), triptofano (trp) promotoriy sistema (Goeddel, et al., (1980)
Nucleic Acid Res. 8:4057) ir i§ lambda iSvesta P. promotoriy bei N-geno
ribosomine riandia vieta (Shimatake, et al., (1981) Nature 292:128). '

| tokius ekspresijos vektorius taip pat jeis replikacijos pradZios ir
atrankos Zymés, tokios kaip beta-laktamazés arba neomicino
fosfotransferazés genai, suteikiantys atsparuma antibiotikams, taip kad
vektoriai gali dvigubéti bakterijose, ir Sias plazmides turincios lastelés gali bati
atrinktos auginant su antibiotikais, tokiais kaip ampicilinas arba kanamicinas.

Ekspresijos plazmidé gali bati jvesta | prokariotines lasteles jvairiais
standartiniais badais, jskaitant, bet neapsiribojant, CaCl, $oka (Cohen, (1972)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:2110 ir Sambrook et al. (eds.) “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, 2" Edition, Cold Spring Harbor Press, (1989))
ir elektroporacija.

Pagal $io iSradimo praktikg eukariotinés lastelés taip pat yra tinkamos-
Seimininko lastelés. Eukariotiniy Igsteliy pavyzdZiais yra bet kokios gyviny,
Iastelés, kaip pirminés, taip ir imortalizuotos, mielés (pvz. Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe ir Pichia pastoris) ir augaly, Igstelés..
Gyviny lgsteliy, kurios gali bati naudojamos $eimininkais, pavyzdZiais yra
mielomos, COS ir CHO lIastelgs. Ypatingos CHO lIgsteles apima, bet jomis
neapsiribojama, DG44 (Chasin, et al., 1986 Som. Cel. Molec. Genet. 12:555-
556; Kolkekar 1997 Biochemistry 36:10901-10909), CHO-K1 (ATCC No.
CCL-61), CHO-K1 Tet-On Iqételiq linija (Clontech), CHO, pazyméta ECACC
85050302 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK), CHO kionas 13 (GEIMG,
Genova, IT), CHO klonas B (GEIMG, Genova, IT), CHO-K1/SF, pazymeta
ECACC 93061607 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK) ir RR-CHOK1, pazyméta
ECACC 92052129 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK). Augaly lgsteliy
pavyzdZiais yra tabako (itisas augalas, lasteliy kulttra arba antauga),
kukuriizy, sojos ir ryziy lastelés. Taip pat priimtinos yra kukurdzy, sojos ir
ryziy séklos.

CTLA4 mutantines molekules koduojancios nukleorug$€iy sekos taip

pat gali bati iterptos | vektoriy, skirta svetimoms sekoms ekspresuoti
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eukariotiniame $eimininke. Sio vektoriaus reguliaciniai elementai gali kisti
priklausomai nuo konkretaus eukariotinio Seimininko.

Paprastai naudojamos eukariotinés kontrolinés sekos, skirtos naudoti
ekspresijos vektoriuose, apima promotorius ir kontrolines sekas, suderinamas
su Zinduoliy Iastelémis, tokias kaip, pavyzdziui, CMV promotorius (CDM8
vektoriui) ir pauk3¢iy sarcomos virusas (AVS) (nLN vektoriui). Kitais paprastai
naudojamais vektoriais yra ankstyvasis ir vélyvasis promotoriai i§ Simian
Virus 40 (SV40) (Fiers, et al., (1973) Nature 273:113) arba kiti virusiniai
promotoriai, tokie kaip promotoriai, i$vesti i§ poliomos, adenoviruso.2 ir jauio
papilomos viruso. Taip pat gali bati naudojamas indukuojamas promotorius,
kaip antai hMTII (Karin, et al., (1982) Nature 299:797-802).

Vektoriai CTLA4 mutantiniy molekuliy ekspresijai eukariotuose taip pat
gali turéti sekas, vadinamas stiprinimo sritimis. Jos yra svarbios geny
ekspresijos optimizavimui ir yra randamos arba prie$ promotoriaus sritj, arba
po jos.

Ekspresijos vektoriy eukariotiniy Seimininky lasteléms pavyzdziiais yra,
bet jais neapsiribojama, vektoriai Zinduoliy $eimininky lasteléms (pvz., BVP-1,
pHyg, pRSV, pSV2, pTK2 (Maniatis); pIRES (Clontech); pRc/CMV2,
PRc/RSV, pSFV1 (Life Technologies); pVPakc vektoriai, pCMV vektoriai,
pSGS5 vektoriai (Stratagene), retrovirusiniai vektoriai (pvz. pFB vektoriai
(Stratagene)), pCDNA-3 (Invitrogen) arba jy modifikuotos formos,
adenovirusiniai vektoriai; susije su adenovirusu vektoriiai, bakuloviruso
vektoriai, mieliy vektoriai (pvz. pESC vektoriai (Stratagene)).

CTLA4 mutantines molekules koduojangios nukleoragsciy sekos gali
integruotis | eukariotinio Seimininko lgstelés genomg ir dvigubéti kaip
Seiminiko genomo kopijos. Kitu atveju, CTLA4 mutantines molekules turintys
vektoriai gali turéti replikacijos pradZias, duodanéias ekstrachromosominiy
kopijy susidarymo galimybe.

Nukleortg$Ciy seky ekspresijai Saccharomyces cerevisiae gali bati
naudojama replikacijos pradzia i§ endogeninés mieliy plazmidés (2u ratas)
(Broach, (1983) Meth. Enz. 101:307). Kitu atveju gali bati naudojamos sekos

i$ mieliy genomo, galingios skatinti autonomine replikacija (r. pavyzdziui,
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Stinchcomb et al., (1979) Nature 282:39); Tschemper et al., (1980) Gene
10:157; ir Clarke et al., (1983) Meth. Enz. 101:300).

| transkripcijos kontrolés sekas mieliy vektoriams jeina glikoliziniy
fermenty sintezés promotoriai (Hess et al., (1968) J. Adv. Enzyme Res. 7:149;
Holland et al., (1978) Biochemistry 17:4900). Papildomais Zinomais
promotoriais yra CMV promotorius, pateiktas CDMS8 vektoriuje (Toyamma and
Okayama, (1990) FEBS 268:217-221), 3-fosfogliceratkinazés promotorius
(Hitzeman et al., (1980) J. Biol. Chem. 255:2073) ir kity glikoliziniy fermenty
promotoriai.

Kitais promotoriais yra indukuojami promotoriai, nes juos gali reguliuoti
aplinkos stimulai arba Iasteliy auginimo terpés. Tokie indukuojami promotoriai
apima promotorius i$ geny Silumos Soko baltymams, alkoholdehidrogenazei
2, izocitochromui ¢, rugstinei fosfatazei, fermentams, susijusiems su azoto
katabolizmu, ir fermentams, atsakingiems uZ maltozés ir galaktozés
utilizavima.

Koduojangios sekos 3'-gale gali bati prijungtos reguliacinés. sekos.
Tokios sekos gali veikti stabilizuodamos informacing RNR. Sios baigmés
sekos yra randamos 3’ netransliuojamoje srityje po koduojanéiy seky keliuose
iSvestuose i§ mieliy ir zinduoliy genuose.

Vektoriy augalams ir augaly lastelems pavyzdzZiais yra, bet jais
neapsiribojama, Agrobacterium T; plazmidés, Ziediniy kopusty mozaikos
virusas (CaMV) ir pomidory auksinés mozaikos virusas (TGMV).

Bendruosius Zinduoliy, lasteliy Seimininko sistemos transformavimo
aspektus apradé Axel (JAV patentas Nr. 4,399,216, publlkuotas 1983 m.
rugpjacio 16 d.). Zinduoliy lastelés gali bati transformuotos badais, iskaitant
(bet neapsiribojant) transfekcijg esant kalcio fosfato, mikroinjekcijomis,
elektroporacija arba transdukcija virusiniais vektoriais.

Svetimos DNR jvedimo | augaly lasteliy ir mieliy genomus budai yra:
(1) mechaniniai badai, tokie kaip DNR mikroinjekcijos | atskiras Igsteles arba
protoplastus, maiSant Igsteles su stiklo granulémis, esant DNR, arba {$aunant
DNR padengtus volframo arba aukso rutuliukus i Iasteles arba protoplastus;
(2) ivedant DNR, kai Iasteliy membranos padaromos laidZiomis

makromolekuléms, veikiant polietilenglikoliu arba didelés jtampos elektriniais




%9 LT 5063 B

impulsais (elektroporacija), arba (3) panaudojant liposomas (turinias DNR),
kurios susilieja su lgsteliy membranomis.

Gavus $io iSradimo CTLA4 mutantiniy molekuliy ekspresijg, jos gali
bati iSskirtos specialistams gerai Zinomais budais, tokiais kaip Igsteliy
lizavimas (pvz., sonikacija, lizocimas ir/arba detergentai) ir baltymas yra
iSgaunamas naudojant standartinius baltymy gryninimo badus, pvz.
giminingumo chromatografija arba jony mainy chromatografija, gaunant i§
esmeés gryng produktg (R. Scopes in: “Protein Purification. Priciples and
Practice”, Third Edition, Springer-Verlag (1994); Sambrook et al. (eds.),
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2" Edition, Cold Spring Harbor
Press, (1989)). CTLA4 mutantiniy molekuliy ekspresija gali bati nustatyta
specialistams Zinomais budais. PavyzdZiui, mutantinés molekulés gali bati
detektuojamos nudaZant Coomassie SDS-PAGE gelius ir imunoblotingo
bidu, naudojant antikanus, kurie ri$asi su CTLA4.

Toliau duodami pavyzdziai yra pateikti iSradimui pailiustruoti ir padéti
specialistui pagaminti ir panaudoti jo medziagas. Sie pavyzdZiai jokiu badu

neapriboja idradimo apimties.
1 PAVYZDYS

~ Toliau duodamas nukleotidy seky, koduojanéiy $io iSradimo CTLA4
molekules, generavimo baody aprasymas.

Pirmiausia buvo sukonstruota CTLA4lg koduojanti plazmidé ir
parodyta, kad ji ekspresudja CTLA4lg molekules, kaip aprasyta JAV
patentuose Nr. 5,434131, 5,885,579 ir 5,851,795. Po to i§ CTLA4lg
koduojancios sekos buvo generuotos vienos vietos mutantinés molekulés
(pvz. L104Elg), ekspresuotos ir itita jy susirisimo su jvairiomis B7
molekulémis kinetika. Si L104Eig nukleotidy seka (jeina | fig.18 parodytg
seka) buvo panaudota kaip matrica dviejy viety CTLA4 mutantinems sekoms
generuoti (jeina | fig.19-22 parodytas sekas), kurios buvo ekspresuotos kaip
baltymai ir iStirta jy susirisimo kinetika. Dviejy viety CTLA4 mutantinés sekos
apima: L104EA29Y1g, L104EA29LIg, L104EA29TIg ir L104EA29WIg. Taip pat
buvo generuoti trijy viety mutantai. "
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CTLA4Ig konstravimas

CTLA4lg koduojantis konstruktas, apimantis CTLA4 ekstralgsteling dalj
ir IgCgama1 dalj, buvo sukor;struotas pagal JAV patentuose 5,434,131,
5,844,095 ir 5,851,795 duotus apra$ymus (ia pridedami kaip literataros
altiniai). CTLA4 geno ekstralgsteliné dalis buvo kionuota PGS bidu,
naudojant sintetinius  oligonukleotidus, atitinkancius publikuota sekg
(Dariavach et al., Eur. Journ. Immunol. 18:1901-1905 (1988)).

Kadangi signalinis peptidas CTL4 nebuvo identifikuotas CTLA4 gene,
numatytos CTLA4 sekos N-galas buvo sulietas su onkostatino M signaliniu
peptidu (Malik et al., Mol. and Cell Biol. 9:2847 (1989))per dvi stadijas,
naudojant persiklojanéius oligonukleotidus. Pirmojoje stadijoje kaip priesakinis
pradmuo buvo naudojamas oligonukleotidas CTCAGTCTGGTCCTTGCACTC
CTGTTTCCAAGCATGGCGAGCATGGCAATGCACGTGGCCCAGCC  (kuris
kodavo 15 C-galo aminoriigsciy i$ onkostatino M signalinio peptido, sulieto su
CTLA4 7 N-galinémis aminoragstimis), o kaip atbulinis pradmuo -
TTTGGGCTCCTGATCAGAATCTGGGCACGGTTG  (koduojantis  CTLA4
receptoriaus koduotos aminorigiciy sekos 119-125 liekanas ir turintis Bcl |
fermentinio kirpimo vieta). Matrica $iai stadijai buvo kDNR, sintezuota i$ 1 pg
pilnos DNR i§ H38 Igsteliy HTLV Il infekuotos T-lasteliy leukeminiy lasteliy
linijos, pateiktos Drs. Salahudin and Gallo, NCI, Bethesda, MD). PGS
proddkto dalis i§ pirmosios stadijos buvo reampilfikuota, naudojant
persidengiant] prieSakin{ pradmeni, koduojantj onkostatino M signalinio
peptido N-galo dalj ir turint'[Hi;'nd 1l kirpimo endonukleaze vieta, CTAGCCATC
GAAGCTTCACCAATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTC
TGGTCCTTGCACTC, ir ta patj atbulinj pradmenj. PGS produktas buvo
skaldytas Hind I ir Bcl 1 ir liguotas su Bcl I/Xba | atskeltu kKDNR fragmentu,
koduojanéiu IgC(gama)1 Sarnyro, CH2 ir CH3 sri¢iy aminoragsciy sekas, |
Hind ll/Xba | skaldoma ekspresijos vektoriy, CDM8 arba Hind lli/Xba |
skaldoma ekspresijos vektoriy piLN (taip pat Zinoma, kaip nLN).

CTLAd4lg atitinkancia aminorug3cCiy seka koduojanti DNR buvo
deponuota ATCC pagal Budapesto sutart{ 1991 m. geguzés 31 d., ir jai buvo
suteiktas ATCC depozito numeris 68629.
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Mutagenezé CTLA4Ig kodony pagrindu

Buvo istobulinta mutagenezés ir skryningo strategija mutantinéems
CTLA4lg molekuléms, kurios turi létesnius disociacijos i§ CD80 ir/arba CD86
molekuliy komplekso greidius (“i§" greigius), t.y. pagerintg susiri§imo geba,
identifikuoti. Siame jgyvendinimo variante mutacijos buvo jvestos | CTLA4
ekstralastelinés dalies ir/arba apie lieckanas CDR-1, CDR-2 (taip pat Zinoma
kaip C' granding) ir/arba CDR-3 srityse (kaip aprasyta JAV patentuose
6,090,914, 5,773,253 ir 5,844,095; JAV patentinéje paraiskoje Ser. Nr.
60/214,065; ir Peach, R.J., et al. J. Exp. Med. 1994 180:2049-2058. Panasios
{ CDR sritys apima kiekvieng CDR sritj ir tesiasi per keletg aminoragséiy pries
ir/arba po CDR dalies. Sios vietos buvo pasirinktos chimeriniy CD28/CTLA4
suliety baltymy tyrimais (Peach et al., J. Exp. Med., 1994, 180:2049-2058) ir
modeliu, numatanéiu, kuri i§ aminorag$éiy liekany $oniniy grandiniy bus
iSlindusi | tirpiklj, ir kad tam tikrose padétyse tarp CD28 ir CTLA4 néra
aminoragsciy liekanos identiSkumo arba homologijos. Be to, bet kuri liekana,
kuri erdviskai yra labai arti (5-20 angstremy) prie identifikuoty liekany, yra
laikoma 8io iSradimo dalimi.

Tirpiy CTLA4 mutantiniy molekuliy, turingiy pakeistus afiniskumus
CD80 irfarba CD86, sintezei ir skryningui buvo pritaikyta dvistadijiné
strategija. Eksperimentai pirmiausia pareikalavo sukurti mutacijy bibliotekg
prie specifinio CTLA4 ekstralgstelinés dalies kodono ir po to atlikti jy
skryninga BlAcore analizés= badu, identifikuojant mutantus su pakeistu
reaktingumu B7 at2vilgiu. Biacore testo sistema (Pharmacia, Piscataway,
N.J.) naudoja pavirSiaus plazmony rezonanso detektoriaus sistema, kurioje i$
esmes dalyvauja kovalentinis CD80lg, arba CD86lg susiri§imas su dekstranu
padengta plokstele, kuri yra jtaisyta detektoriuje. Tada testuojama molekulé
gali bati jleidziama | kamerg, kurioje yra detektoriaus plokstele, ir gali bati
ivertinamas komplementaraus susiri§anéio baltymo kiekis pagal molekulinés
mases pokytj, kuris atsiranda dél fizikinés asociacijos su dekstranu padengta
sensoriaus plokstelés puse; §[ molekulinés masés pokytj gali iSmatuoti

detektoriaus sistema.
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Konkregiau, vienos vietos mutantinés nukleotidy sekos buvo
generuotos matrica panaudojant nemutuotg (ty. laukinio tipo) DNR,
koduojancia CTLA4lg (JAV patentai Nr. 5,434,131, 5,844,095; 5,851,795; ir
5,885,796; ATCC depozito Nr. 68629). Mutageniniai oligonukleotidiniai PGS
pradmenys buvo sukurti specifinio kodono atsitiktinei mutagenezei, imant bet
kokig baze kodono 1 ir 2 padétyse, bet 3 padétyje turi bati tik guaninas arba
timinas (XXG/T arba dar pazymétas kaip NNG/T). Siuo badu konkretus
aminoragst] koduojantis kodonas gali bati atsitiktinai mutuotas [ kodg
kiekvienai i§ 20 aminoragséiy. Siuo poZiariu XXG/T mutagenezé duoda 32
potencialius kodonus, koduojanéius kiekvieng i8 20 aminoragsciy. PGS
produktai, koduojantys mutacijas greta CTLA4lg CDR-3 tipo kilpos
(MYPPPY), buvo suskaldo\yti Sacl/Xball ir ilonuoti i panasiai sukarpyta
CTLA4lg (kaip parodyta fig.24) nLN ekspresijos vektoriy. Sis badas buvo
naudotas generuoti vienos vietos CTLA4 mutantinei molekulei L104Eig (kaip
parodyta fig.18).

Mutagenezei prie CTLA4lg panasios | CDR-1 kilpos, panaudojant PGS
i pradmenj nukreipta mutageneze, pirmiausia | Sig kilpg: 5' buvo jvesta tyli
Nhel kirpimo vieta. PGS produktai buvo skaldomi Nhel/Xbal ir jklonuoti {
panasiai sukarpytus CTLA4lg arba L104Elg ekspresijos vektorius. Sis budas
buvo panaudotas dvigubos vietos CTLA4 mutantinei molekulei L104EA29YIg
(kaip . parodyta fig.19) generuoti. Konkreciau, nukleortigéties molekule,
koduojanti vienos vietos CTLA4 mutanting molekulg, L104Elg, buvo
panaudota kaip matrica dvigubos vietos CTLA4 mutantiei molekulei,
L104EA29YIg, gauti. |

Dviejy viety mutantinés nukleotidy sekos, koduojanc¢ios CTLA4
mutantines molekules, tokias kaip L104EA29YIg (deponuota 2000 m. birzelio
19 d. Amerikos tipiniy kultdry kolekcijoje (ATCC), 10801 University Bivd.,
Manassas, VA 20110-2209 ir gavusi ATCC depozito numerj PTA-2104) buvo
generuotos kartojant auk$giau apradyta mutagenezes proceddra, matrica
naudojant L104Elg. Sis biidas buvo naudojamas generuoti daugybei dvieju
viety mutantiniy nukleotidy seky, tokiy kaip sekos, koduojanéios CTLA4
molekules L104EA29YIg (tokios kaip esantios sekose, parodytose fig. 19),
L104EA29LIg (tokios kaip esantios sekose, parodytose fig.20), L104EA29TIg
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(tokios kaip esancios sekose, parodytose fig.21) ir L104EA29WiIg (tokios kaip
esancios ' sekose, parodytose fig.22). Taip pat buvo generuoti trijy viety
mutantai, tokie kaip koduojantys L104EA29YS25KIg, L104EA29YS25NIg ir
L104EA29YS25RIg.

Tirpios CTLA4 molekulés buvo ekspresuotos i$ $iy nukleotidy seky ir
panaudotos Il fazés klinikiniuose tyrimuose, kaip apra$yta 3 pavyzdyje toliau.

Specialistai turéty suprasti, kad nukleorugs&iy seky replikacija,
ypatingai PGS amplifikacija, lengvai jveda baziy pakeitimus | DNR grandines.
Tadiau nukleotidy pakeitimai nebatinai pavirs | aminoragé&iy pakeitimus,
kadangi kai kurie keli kodonai koduoja tg padia aminorugti Bet kokiius
nukleotidy pakeitimus, lyginant su originalia arba laukinio tipo seka, tylius (t.y.
nesukeliancius transliuotos aminorigsties pakeitimo) arba kitokius, nors &ia
nera aiskiai aprasyta, apima $is i§radimas.

2 PAVYZDYS

Toliau duodamas skryningo metody, naudojamy identifikavimui vienos
vietos ir dvigubos vietos mutantiniy CTLA4 polipeptidy, ekspresuoty i§ 1
pavyzdyje apradyty konstrukty, kurie turi didesne surigimo su B7 molekulémis
geba nei nemutuotosCTLA4Ig molekulés, aprasymas.

. Dabartiniai in vitro ir in vivo tyrimai rodo, kad pats CTLA4lg negali pilnai
blokuoti antigenui specifiniy aktyvuoty T lasteliy atsiradimo. CTLA4lg ir bet
kurio i§ CD80 arba CD86 specifiniy monokloniniy, antikany in vitro tyrimai,
matuojant T Igsteliy proliferacijos inhibavimg rodo, kad anti-CD80
monokloninis antikinas nedidina CTLA4lg inhibavimo. Tagiau anti-CD86
monokloninis antikinas didina inhibavimg, kas rodo, kad CTLA4lg néra
veiksmingas blokuojant CD86 sgveikas. Sie duomenys patvirtina ankstesnius
Linsley et al. (Immunity, (1994) 1:793-801) duomenis, rodancius, kad CD80
tarpininkaujamiems Iasteliy atsakams inhibuoti reikia maZdaug 100 karty
mazesniy CTLA4lg koncentracijy, nei CD86 tarpininkaujamiems atsakams.
Remiantis Siais duomenimis buvo daroma prielaida, kad tirpios CTLA4
mutantinés molekulés, turinios didesnj polinkj | CD86 nei laukinio tipo
CTLA4, turéty geriau blokuoti antigenui specifiniy aktyvuoty lasteliy
atsiradima, nei CTLA4Ig.
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Siuo tikslu buvo atliekamas auk$&iau duotame 1 pavyzdyje aprasyty
mutantiniyy, molekuliy skryningas, naudojant naujg skryningo metodika,
identifikuojant keleta mutacijy ekstralastelinéje CTLA4 dalyje, kurios pagerina
susiri§imo su CD80 ir CD86 geba. Si skryningo strategija davé efektyvy buda,
igalinant| tiesiogiai identifikuoti mutantus su pastebimai maZesniaais “i§"
greidiais, ir jam nereikéjo baltymo iSgryninimo arba kiekio nustatymo, nes “i§”
greitio nustatymas nepriklauso nuo koncentracijos (O'Shannessy et al,
(1993) Anal. Biochem., 212:457-468).

COS Igstelés buvo transfekuotos atskirais iSgrynintos plazmidinés DNR
minipreparatais ir dauginamos keletgq dieny. Trijy dieny kondicionuota
auginimo terpé buvo uzdéta ant BlAcore biosensoriaus ploksteliy (Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Sweden), padengty tirpiu CD80lg arba CD86lg.
Panaudojant pavir§iaus plazmony rezonansg, buvo matuojamas mutantiniy
baltymy_specifinis suridimas ir disociacija (O’Shannessy et al., (1993) Anal.
Biochem., 212:457-468). Visi eksperimentai buvo atlikti naudojant BlAcore™
arba BlAcore™ 2000 biosensorius 25 °C temperatiroje. Ligandai buvo
imobilizuoti ant tyrimy markés NCM5 sensoriaus ploksteliy (Pharmacia),
naudojant standartinj N-etiI-N’-(dimetilaminopropil)karbodiimid-N-
hidroksisukcinimidini kopuliavimg (Johnson, B., et al. (1991) Anal. Biochem.
198:268-277; Khilko, S.N., et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:5425-15434).

Skryningo metodas

COS lgsteles, augintoé 24 duobugiy auginimo plokstelése, buvo viena
po kitos transfekuotos mutantiniu CTLA4lg. Po trijy dieny buvo surinkta
sekretuotq tirpy mutantini CTLA4lg turinti auginimo terpé.

Kondicionuota COS Iasteliy auginimo terpé buvo leidZziama per BlAcore
biosensoriaus ploksteles, padengtas CD86lg arba CD80lg (kaip aprasyta
Green et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:26762-26771) ir buvo identifikuotos
mutantinés molekulés, kuriy “i8" greiciai buvo mazesni nei laukinio tipo
CTLA4lg. Buvo sekvenuotos DNR, atitinkancios atrinktus terpés méginius, ir
buvo pagaminta daugiau DNR, kad baty galima atlikti didesnio masto COS
lasteliy pereinamaja transfekcija, i$ kuriy po baltymo A iskyrimo i§ auginimo

terpés buvo pagamintas mutantinis CTLA4Ig baltymas.
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BlAcore analizés salygos ir pusiausvyrinio suri§imo duomeny analizé
buvo atlikta pagal Green et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:26762-26771 ir JAV
patentinése paraikose Ser. Nr. 09/579,927 ir 60/214,065, kurios ¢&ia
nurodytos kaip literattros $altiniai, duota apradyma.

BlAcore duomeny analizé

Prie§ analizg sensogramy bazinés linijos buvo normalizuotos iki nulinio
atsako vienety (RU). Méginiai buvo perleidziami per kontrolines derivatizuotas
pratekamas celes, nustatant fonines RU reikS8mes, atsiradusias deél tariniy
laZio rodikliy skirtumy tarp tirpaly. Pusiausvyrinés disociacijos konstantos (Kq)
buvo i§skaiiuotos i Req priklausomybés nuo C grafiky, kur Req yra
pusiausvyrinis atsakas minus kontrolinés derivatizuotos plokstelés atsakas, o
C yra analitéts moliné koncentracija. Surigimo kreivés buvo analizuotos
naudojant komercing netiesinés kreivés aproksimacijos programg (Prism,
GraphPAD Software).

Pirmiausia eksperimentiniai duomenys buvo derinami su vieno ligando
suriSimo su vienu receptoriumi modeliu (1 vietos modelis, ty. paprasta
Langmiuro sistema, A+B < AB), o pusiausvyrinés asociacijos konstantos
(Ka=[A]o[B]AB]) buvo apskaitiuoti i§ lygties R=RpyaxeC/(Ks+C). Po to
duomenys buvo derinami su papraséiausiu dviejy viety ligando suri§imo
modeliu (t.y. su receptoriumi, turinéiu dvi nesgveikojanéias nepriklausomas
suriSimo vietas, apraant lygtimi R=Ray1#C\(Ky1+C)+ Rmax2®C\(Kg2+C)).

Siy dviejy modeliy aproksimacijos tinkamumas buvo analizuojamas
vizualiai, lyginant su eksperimentiniais duomenimis ir statistikai pagal
kvadraty sumos F testa. Kaip geriausias atitikimas buvo pasirinktas
paprasCiausias vienos vietos modelis, jeigu dviejy viety modelis nebuvo
zymiai geresnis (p<0,1).

Asociacijos ir disociacijos analizés buvo vykdomos naudojant BIA
ivertinimo 2.1 programa (Pharmacia). Asociacijos greigio konstantos k; buvo
apskaiciuotos dviem badais, priimant ir homogenines vienos vietos sgveikas,
ir lygiagreCias dviejy viety saveikas. Vienos vietos sgveiky atveju k; reikSmes
buvo apskaiiuotos pagal lygtj Ri=Req(1-exp™*®), kur R, yra atsakas duotu
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laiku t, Req yra pusiausvyrinis atsakas, to yra injekcijos pradzios laikas, o
ks=dR/dt=kieCk;s ir kur C yra analités koncentracija, apskaiciuota iSreiSkiant
monomerinémis suridimo vietomis. - Dviejy viety saveiky atveju ki reik3mes
buvo apskaidiuotos pagal Iygti Ri=Req1(1-exp™" 1)+ Reqa(1-exp™**?)).
Kiekvienam modeliui k; reikSémeés buvo nustatytos i8 apskaiciuoto ks
priklausomybés nuo C polinkio (iki mazdaug 70 % maksimalios asociacijos).
Disociacijos duomenys buvo analizuojami pagal vienos vietos
(AB=A+B) arba dviejy viety (AiBj=Ai+Bj) modelius, 0 greitio konstantos (ki)
buvo apskaiéiuotos i§ geriausios aproksimacijos kreiviy. Buvo naudotas
vienos vietos suri§imo modelis, isskyrus tuos atvejus, kai liekamosios vertés
buvo didesnés nei masininis fonas (pagal masing 2-10 RU); tokiu atveju buvo
naudojamas dviejy viety modelis. Naudojant priklausomybe t12=0,693/kis,

buvo apskaigiuoti receptoriaus suri§imo puslaikiai.

Srauto citometrija

Pelés mAb L307.4 (anti-CD80) buvo gauti i§ Becton Dickinson (San
Jose, California), o IT2.2 (anti-B7-0 [dar Zinomi kaip CD86]) i§ Pharmingen
(San Diego, Kalifornija). Imuniniam nudaZymui CD80-teigiamos ir/arba CD86-
teigiamos CHO lastelés buvo iSimtos iS jy auginimo indy inkubuojant
fosfatiniame ir druskos buferyje (PBS), turingéiame 10 mM EDTA. CHO
Iqstelés (1-10 x 105) buvo pirmiausia inkubuojamos su mAb arba
imunoglobulininiais sulietais baltymais DMEM, turindioje 10 % fetalinio
ver$iuko serumo (FBS), po to plaunamos ir inkubuojamos su konjuguotu su
fluoresceino izotiocianatu ozkos anti-pelés arba anti-Zmogaus imunoglobulino
antrosios stadijos reagentais (Tago, Burlingame, Kalifornija). Lastelés

paskutinj kartg perplaunamos ir analizuojamos FACScan (Becton Dickinson).

SDS-PAGE ir molekuliniy siety chromatografija

SDS-PAGE buvo vykdomas naudojant Tris/glicino 420 %
akrilamidinius gelius (Novex, San Diego, CA). Analitiniai geliai buvo dazomi

Coomassie Blue ir skaitmeninio skanavimo badu buvo gaunami $lapiy geliy
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atvaizdai. CTLA4Ig (25 pg) ir L104EA29YIg (25 ug) buvo analizuojami
molekuliniy, siety chromatografijos metodu, naudojant TSK-GEL G300 SWy,_
kolonéle (7,8 x 300 mm, Tosohaas, Montgomeryville, PA), pusiausvyrintg
fosfatiniame druskos buferyje, turinéiame 0,02 % NaNj, naudojant 1,0 mi/min.
srauto greiti. ”

CTLA4Xc120s ir L104EA29Y Xc120s

Viengrandininé CTLA4Xc12s buvo paruoSta pagal ankséiau duotg
apraSymg (Linsley et al., (1995) J. Biol. Chem., 270:15417-15424). Trumpai
tariant, onkostatino M CTLA4 (OMCTLA4) ekspresijos plazmidé buvo
naudojama kaip matrica, priesakinis pradmuo
GAGGTGATAAAGCTTCACCAATGGGTGTACTGCTCACACAG buvo
pasirinktas taip, kad atitikty vektoriaus sekas, o atvirk&tinis pradmuo
GTGGTGTATTGGTCTAGATCAATCAGAATCTGGGCACGGTTC
atitiko paskutines septynias aminoragstis (ty. aminoragstis 118-124)
ekstralgstelinéje CTLA4 dalyje ir turéjo restrikcijos fermento vi'eta‘ ir stop-
kodong (TGA). Atvirkstinis pradmuo apibrézé C120S (cisteinas keitiamas
serinu 120 padétyje) mutacija. Konkregiau, auk3Giau parodyta atvirkstinio
pradmens nukleotidy seka GCA (34-36 nukleotidai) yra pakeista viena i$ tokiy
nukleotidy seku: AGA, GGA, TGA, CGA, ATC arba GCT. Specialistai supras,
kad nukleotidy seka GCA yra atvirk3dia komplementariai cisteino kodono
sekai. Panasiu bidu nukleotidy sekos AGA, GGA, TGA, CGA, ATC arba GCT
yra atvirk§Cios komplementarioms serino kodony sekoms. Polimerazinés
grandinés sintezés produktai buvo skaldomi Hindlll/Xbal ir tiesiogiai jklonuoti |
ekspresijos vektoriy nLN (Bristol-Myers Squibb Company, Princeton, NJ).
L104EA29YXc120s buvo pagaminta analogisku badu. Abu konstruktai buvo
patikrinti nustatant DNR sekas.
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Didelés - suri§imo gebos mutanty identifikavimas _ir _biocheminis

charakterizavimas

Mutagenezei buvo pasirinktos 24 aminoriigdtys ir iStirtas susidariusiy
~2300 mutantiniy baltymy susiri§imas su CD86lg panaudojant pavirSiaus
plazmony rezonansg (SPR; kaip aprasyta aukséiau). Dominuojantys
mutagenezeés kiekvienoje vietoje efektai susumuoti toliau duotoje Il lenteléje.
Atrodo, kad atsitiktiné kai kuriy aminorag$¢iy mutagenezé CDR-1 (§25-R33)
srityje nekei¢ia susiri§imo su ligandu. Atrodo, kad E31 ir R33 ir M97-Y102
liekany mutagenezé duoda sumazintg susiri§ima su ligandu. $25, A29 ir T30,
K93, L96, Y103, L104 ir G105 liekany mutagenezeé davé baltymus su mazais
“I" irfarba mazais “i8” greiciais. Sie rezultatai patvirtina ankstesnius duomenis,
kad liekanos CDR-1 (S25-R33) srityje ir lickanos M97-Y102 srityje arba netoli
jos veikia susiri§img su ligandu (Peach et al., (1994) J. Exp. Med. 180:2049-
2058.

$25, T30, K93, L96, Y103 ir G105 viety mutagenezé leido identifikuoti
kai kuriuos mutantinius batymus, kurie turi mazZesnius CD86lg komplekso “i§"
greiGius. Tadiau $iais atvejais maZesnis “i§” greitis buvo kompensuojamas
mazesnio “{" greiéio, ir gauti mutantiniai baltymai, kuriy bendra susiri§imo su
CD8e6lg geba buvo maidaug pana$i i laukinio tipo CTLA4lg geba. Be to, K93
mutagenezé sukélé Zymia agregacija, kuri gali bati atsakinga uz pastebétus
kinetikos pokyCius. _

Atsitiktiné L104 mutagéneze, po kurios buvo vykdoma COS Iasteliy
transfekcija ir auginimo terpés meéginiy skryningas SPR metodu pagal
imobilizuotag CD86lg, davé $esis terpés méginius, kuriuose buvo mutantiniai
baltymai su mazdaug 2 kartus maZzesniais “i8" grei¢iais nei laukinio tipo
CTLA4lg. Kai buvo sekvenuotos atitinkamos $iy mutanty kDNR, buvo rasta,
kad kiekviena i$ jy koduoja leucino mutacijg | glutamo ragstj (L104E). Taigi,
leucino 104 pakeitimas asparto ragstimi, matyt, neveikia susiri§imo su
CDa86lg.

Tada buvo pakartota mutagenezé kiekvienoje Il lenteléje igvardintoje

vietoje, §j karta PGS matrica naudojant L104E vietoj laukinio tipo CTLA4g,
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kaip apradyta auk$¢iau. SPR analizé, vel gi naudojant imobilizuotg CD86lg,
leido identifikuoti Sesis auginimo terpés meginius i§ alanino 29 mutagenezes,
“i8” greiCiai yra 4 kartus maZesni nei laukinio tipo
CTLAd4lg. Du lédiausi turéjo til;ozino pakeitimg (L104EA29Y), du — leucino
(L104EA29L), vienas - triptofano (L104EA29W) ir vienas — treonino

(L104EA29T). Taigi, nebuvo nustatyta mazo “§" grei&io mutanty, kai tik

turinCius baltymy, kuriy

vienas alaninas 29 buvo atsitiktinai mutuotas laukinio tipo CTLA4lg.

ISgryninto L104E ir L104EA29YIg molekuliné masé ir agregacijos
bisena buvo nustatyta SDS-PAGE ir molekuliniy siety chromatografijos
metodais. L104EA29YIg (~1 pg; 3 juostelé) ir L104Elg (~1 pg; 2 juostele)
aiskiai turi tg patj elektroforetinj judrumg kaip ir CTLA4lg (~1 pg; 1 juostele)
redukuojantiomis  (~50 kDa; +BME; plius 2-merkaptoetanolis) ir
neredukuojanciomis (~100 kDa; -BME) salygomis (Fig.25A). Molekuliniy siety
chromatografija parode, kad L104EA29YIg (Fig.25C) aiskiai turi tg patj
judruma, kaip ir dimerinis CTLA4lg (Fig.25B). DidZiausios smailés reigkia
baltymo dimera, o greiiau eliuuojama mazesné smailé fig.25B reiSkia
didesnés molekulinés masés agregatus. Mazdaug 5,0 % CTLA4Ig yra
didesnés molekulinés masés agregaty pavidalo, bet néra L104EA29YIg arba
L104Elg agregacijos poZymiy. Taigi stipresnis stebimas L104Elg ir
L104EA29YIlg susiriS§imas su CD86lg negali bati priskiiamas mutagenezés
sukeltai agregacijai.

Pusiausvyros ir suri§imo kinetikos analizé

Pusiausvyros ir suri8imo kinetikos analiz¢é buvo atlikta naudojant
iSgrynintus A baltymg CTLA4lg, L104Elg ir L104EA29YIlg paviriaus
plazmony rezonanso (SPR) metodu. Rezultatai parodyti | lenteléje toliau.
Stebimos pusiausvyrinés disociacijos konstantos (K4, | lentelé) buvo
apskaiciuotos i$ surisimo kreiviy, gauty koncentracijy (5,0-200 nM) ribose.
L104EA29YIg su CD86lg risasi stipriau nei L104Elg arba CTLA4lg. MaZesné
L104EA29YIg Ky (3,21 nM) nei L104Elg (6,06 nM) arba CTLA4lg (13,9 nM)
rodo didesng L104EA29Ylg susiri§imo su CD86lg gebs. MaZesné
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L104EA29YIg Kq (3,66 nM) nei L104Elg (4,47 nM) arba CTLA4lg (6,51 nM)
rodo didesne L104EA29YIg susiri§imo su CD80Ig geba.

Surigimo kinetikos analizé- parodé, kad palyginamieji CTLA4lg,
L104Elg ir L104EA29YIg susiri§imo su CD80 “{' grei¢iai yra panasis {
susiri§imo su CD86lg “i’ greigius (I lentelé). Tagiau 8iy molekuliy “is” greidiai
yra neekvivalentiski (I lentelé). Lyginant su CTLAA4lg, L104EA29YIg turi
mazdaug 2 kartus maZesnj CD80Ig komplekso “i8” greitj ir mazdaug 4 kartus
mazesnj CD86lg komplekso “i§" greitj. L104E turi tarpinius “i8” grei€ius tarp
L104EA29Ylg ir CTLA4lg. Kadangi $iy mutacijy jvedimas nezymiai veikia “{’
greidius, stebima didesné L104EA29YIg susiri§imo su CD80lg ir CD86lg geba
tikriausia yra deél “i$” grei€iy sumazéjimo.

Norint nustatyti ar L104EA29YIg suri§imo su CD80Ig ir CD86lg gebos
padidéjimas yra del mutacijy, veikianciy kiekvieno monomero asociacijos |
dimerg bida, ar §j gebos padidéjima sukelia struktariniai kiekvieno monomero
pokyGiai, buvo pagaminti viengrandininiai CTLA4 ir L104EA29Y
ekstralastelinés dalies konstruktai po cisteino 120 mutagenezes i sering, kaip
apradyta supra ir Linsley et al., (1995) J. Biol. Chem. 270:15417-15424. Pries.
ju susirisimo su figandu analizg SPR  metodu, analizuojant
gelchromatografijos metodu (Linsley et al., (1995), supra) buvo parodyta, kad
isgryninti CTLA4Xci20s ir L104EA29YXc120s baltymai yra monomeriniai.
Rezultatai parodé, kad abiéjq monomeriniy baltymy susiri§imo su CD86lg
geba yra mazdaug 35-80 karty mazesné nei jy atitinkamy dimery, (I lentelé).
Tai patvirtina anksciau publikuotus duomenis, rodand&ius kad didelei susiri§imo
su ligandu gebai yra reikalinga CTLA4 dimerizacija (Greene et al., (1990) J.
Biol. Chem., 271:26762-26771).

L104EA29YXc120s riSasi su CD80lg ir CD86lg mazdaug 2 kartus
stipriau nei CTLA4Xc120s. Sis padidintas afiniskumas yra dél mazdaug 3
kartus maZesnio atskilimo nuo abiejy ligandy greicio. Taigi, stipresnis
L104EA29YX susiri§imas su ligandu tikriausiai yra dél gebg sustiprinanciy
struktariniy pokygiy, kurie buvo jvesti | monomering granding, o ne dél

molekulés dimerizacijos pokyciy.




o1 LT 5063 B

Suridimo gebg didinanéiy mutaciiy padeéties ir struktarineé analizé

Neseniai BMR spektroskopijos metodu buvo nustatya CTLA4 IgV-tipo
ekstralgstelinés dalies struktura tirpale (Metzler et al., (1997) Nature Struct.
Biol., 4:527-531. Tai leido identifikuoti leucino 104 ir alanino 29 tikslia padét]
trimateje struktdroje (Fig.11A-B). Leucinas 104 yra netoli labai konservatyvios
MYPPPY aminorag$¢iy sekos. Alaninas 29 yra ties CDR-1 (S25-R33) srities
C-galu, kuris yra erdviSkai greta MYPPPY srities. Nors yra stipri saveika tarp
8iy dviejy sri¢iy baziy liekany, tikriausai néra tiesiogines sgveikos tarp L104 ir
A29, nors jos abi sudaro dalj gretimos baltymo hidrofobinés erdies. Abiejy
suriSimo geba stiprinanciy mutanty struktariniai padariniai buvo jvertinti
modeliuojant. A29Y mutacija gali bati nesunkiai pritaikyta ply$yje tarp CDR-1
(525-R33) srities ir MYPPPY srities ir gali stabilizuoti MYPPPY srities
konformacija. Laukinio tipo CTLA4 L104 sudaro stiprias hidrofobines saveikas
su L96 ir V94 ties MYPPPY sritimi. Labai nepana$u, kad glutamo ragsties
mutacija priima panasia | L104 konformacijg dél dviejy prieZaséiy. Pirmiausia,
igesnei glutamo rigsties Soninei grandinei nepakanka vietos be Zymiy CDR-1
(S525-R33) srities perturbacijy. Antra, glutamo rigsties Soninés grandinés
neigiamo krdvio pasiépimas hidrofobinéje srityje energetiskai turéty bati labai
nepalankus. Atvirk§Ciai, modeliavimo tyrimai rodo, kad glutamo ragsties
Soniné grandiné i88oka { pavir3iy, kur jos kravij gali stabilizuoti solvatacija. Tokj
konformacijos pokytj galima lengvai pritaikyti G105, tik minimaliai i$judinant

kitas Siy sriCiy liekanas.

Didelés suri§imo _gebos mutanty susijungimas su CD80 arba CD86

ekspresuojanciomis CHO lastelémis

CTLA4Ig ir mutantiniy molekuliy susiri$imo su stabiliai transfekuotomis
CD80+ ir CD86+ CHO Igsteléemis FACS analizé (fig.27) buvo atlikta Cia
aprasytu badu. CD80-teigiamos ir CD86-teigiamos CHO Iastelés buvo
inkubuojamos imant didéjangias CTLA4lg, L104EA29YIlg arba L104Elg
koncentracijas, o po to perplaunamos. Suritas imunoglobulininis sulietas



52

LT 5063 B

baltymas buvo nustatytas naudojant konjuguotg su fluoresceino izocianatu
ozkos anti-Zmogaus imunoglobuling.

Kaip parodyta fig.27, CD80-teigiamos arba CD-86-teigiamos CHO
Iastelés (1,5 x 10%) buvo inkubuojamos su nurodyty koncentracijy CTLA4lg
(juodi kvadratai), L104EA29YIg (apskritimai) arba L104Elg (trikampi"ai)
tirpalais 2 val. 23 °C temperatiroje, perplaunama ir inkubuojama su
konjuguotu  su  fluoresceino  izotiocianatu  ozkos anti-Zmogaus
imunoglobulininiu antikanu. FACScan’u buvo analizuotas 5000 gyvybingy
lasteliy susiri§imas (vienas nustatymas) ir i§ histogramy duoment, naudojant
PC-LYSYS, nustatytas fluorescencijos intensyvumo vidurkis (MFl). Duomenys
buvo pakoreguoti dél foninés fluorescencijos, iSmatuojant lasteles, inkubuotas
tik su antrosios stadijos reagentu (MFI = 7). Kontrolinis L6 mAb (80 ug/mt)
dave MFI < 30. Sie rezultatai badingi 4 nepriklausomiems matavimams.

L104EA29Ylg, L104Elg ir CTLA4lg susiri§imo su Zmogaus CD8O0-
transfekuotomis CHO lastelémis yra mazdaug vienodi (fig.27A). L104EA29YIg
ir L104Elg risasi stipriau su CHO Igstelémis, stabiliai infekuotomis Zmogaus
CD86, nei CTLA4Ig (fig.27B).

Funkciniai testai:

- Zmogaus CD4-teigiamos T Igstelés buvo isskirtos imunomagnetinés
neigiamosios selekcijos metodu (Linsley et al., (1992) J. Exp. Med. 176:1595-
1604). I8skirtos CD4-teigiamos T Iastelés buvo stimuliuojamos forbalmiristato
acetatu (PMA) plius CD80-teigiamomis arba CD86-teigiamomis CHO
Iastelémis esant titruojancioms inhibitoriaus koncentracijoms. CD4-teigiamos
T lastelés (8-10 x 14*/duobutei) buvo auginamos esant 1 nM PMA, pridéjus
arba nepridéjus apspinduliuoty CHO Igsteliy stimuliatoriy. Proliferacijos
atsakai buvo matuojami pridedant 1 uCi/duobutei [PH]timidino, likus 7 val. iki
72 val. trukmés auginimo pabaigos. Buvo vykdomas PMA plius CD80-
teigiamy CHO arba CD86-teigiamy CHO stimuliuoty T lasteliy, inhibavimas
L104EA29YIg ir CTLA4Ig. Rezultatai parodyti fig.28. L104Ylg inhibuoja CD80-
teigiamy PMA paveikty CHO Igsteliy proliferacija labiau nei CTLA4lg
(fig.28A). L104EA29YIg taip pat efektyviau nei CTLA4lg inhibuoja CD86-
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teigiamy PMA paveikty CHO lasteliy proliferacijg  (fig.28B). Todél
L104EA29YIg yra veiksmingesnis ir CD80- ir CD86-tarpininkaujamos T
lasteliy kostimuliacijos inhibitorius.

Fig.29 parodytas auk$tiau pagaminty alostimulivoty Z?mogaus T
lasteliy ir toliau alostimuliuoty Zmogaus B limfoblastoidiniy lasteliy linijos
(LCL), vadinamos PM, kuri ekspresuoja CD80 ir CD86 (T Iasteliy
3,0x10*duobutei, o PM 8,0x10%duobutei), inhibavimas L104EA29Ylg ir
CTLAdlg. Pirminé alostimuliacija vyko 6 dienas, po to Igstelés buvo
apspinduliuotos *H-timidinu 7 valandas ir nustatytas radioaktyvios zymés
jsiterpimas.

Antriné alostimuliacija buvo vykdoma tokiu badu. Septintg pirminés
alostimuliacijos dieng T-lastelés buvo surinktos, uZpiltos ant limfocitinés
atskyrimo terpés (LSM) (ICN, Aurora, OH) ir paliktos 24 valandoms. Tada T
lastelés buvo restimuliuotos (antriné stimuliacija) esant titruojantiems kiekiams
CTLAMdIg arba L104EA29YIg, pridedant PM tuo pagiu santykiu kaip ir prie$ tai.
Stimuliavimas vyko 3 dienas, po to Igstelés buvo apspinduliuotos radioaktyvia
Zyme ir surinktos taip pat, kaip ir pries tai. L104EA29Ylg poveikis | pirminés
alostimuliacijos T lIgsteles yra parodytas fig.29A. L104EA29YIg poveikis |
antrinés alostimuliacijos T lIgsteles yra parodytas fig.29B. L104EA29YIg
inhibuoja ir pirminj, ir antrinj T Igsteliy proliferacinius atsakus geriau nei
CTLAMIg.

Norint i8matuoti citokiny produkcijg (fig.30), buvo paruodti antrinés
alostimuliacijos dublikatai. Po 3 dieny auginimo, terpé buvo tirta naudojant
ELISA  rinkinius (Biosou-rce, Camarillo, CA) pagal gamintojo
rekomenduojamas salygas. Rasta, kad L104EA29YIg veiksmingiau nei
CTLA4Ig blokuoja T Igsteliy IL-2, IL-4 ir y-IFN citokiny produkcijg po antrinio
alogeninio stimulo (fig. 30A-C).

L104EA29YIg ir CTLA4Ig poveikiai | bezdZioniy misry limfocitinj atsakq
(MLR) parodyti fig.31. Periferinio kraujo monobranduolinés Iastelés (PBMC;
3,5x10* Iasteliy/duobutei i§ kiekvienos beZdzZionés) i8 2 beZdZioniy buvo
isgrynintos panaudojant limfocity atskyrimo terpe (LSM) ir sumai$ytos su 2
ug/ml fitohemaglutinino (PHA). Lastelés buvo stimuliuojamos 3 dienas, po to
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apspinduliuotos 16 valandy ir surinktos. L104EA29YIg inhibavo beZdzionés T

Iasteliy proliferacijg geriau nei CTLA4Ig.

| lentelé:

Sioje lenteléje yra duodamos pusiausvyros ir stebimos kinetines

konstantos (reik§més yra vidurkis + standartinis nukrypimas i$ trijy skirtingy

eksperimenty):

Imobilizuotas Analité ki (x1 0°) kis (x10°) Ka
baltymas M's’ M's’ nM
CD80ig CTLAdIg 3,44+0,29 2,21+0,18 6,51+1,08
CD80Ig L104Elg 3,02£0,05 1,35%0,08 4,47+0,36
CD80lg L104EA29YIg 2,96+0,20 1,08£0,05 3,66+0,41
CD80lg CTLA4Xc120s 12,0£1,0 230+10 1954125
CD80lg L104EA29YXc120s 8,3%0,26 7515 85,04£2,5
CD86lg CTLA4lg 505+0,57 8,16+0,52 13,9+2,27
CD86lg L104Elg 7.03:0,22 4,26%0,11  6,06+0,05
CD86Ig L104EA29YIg 6,42+0,40 2,06+0,03 3,2110,23
CD86lg CTLA4Xc120s 16,5+0,5 84155 51117
CD86lg L104EA29YXc120s 11,4%1,6 300£10 267+29

Il lentelé:

CD86lg surisimo efektas panaudojant CTLA4lg mutagenezg
iSvardintose vietose buvo nustatytas aukiciau apraSytu SPR metodu. Zymus

poveikis pazymétas “+" Zenklu.

Mutagenezés Mutagenezés efektai
vieta nera stebimo [letas “i' greitis/létas | sumazintas
poveikio “i§" greitis ligando suriSimas
S25 +
P26 +
G27 +
K28 +
A29 +

T30
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E31 +
R33 +
K93 +
L96 , +
M97
Y98
P99
P100
P101
Y102
Y103
L104 +
G105 +
1106
G107
Q111
Y113
Y115

+ + + + + +

+

+ + 4+ + +

3 PAVYZDYS

Toliau yra duodamas i klinikinés fazés tyrimy su pacientais-Zmonémis
aprasymas, skiriant tirpig CTLA4 mutantine molekule L104EA29YIg (taip pat
zinoma kaip LEA29Y arba LEA) arba CTLA4Ig, kad baty palengvinamas bent
vienas simptomas, susijes su reumatiniu artritu, jskaitant sgnariy patinimo,
sqnayiq jautrumo, uzdegimo, rytinio nejudrumo iir skausmo sumazinima. Cia
naudojama CTLA4Ig molekulé prasideda nuo metionino +1 padétyje (arba kitu
atveju nuo alanino -1 padétyje) ir baigiasi lizinu +357 padétyje, kaip parodyta
fig.24. DNR, koduojanti gauﬁama CTLA4lg molekulg, buvo deponuota kaip
ATCC 68629. Cia naudojama L104EA29Ylg molekulé prasideda nuo
metionino +1 padétyje (arba kitu atveju nuo alanino -1 padétyje) ir baigiasi
lizinu +357 padétyje, kaip parodyta fig.19. DNR, koduojanti gaunama
L104EA29YIg molekule, buvo deponuota kaip ATCC PTA 2104.

Be to, toliau yra duodamas apraSymas pacienty-Zmoniy, gavusiy
L104EA29Ylg arba CTLA4lg, kad baty pagerinamas bent vienas i§ su
reumatiniu artritu susijusiy biologiniy pakaitiniy rodikliy, iskaitant eritrocity
sedimentacijos greiciy, C-reaktyvaus baltymo ir/arba IL1 receptoriaus kiekiy

serume sumazéjima.
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Pacienty grupés

Tyrime dalyvavo i§ viso 214 pacienty: 54 vyrai ir 160 motery (fig.1A,
1B). Pagrindinai pacientai sirgo jau 3,4 (+2,0) mety ir jiems nepadéjo bent
vienas i§ liga modifikuojandiy priereumatiniy vaisty (DMARD). Jiems buvo
leista vartoti stabilius nesteroidinius prie$uzdegiminius vaistus (NSAID) arba
steroidus (< 10 mg/per dieng), ir buvo uZdrausta kartu vartoti DMARD.
Pacientai buvo atsitiktinai iskirstyti | grupes po 25-32 pacientus. Trisdesimt
du pacientai gavo placebg, 92 gavo L104EA29Ylg ir 90 gavo CTLAA4lg.
Pacientai, kurie vykdé protokolinius nurodymus ir nenutrauké gydymo pries
57-ta diena, gavo i$ viso 4 intravenines infuzijas 1-a, 15-ta, 29-tq ir 57-tg
diena. Visi pacientai buvo apZziarimi 1-a, 15-ta, 29-ta, 43-Cia, 57-ta, 71-gir 85-
ta dieng. Skiriamos dozés buvo 0,5, 2,0 arba 10,0 mg/kg L104EA29Yig (fig.
1A-1E pazyméta atitinkamai LEA.5, LEA2 ir LEA10) arba CTLA4Ig (fig. 1A-1E
paZyméta atitinkamai CTLA.5, CTLA2 ir CTLA10).

Visi subjektai buvo stebéti, ar neatsiras peri-infuziniy, salutiniy poveikiy
ir dél bendros rizikos, panaudojant atsakymus | klausimy sarasa apie galimus
galutinius poveikius. Pacientai buvo klausinéjami apie galimus Salutinius
poveikius, kurie galéjo atsirasti per 24 valandas po infuzijos. Be to, pacientai
buvo paraginti tuoj pat pranesti apie bet kokj nemalony atsitikima, kurj jie
patyré. Gydytojai paprastai tikrino i$ pacienty paimtus laboratorinius méginius,
stebedami anomalijas kraujo chemijoje ir hematologijoje, pvz. nustatinéjo
uzdegiminio atsako mediatoriy, tokiy kaip citokinai (TNF, IL-6), triptazé ir
komplementas, kiekius. Svarbiausias dalykas buvo dalis subjekty,
patenkinanéiy ACR 20 kriterijy 85-tg diena.

Tiriamosios medziagos laikymas

CTLA4lg ir L104EA29Ylg buvo pateikti vienkartinio naudojimo
stiklinese ampulése, turingiose atitinkamai 200 mg/ampuléje CTLA4Ig arba
100 mg/ampuléje L104EA29YIg. Pries infuzijg CTLA4Ig ir L104EA29Yig buvo
praskiesti iki 25 mg/ml galutinés koncentracijos steriliu vandeniu injekcijoms
(SWFI). "
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Vartojimo protokolas

Visos infuzijos buvo daro“mos i veng per 1 val (fig.1-17). Visi pacientai
gavo maziausiai vieng tiriamojo vaisto infuzijg.
1 grupé: 32 pacientai, | CTLA4Ig arba L104EA29Yg panasus placebas.
2 grupé: 26 pacientai; CTLA4lg 0,5 mg/kg doze.
3 grupé: 32 pacientai; CTLA4lg 2,0 mg/kg dozé.
4 grupe: 32 pacientai; CTLA4lg 10,0 mg/kg dozé.
5 grupé: 32 pacientai; L104EA29YIg 0,5 mg/kg dozé.
6 grupé: 29 pacientai; L104EA29YIg 2,0 mg/kg dozeé.
7 grupé: 31 pacientai; C L104EA29YIg 10,0 mg/kg dozé.

Klinikinis monitoringas

Pries§ infuzijg buvo jvertinti pacienty ligos aktyvumo bazinés linijos
simptomai. Sie bazinés linijos jvertinimai buvo: sgnariy patinimas, sgnariy
jautrumas, uZdegimas, rytinis nejudrumas, paciento ir gydytojo jvertintas ligos
aktyvumas bei negalia, jvertinta pagal Sveikatos vertinimo klausimyng (HAQ)
(fig.1C pazymeta kaip fizinés funkcijos balas) ir skausmas (fig.1A-1D). Be to, |
bazinés linjjos jvertinimg igjo eritrocity sedimentacijos grei¢iai (ESR) ir C-
reaktWaus baltymo ir tirpaus IL-2 receptoriaus (IL-2r) kiekiai serume (fig.1C ir
1D).

Kilinikinio atsako tyri}nai buvo paremti Amerikos reumatologijos
kolegijos (ACR) nustatytais kriterijais. Subjektas tenkino ACR 20 kriterijy,
jeigu buvo jautriy ir patinusiy sgnariy skai¢iaus 20 procenty pageréjimas ir
trijy i$ likusiy penkiy matuoty simptomy, tokiy kaip paciento ir gydytojo jvertinti
bendro ligos stovio pakitimai, skausmo, negalios ir mios fazés reaktyvumo
20 procenty pageréjimas (Felson, D.T. et al., 1993 Arthritis and Rheumatism
36:729-740; Felson, D.T., et al., 1995 Arthritis and Rheumatism 38:1-9).
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Biorodikliai

Taip pat buvo jvertinami ‘galimi ligos aktyvumo biorodikliai (reumatinis
faktorius, CRP, ESR, tirpus IL-2R, tirpus ICAM-1, tirpus E-selektinas ir MMP-
3). IL-2sRa, sICAM-1, sE-selektino ir MMP-3 koncentracijoms serume
nustatyti buvo naudojami patvirtinti fermentinio imunotesto (EIA) metodai.
Jeigu reikia, TNFa ir IL-6 buvo nustatomi prie$ infuzija ir praéjus 2 valandoms
po infuzijos.

IL-2sRa, sICAM-1 ir sE-selektinas buvo matuoti naudojant prekybinius
kolorimetrinius EIA rinkinius i§ R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN).
Zemiausia ir auk$&iausia kiekybinio nustatymo ribos buvo atitinkamai 312-
20000 pg/ml, 40-907 ng/ml ir 10-206 ng/ml. Variacijos koeficientas tarp
bandymy buvo atitinkamai 4,48-8,4 %, 3,8-5,0 % ir 5,5-9,0 % ribose. Pagal
rinkinio gamintojg, normalds kiekiai serume yra atitinkamai 676-2132 pg/mi.

MMP-3 buvo matuotas naudojant prekybinj kolorimetrin EIA rinkin{ i
Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, Nj). Zemiausia ir auk$ciausia
kiekybinio nustatymo ribos buvo 30-7680 ng/ml. Variacijos koeficientas tarp
bandymy buvo 6,3-10,6 % ribose. Pagal rinkinio gamintoja normalas kiekiai
serume yra 28-99 ng/ml.

. IL-6 ir TNFa buvo matuoti naudojant  prekybinius
chemiliuminescencinius EIA rinkinius i§ R&D Systems, Inc. (Minneapolis,
MN). Zemiausia ir auksgiausia kiekybinio nustatymo ribos buvo atitinkamai
0,3-3000 pg/ml ir 0,7-7000 pg/ml. Variacijos koeficientas tarp bandymy buvo
atitinkamai 3,1-5,7 % ir 6,4-20,7 % ribose. Pagal rinkinio gamintoja normalds

kiekiai serume yra atitinkamai <0,3-12 pg/ml ir <0,7-7,5 pg/ml.

Antikliny tyrimas

Prie& duodant pirma doze 1-g dieng ir mazdaug 15-ta, 29-ta, 57-ta, 85-
ta ir 169-t9 dieng buvo imami serumo méginiai vaistui specifiniams

antikanams nustatyti. Dél dideliy jau esanciy ftitry pries molekulés
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imunoglobulino (Ig) dalj, taip pat buvo nustatomas specifiniy antikany
susidarymas prie§ CTLA4lg ir LEA29Y be Ig pastoviosios srities.
DevyniasdeSimt Sesiy duobudiy Immulon Il ELISA plokstelés (Dynex,
Chantilly, Virginia) buvo padengtos CTLA4lg, CTLA4Ig be Ig pastoviyjy sriéiy,
LEA29Y arba LEA29Y be Ig pastoviyjy sriciy, imant atitinkamai 2,4, 2 arba 1
pg/ml fosfatiniame buferyje su NaCl (PBS), ir inkubuojamos per naktj 2-8 °C
temperatiroje. Plok3telés buvo plaunamos PBS, turingiu 0,05 % Tween 20 ir
blokuojamos 1 val 37 °C temperataroje PBS, turindiu 1 % jaudio serumo
albumino (BSA). Po to plok3telés buvo plaunamos, i atitinkamas duobutes
buvo pridedama serijiniy praskiedimy tiriamojo serumo arba kokybés
kontrolés (QC) serumo ir inkubuojama 2 valandas 37 °C temperatiroje.
Serumai buvo skiedZiami tris kartus PBS su 0,25 % BSA ir 0,05 % Tween 20,
pradedant nuo 1:10 praskiedimo. Plokstelés buvo perplaunamos ir pridedama
su Sarmine fosfataze konjuguoto oZkos anti-Zmogaus kapa ir lambda
(Southern Biotechnology Associates, Inc. Birmingham, Alabama) antikiny
kokteilio. Po 1 val. inkubavimo 37 °C temperataroje plokstelés buvo
perplaunamos ir | kiekvieng duobute pridedama 1 mg/ml para-nitrofenilfosfato
dietanolamino buferyje. Palaikius 30 minuéiy 25 °C temperatiroje, reakcija
stabdoma 3N NaOH ir registruojamas optinis tankis (du bangos ilgiai: 405 ir
550 nm). Rezultatai iSreiskiami kaip galinio tasko titras (EPT), apibréZiamas
kaip didZiausio praskiedimo, kuris davé optinio tankio atskaitymus, penkis
kartus didesnius arba lygius plokstelés fono vidurkiui, atvirkstinis dydis.
Plokstelés fonas buvo nustatytas matuojant optinj tanki nepridéjus serumo.
Reik8més yra laikomos teigiémomis serumo konversijos prasme, jeigu jos
buvo maZiausiai dviejy serijiniy praskiedimy (devynis kartus) arba didesniy
nei EPT reikmés prie$ vaisto dozés jvedima. Serumo QC meéginiai, teigiami
arba CTLA4Ilg- arba LEA29Y-specifiniams antikinams, buvo gauti i$
imunizuoty beZdZioniy. Atitinkamo QC meéginio alikvota buvo testuojama
kiekvienos analizés metu. Analizés buvo jskaitytos tik tada, kai QC méginiai

atitiko testo priimtinumo kriterijus.
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Rezultatai

Paprastai buvo gerai toleruojamos visos CTLAd4lg ir L104EA29YIg
dozés. Peri-infuziniai nepalankds atsitikimai buvo pana$is visy doziy
grupése, iSskyrus galvos skausmus. Pacienty galvos skausmo atsakas 85-tg
dieng padidéjo priklausomai nuo dozes 23 %, 44 % ir 53 % CTLA4Ig gydyty
pacienty atveju ir 34 %, 45 % ir 61 % L104EA29YIg gydyty pacienty atveju,
duodant atitinkamai 0,5, 2,0 ir 10,0 mg/kg dozes. Priesingai, 31 % pacienty
patyré placebo sukeltus galvos skausmus.

Paciety, kurie nutrauké $i klinikinj tyrimg, del artrito paimeéjimy ir kity,
nepalankiy atsitikimy, procentai susumuoti fig.2. Daug didesnis procentas
placebg gavusiy pacienty nutrauké gydyma, dél atrtito paiiméjimo. MaZesnis
skaiius CTLA4lg gydyty pacienty nutrauké gydyma didéjant dozems. Labai
nedaug L104EA29YIg gydyty pacienty nutraukeé gydyma. Sie rezultatai rodo
gerg nuo dozés priklausantj atvirkstinj atsakg | CTLA4Ig ir stipresnj terapinj
atsakg gydant L104EA29YIg.

Pacienty, gydyty CTLA4lg, L104EA29YIg arba placebu ACR-20, -50 ir
-70 atsakai 85-ta dieng susumuoti fig.3A. Panasiai fig.3B ir C apraso atsakus
su 95 % patikimumo ribomis. Pasirodo, kad atsakai priklauso nuo dozés,
esant aikiai isreik§tam atsakui, kai duota dozé yra 10 mg/kg paciento kano
mases.

Procentas pacienty, turinCiy sumazintg patinusiy ir jautriy sanariy
skaitiy, lyginant su pacientais, nedavusiais atsako i gydyma CTLAdIg,
L104EA29Yig arba placebu, yra parodytas fig.4A ir B. Pasirodo, kad terapiniai
atsakai priklauso nuo dozés. Didesnis procentas pacienty rodo pageréjimg
20, 50, 70 ir netgi 100 % abiejy produkty 2 ir 10 mg/kg grupese.

Procentas pacienty, turingiy sumazintg skausma, ligos aktyvuma pagal
paciento ir gydytojo ivertintus vidutinio balo vienetus, gydant CTLA4Ig,
L104EA29Y!g arba placebu, yra parodytas fig.5A, B, C ir D. Pasirodo, kad
terapiniai atsakai, vertinant pagal Likerto skale, priklauso nuo dozés 85-t
diena veikliojo gydymo grupiy naudai, lyginant su placebu. Likerto skale yra
patvirtinta reitingavimo skalé, naudojant koeficientus simptomy klasifikacijai

(The American College of Rheumatology Preliminary Core Set of Disease
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Activity Measures for Rheumatoid Arthritis Clinical Trials: Arthritis and
Rheumatism, June 1993, 36(6):729-740).

Paciento ir gydytojo ligos aktyvumo pokygio nuo bazinés linijos
maziausiai 2 vienetais, atsiradusio dél gydymo CTLA4lg, L104EA29YIg arba
placebu, jvertinimai yra parodyti fig.6A ir B. Pasirodo, kad atsakai priklauso
nuo dozes ir labiausiai iSreikStas pageréjimas yra didesniy veikliojo vaisto
doziy atveju.

Pacienty, gydyty CTLA4lg, L104EA29YIg arba placebu, C-reaktyvaus
baltymo (CRP) procentinis sumazéjimas yra parodytas fig.7A ir B. Pasirodo,
kad atsakai priklauso nuo dozeés, ir aikus sumazéjimas yra veikliojo gydymo
2 ir 10 mg/kg grupése. Be to, fig.7B rodo, kad skitumas yra pakankamai
Zymus lyginant su placebu su 95 % patikimumo intervalais. Fig.7C rodo
pokycio kiekio serume poky¢ius nuo bazinés linijos 85-tg dieng.

Pacienty, gydyty CTLA4Ig, L104EA29YIg arba placebu, tirpaus IL-2
receptoriaus kiekiai serume yra parodyti fig.8. Pasirodo, kad tirpaus IL-2
receptoriaus kiekiai priklauso nuo dozeés.

Pacienty, gydyty CTLA4Ig, L104EA29YIg arba placebu, tirpaus ICAM-
1 ir tirpaus E-selektino kiekiai serume yra parodyti fig.8. Pasirodo, kad tirpaus
ICAM-1 ir tirpaus E-selektino kiekiai priklauso nuo dozés.

Pacienty, gydyty CTLA4lg arba placebu, tarpinio ir vidutinio jautriy
sgnariy skaiCiaus priklausomybé nuo laiko yra parodyta fig.9A ir B. Pasirodo,
kad pokytis nuo bazinés linijos (pvz. jautriy sanariy skaitiaus sumaZzéjimas)
yra svarbesnis 2 ir 10 mg/kg gydymo grupése nei placebo arba 0,5 mg/kg
grupeése. |

Pacienty, gydyty CTLA4lg arba placebu, tarpinio ir vidutinio patinusiy
sgnariy skaiCiaus priklausomybé nuo laiko yra parodyta fig.10A ir B. Pasirodo,
kad pokytis nuo bazinés linijos (pvz. patinusiy sanariy skai¢iaus sumazéjimas)
yra svarbesnis 2 ir 10 mg/kg gydymo grupése nei placebo arba 0,5 mg/kg
grupése.

Pacienty, gydyty CTLA4lg arba placebu, vidutiniy skausmo jvertinimo
baly priklausomybé nuo laiko yra parodyta fig.11. Pasirodo, kad pokytis nuo
bazinés linijos (pvz. skausmo sumazinimas) yra svarbesnis 2 ir 10 mg/kg

gydymo grupése nei placebo arba 0,5 mg/kg grupése.
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Pacienty, gydyty CTLA4lg arba placebu, pacienty ir gydytojo vidutiniy
ligos aktyvumo ivertinimo baly priklausomybé nuo laiko yra parodyta fig.12A ir
B. Pasirodo, kad pokytis nuo ‘bazinés linjjos (pvz. ligos aktyvumo
sumazinimas) yra svarbesnis 2 ir 10 mg/kg gydymo grupése nei placebo arba
0,5 mg/kg grupése. "

Pacienty, gydyty L104EA29YIg (figurose pazymétas LEA) arba
placebu, tarpinio ir vidutinio jautriy sgnariy skaiciaus priklausomybé nuo laiko
yra parodyta fig.13A ir B. Pasirodo, kad pokytis nuo bazinés linijos (pvz.
jautriy sanariy skai¢iaus sumazéjimas) priklauso nuo dozes.

Pacienty, gydyty L104EA29Ylg (figirose paZymétas LEA) arba
placebu, tarpinio ir vidutinio patinusiy sanariy skaiciaus priklausomybé nuo
laiko yra parodyta fig.14A ir B. Pasirodo, kad pokytis nuo bazings linijos (pvz.
patinusiy sanariy skaiGiaus sumazéjimas) yra svarbesnis 2 ir 10 mg/kg
gydymo grupése nei placebo arba 0,5 mg/kg grupése.

Pacienty, gydyty L104EA29Ylg (figirose paZzymétas LEA) arba
placebu, vidutiniy skausmo jvertinimo baly priklausomybé nuo laiko yra
parodyta fig.15. Pasirodo, kad pokytis nuo bazinés linijos (pvz. skausmo
sumazinimas) priklauso nuo dozés. :

Pacienty, gydyty L104EA29YIg (figirose pazymétas LEA) arba
placebu, pacienty ir gydytojo vidutiniy ligos aktyvumo jvertinimo baly
priklausomybé nuo laiko yra parodyta fig.16A ir B. Pasirodo, kad pokytis nuo
bazinés linijos (pvz. ligos aktyvumo sumazinimas) priklauso nuo dozes.

Pacienty, gydyty CTLA4lg, L104EA29Yig arba placebu fizines
negalios, jvertintos pagal HAQ 85-ta diena, procentinis pageréjimas parodytas
fig.17 (Health Assessment Questionnaire (HAQ); Fries, J.F., et al., 1982 J. of
Rheumatology 9:789-793). Stebimas aiSkus $io parametro pageréjimas.

Tirpaus IL-2r ir C-reaktyvaus baltymo kiekiy pokyéiai nuo bazinés
linijos priklauso nuo dozés abiejose gydymo grupése. Po gydymo tirpaus IL-2r
kiekiai CTLA4lg atveju buvo -2%, -10% ir —22% ir L104EA29YIg atveju - -4%,
-18% ir -32%, duodant atitinkamai 0,5, 2,0 ir 10,0 mg/kg, lyginant su +3%
placebo atveju. C-reaktyvaus baltymo kiekiai CTLA4lg atveju buvo +12%,
5% ir -32% ir L104EA29YIg atveju - +47%, -33% ir -47% duodant
atitinkamai 0,5, 2,0 ir 10,0 mg/kg, lyginant su +20% placebo atveju (fig.7A).
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Nebuvo pastebéta Kliniskai Zymiy poky&iy nuo iprasty hematologiniy
testy rodikliy, cheminiy laboratoriniy rodikliy, iSskyrus nedidelj IgA ir IgG
kiekiy mazinimg, kai duodamos{i_didesnés abiejy vaisty dozés, fiziniy pokyciy
arba gyvybingumo poky¢iy. Svarbu paZymeéti, kad nei vienas vaistas nesukélé
vaistui specifiniy antiktny.

4 PAVYZDYS

pacientais-zmonemis,  kuriems skiriamas L104EA29Ylg  struktariniy
pakenkimy sumaZinimui arba jy prevencijai, jskaitant kauly arba sanariy
erozija, naudojant patvirtintas radiografines skales. Sis struktdriniy pakenkimy
sumaZinimas arba jy prevencija yra lygiagretus Kklinikiniam pagerinimui,
iSmatuotam pagal klinikinius parametrus.

Pacienty kauly struktaros stovis yra kontroliuojamas pries gydant
CTLAdIg arba L104EA29YIg. Siems pacientams buvo skiriama 0,5-20 mg/kg
CTLA4Ig arba L104EA29Yig pastoviai kas 2-12 savaidiy (vieno arba derinyje
su kitais agentais) terapinio pagerinimo palaikymui laikui begant. Tam tikrais
laiko intervalais buvo matuojamos paciento ranky ir kojy radiogramos: po 6
ménesiy ir po to kasmet, kaip rekomenduoja FDA instrukcijos. Norint nustatyti
ar gydymas CTLA4lg arba L104EA29Ylg mazZina kauly degradacijos
progresavima, Sie pacientai yra stebimi po 6 ir 12 ménesiy, o po to kasmet.
Pacientai kontroliuojami radiografiniais metodais, jskaitant Rentgeno spinduliy
irfarba magnetinio rezonaﬁso (MRI) vaizdo gavimo metodus, pagal
standarting gydymo praktika (Larsen, A.K. and M. Eek 1977 Acta Radiol.
Diag. 18:481-491; Sharp, J.T., et al., 1985 Arthritis and Rheumatism 28:1326-
1335). Radiografiniy duomeny rezultatai yra jvertinti struktarinio paZeidimo
atzvilgiu, jskaitant kauly erozijos ir kremzliy suzalojimo progresavimo
sulétinima, sgnario tarpo susiauréjima ir/arba naujy erozijy prevencija.
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ISradimo apibréztis

1. Pirmojo agento ir antrojo agento panaudojimas, kur:

a) pirmasis agentas yra tirpi CTLA4 molekulé, turinti CTLA4 molekulées
ekstralasteline dalj, kuri ri$asi su B7 antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty
B Igsteliy, o

b) antrasis agentas yra pasirinktas i§ grupes, susidedancios i
kortikosteroidy, nesteroidiniy prieSuzdegiminiy  vaisty, prednizono,
azatioprino, metotreksato, TFNa blokatoriy arba antagonisty, infliksimabo,
bet kokio biologinio agento nukreipto | uZdegimin citokina,
hidroksichlorokvino, sulfasalazoprino, aukso drusky, etanercepto,
anakinros, ciklofosfamido ir leflunomido,

farmacinés kompozicijos, skirtos B7 saveikoms su CTLA4 irflarba CD28

blokuoti, gamyboje.

2. Pirmojo agento ir antrojo agento panaudojimas, kur:

a) pirmasis agentas yra tirpi CTLA4 molekule, turinti CTLA4 molekulés
ekstralgsteling dalj, kuri riasi su B7 antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty
B Iasteliy, o

b) antrasis agentas yra pasirinktas i§ grupes, susidedancios  i§
kortikosteroidy, nesteroidiniy prieSuzdegiminiy  vaisty, prednizono,
azatioprino, metotreksato, TFNa blokatoriy arba antagonisty, infliksimabo,
bet kokio biologinio = agento nukreipto i uZdegiminj citoking,
hidroksichlorokvino, sulfasalazoprino, aukso drusku, etanercepto,
anakinros, ciklofosfamido ir leflunomido,

farmacinés kompozicijos, skirtos imuninés sistemos ligai gydyti, gamyboje.

3. Tirpios CTLA4 molekulés, turinCios CTLA4 molekulés ekstralgsteling dalj,
kuri rigasi su B7 antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty B lasteliy, panaudojimas
farmacinés kompozicijos, skirtos {vesti subjektui nuo mazdaug 0,5 iki 100
mg/kg subjekto maseés, 0,5 mg/kg subjekto mases, 2 mg/kg subjekto mases,
10 mg/kg subjekto masés, nuo mazdaug 0,5 iki 10 mg/kg subjekto mases
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arba nuo mazdaug 0,1 iki 20 mg/kg subjekto masés tirpios CTLA4 molekulés
B7 sgveikoms su CTLA4 ir/arba CD28 blokuoti, gamyboje.

4. Tirpios CTLA4 molekulés, turinios CTLA4 molekulés ekstralgstelineg dalj,
kuri risasi su B7 antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty B Igsteliy, panaudojirﬁas
farmacineés kompozicijos, skirtos jvesti subjektui nuo mazdaug 0,5 iki 100
mg/kg subjekto masés, 0,5 mg/kg subjekto masés, 2 mg/kg subjekto masés,
10 mg/kg subjekto masés, nuo maZdaug 0,5 iki 10 mg/kg subjekto masés
arba nuo mazdaug 0,1 iki 20 mg/kg subjekto masés tirpios CTLA4 molekulés
imunines sistemos ligai gydyti, gamyboje.

5. Panaudojimas pagal 1, 2, 3 arba 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad tirpi
CTLA4 molekulé yra CTLA4 sulieta molekulé, turinti CTLA4 molekulés
ekstralgsteling dalj, kuri ri§asi su B7 antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty B
Igsteliy, sujungta su ne-CTLA4 molekule, turingia aminorlg3&iy seka, kuri
pakeicia tirpios CTLA4 molekulés tirpuma arba afiniskuma.

6. Panaudojimas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad aminorigs¢iy
seka, kuri pakeitia tirpumg arba afinikuma, turi imunoglobulino liekana.

7. Panaudojimas pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad imunoglobulino
liekana yra imunoglobulino pastovioji sritis arba jos dalis.

8. Panaudojimas pagal 7 puhkta, besiskiriantis tuo, kad imunoglobulino
pastovioji sritis arba jos dalis yra mutuota efektorinei funkcijai sumaZinti.

9. Panaudojimas pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad imunoglobulino
liekana turi vieng arba daugiau mutacijy efektorinei funkcijai sumazinti.

10. Panaudojimas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad imunoglobulino
pastovioji sritis apima imunoglobulino molekulés Sarnyrg, CH2 ir CH3 sritis.

11. Panaudojimas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad CTLA4 sulieta
molekulé yra CTLA4lIg. '
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12. Panaudojimas pagal 1, 2, 3 arba 4 punkta, besiskiria ntis tuo, kad tirpi
CTLA4 molekulé yra tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, kuri riSasi su B7
antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty B lasteliy, ir turi mutacijg CTLA4
molekulés ekstralgstelingje dalyje.

13. Tirpios CTLA4 molekulés ir antrojo agento derinio panaudojimés, kur:

a) tirpi CTLA4 yra CTLA4g, prasidedanti +1 padétyje esan&iu metioninu arba
-1 padétyje esanciu alaninu ir besibaigianti lizinu +357 padétyje, kaip
parodyta fig.24 (SEQ ID NO:19), o

b) antrasis agentas yra pasirinktas i§ grupés, susidedantios 8
kortikosteroidy, nesteroidiniy prieSuzdegiminiy vaisty, prednizono,
azatioprino, metotreksato, TFNa. blokatoriy arba antagonistu, infliksimabo,
bet kokio biologinio agento nukreipto | uzdegiminj citoking,
hidroksichlorokvino, sulfasalazoprino, aukso druskuy, etanercepto,
anakinros, ciklofosfamido ir leflunomido,

farmacinés kompozicijos, skirtos imuninés sistemos ligai gydyti, gamyboje.

14. Tirpios CTLA4 molekulés ir antrojo agento derinio panaudojimas, kur:

a) tirpi CTLA4 apima CTLA4 molekules ekstralasteling dalj, kaip parodyta
fig.23 (SEQ ID NO:17), brasidedanéia +1 padétyje esanciu metioninu arba
-1 padétyje esanciu alaninu ir besibaigiangia asparto ragstimi +124
padétyje, o ,

b) antrasis agentas yra‘ pasirinktas i§ grupes, susidedancios I8
kortikosteroidy, nesteroidiniy prieSuzdegiminiy,  vaisty, prednizono,
azatioprino, metotreksato, TFNa blokatoriy arba antagonisty, infliksimabo,
bet kokio biologinio agento nukreipto | uzdegimini citokina,
hidroksichlorokvino, sulfasalazoprino, aukso drusky, etanercepto,
anakinros, ciklofosfamido ir leflunomido,

farmacinés kompozicijos, skirtos imuninés sistemos ligai gydyti, gamyboje.

15. Tirpios CTLA4 molekulés ir antrojo agento derini‘o panaudojimas, kur:
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a) tirpi CTLA4 yra CTLA4 mutantiné molekulé, kuri riSasi su B7 molekule,
turinti mutacija, CTLA4 +104 padétyje, kur +104 padétyje esantis leucinas,
kaip parodyta fig.23 (SEQ.ID NO:17), yra pakeistas glutamo ragtimi, ir
mutacijg CTLA4 +29 padétyje, kur +29 padétyje esantis alaninas, kalp
parodyta fig.23 (SEQ ID NO:17), yra pakeistas tirozinu, o

b) antrasis agentas yra pasirinktas i§ grupés, susidedancios i$
kortikosteroidy, nesteroidiniy prieSuzdegiminiy vaisty, prednizono,
azatioprino, metotreksato, TFNo. blokatoriy arba antagonisty, infliksimabo,
bet kokio biologinio agento nukreipto | uZdegimini citoking,
hidroksichlorokvino, sulfasalazoprino, aukso drusky, etanercepto,
anakinros, ciklofosfamido ir leflunomido,

farmacinés kompozicijos, skirtos imuninés sistemos ligai gydyti, gamyboje.

16. Tirpios CTLA4 molekulés ir antrojo agento derinio panaudojimas, kur:

a) tirpi CTLA4 yra L104EA29YIlg, prasidedantis +1 padétyje esanéiu
metioninu arba -1 padétyje esanéiu alaninu ir besibaigiantis lizinu +357
padétyje, kaip parodyta fig.19 (SEQ ID NO:9), o '

b) antrasis agentas yra pasirinktas i§ grupés, susidedanéios s
kortikosteroidy, nesteroidiniyy prie$uZzdegiminiy vaisty, prednizono,
azatioprino, metotreksato, TFNa blokatoriy arba antagonisty, infliksimabo,
bet kokio biologinio agento nukreipto | uZdegimini citoking,
hidroksichlorokvino, sulfasalazoprino, aukso drusky, etanercepto,
anakinros, ciklofosfamido ir leflunomido,

farmacinés kompozicijos, skirtos imuninés sistemos ligai gydyti, gamyboje.

17. Panaudojimas pagal 2, 4, 13, 14, 15 arba 16 punkta, besiskiriantis
tuo, kad imuninés sistemos liga yra reumatiné liga.

18. Panaudojimas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad reumating liga

yra reumatinis artritas.

19. Panaudojimas pagal 2, 4, 13, 14, 15 arba 16 ;punkta, besiskiriantis
tuo, kad imuninés sistemos liga yra pasirinkta i3 au’toimuninig ligy, psoriazés,



68

LT 5063 B

su implanty atmetimu susijusiy imuniniy sutrikimy, T lasteliy limfomos, T
lasteliy Omiosios limfoblastinés leukemijos, seklidinés angiocentrinés T
lasteliy, limfomos, gerybinio _ limfocitinio angiito, raudonosios vilkligés,
Hashimoto ftiroidito, pirminéé miksedemos, Graves'o ligos, piktybines
mazakraujystés, autoimuninio atrofinio gastrito, Adisono ligos, nuo insulino
priklausangio cukrinio diabeto, geros ganyklos sindromo, sunkiosios
miastenijos, paslings, ileito, simpatinés oftalmijos, autoimuninio uveito,
iSsetinés  sklerozés, autoimuninés hemolitinés anemijos, idiopatinés
trombocitopenijos, pirminés tulZies cirozés, chroninio hepatito, opinio kolito,
Sjogren'o sindromo, reumatinés ligos, reumatinio artrito, polimiozito,
sklerodermos, midrios jungiamojo audinio ligos, uZdegiminio reumato,
degeneracinio reumato, ekstraartikulinio reumato, kolageno ligy, chronisko
poliartrito, artropatinés psoriazés, ankilozinio spondilito, jaunatvinio reumatinio
artrito, Zastikaulio ir menties periartrito, mazginio panarterito, sisteminés
raudonosios vilkligés, progresuojantios sistemines sklerodermijos, uratinio

artrito, dermatomiozito, raumeny reumato, miozito ir miogeliozés.

20. Panaudojimas pagal 1, 2, 13, 14, 15 arba 16 punkt, jvesti subjektui nuo
maz2daug 0,5 iki 100 mg/kg subjekto maseés tirpios CTLA4 kieki.

21. Panaudojimas pagal 1,2, 13, 14, 15 arba 16 punkta jvesti subjektui 0,5
mg/kg subjekto mases tirpios CTLA4 kieki.

22. Panaudojimas pagal 1, '2, 13, 14, 15 arba 16 punkta jvesti subjektui 2
mg/kg subjekto masés tirpios CTLA4 kiekj.

23. Panaudojimas pagal 1, 2, 13, 14, 15 arba 16 punktg jvesti subjektui 10
mg/kg subjekto mases tirpios CTLA4 kieki.

24. Panaudojimas pagal 1, 2, 13, 14, 15 arba 16 punkta jvesti subjektui nuo
mazdaug 0,5 iki 10 mg/kg subjekto mases tirpios CTLA4 kieki.

25. Panaudojimas pagal 1, 2, 13, 14, 15 arba 16 punkta jvesti subjektui nuo
mazdaug 0,1 iki 20 mg/kg subjekto masés tirpios CTLA4 kieki;
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26. Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, turingios fig.19 parodyta seka (SEQ
ID NO:9), prasidedancios +1 padétyje esantiu metioninu arba -1 padétyje
esantiu alaninu ir besibaigian&iaq asparto rugstimi +124 padétyje,
panaudojimas farmacinés kompozicijos, skirtos gydyti ligai, pasirinktai i$
autoimuniniy  ligy, psoriazés, su implanty atmetimu susijusiy imuniniy
sutrikimy, T lasteliy limfomos, T Iasteliy Gmiosios limfoblastinés leukemijos,
seklidines angiocentrinés T Igsteliy limfomos, gerybinio limfocitinio angiito,
raudonosios vilkligés, Hashimoto tiroidito, pirminés miksedemos, Graves'o
ligos, piktybinés maZakraujystés, autoimuninio atrofinio gastrito, Adisono
ligos, nuo insulino priklausangio cukrinio diabeto, geros ganyklos sindromo,
sunkiosios miastenijos, paslinés, ileito, simpatinés oftalmijos, autoimuninio
uveito, i8sétinés sklerozés, autoimuninés hemolitinés anemijos, idiopatinés
trombocitopenijos, pirminés tulZies cirozés, chroninio hepatito, opinio kolito,
Sjogren'o sindromo, reumatinés ligos, reumatinio artrito, polimiozito,
sklerodermos, miSrios jungiamojo audinio ligos, uZdegiminio reumato,
degeneracinio reumato, ekstraartikulinio reumato, kolageno ligy, chroniko
poliartrito, artropatinés psoriazés, ankilozinio spondilito, jaunatvinio reumatinio
artrito, Zastikaulio ir menties periartrito, mazginio panarterito, sisteminés
raudonosios vilkligés, progresuojancios sisteminés sklerodermijos, uratinio
artrito, dermatomiozito, raumeny, reumato, miozito ir miogeliozés, gamyboje.

27. Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés L104EA29YIlg, turinios fig.19
parodytg sekg (SEQ ID NO:Q), prasidedanéig +1 padétyje esand&iu metioninu
arba -1 padétyje esandiu alaninu ir besibaigiantia lizinu +357 padétyje,
panaudojimas farmacinés kompozicijos, skirtos gydyti ligai, pasirinktai 8
autoimuniniy  ligy, psoriazés, su implanty atmetimu susijusiy imuniniy
sutrikimy, T Igsteliy limfomos, T Igsteliy amiosios limfoblastinés leukemijos,
seklidinés angiocentrinés T Igsteliy limfomos, gerybinio limfocitinio angiito,
raudonosios vilkligés, Hashimoto tiroidito, pirminés miksedemos, Graves'o
ligos, piktybinés maZakraujystés, autoimuninio atrofinio gastrito, Adisono
ligos, nuo insulino priklausanéio cukrinio diabeto, geros ganyklos sindromo,
sunkiosios miastenijos, paslinés, ileito, simpatinés oftalmijos, autoimuninio
uveito, i§sétinés sklerozés, autoimuninés hemolitinés anemijos, idiopatinés
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trombocitopenijos, pirminés tulZies cirozés, chroninio hepatito, opinio kolito,
Sjogren'o sindromo, reumatinés ligos, reumatinio artrito, polimiozito,
sklerodermos, misrios jungiamojo audinio- ligos, uzdegiminio reumato,
degeneracinio reumato, ekstréartikulinio reumato, kolageno ligy, chronigko
poliartrito, artropatinés psoriazés, ankilozinio spondilito, jaunatvinio reumatinio
artrito, Zastikaulio ir menties periartrito, mazginio panarterito, sistemines
raudonosios vilkligés, progresuojangios sisteminés sklerodermijos, uratinio

artrito, dermatomiozito, raumeny reumato, miozito ir miogeliozés, gamyboje.
28. Panaudojimas pagal 26 arba 27 punkta reumatinei ligai gydyti.

29. Panaudojimas pagal 26 arba 27 punktg {vesti subjektui nuo mazdaug 0,5
iki 100 mg/kg subjekto masés, 0,5 mg/kg subjekto mases, 2 mg/kg subjekto
masés, 10 mg/kg subjekto masés, nuo mazdaug 0,5 iki 10 mg/kg subjekto
masés arba nuo mazdaug 0,1 iki 20 mg/kg subjekto mases tirpios CTLA4
mutantinés molekulés kiekij.

30. Panaudojimas pagal 11 arba 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad
CTLA4lg koduoja nukleorligities molekulé, pazyméta ATCC Nr.68629.

31. Panaudojimas pagal 16 arba 27 punkta, besiskiriantis tuo, kad
L104EA29Ylg koduoja DNR seka, paZyméta ATCC PTA-2104.

32. Farmaciné kompozicija,: susidedanti i§ farmaciskai priimtino nesikiio ir

efektyvaus kiekio pirmojo agento ir antrojo agento, kur

a) pirmasis agentas yra tirpi CTLA4 molekulé, turinti CTLA4 molekulés
ekstralasteline dalj, kuri ridasi su B7 antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty
B Igsteliy, o

b) antrasis agentas yra pasirinktas i§ grupes, susidedangios I8
kortikosteroidy, nesteroidiniy  prie3uZdegiminiy  vaisty, prednizono,
azatioprino, metotreksato, TFNa blokatoriy arba antagonisty, infliksimabo,
bet kokio biologinio agento nukreipto | uzdegimini citokina,
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hidroksichlorokvino, sulfasalazoprino, aukso drusky, etanercepto,
anakinros, ciklofosfamido ir leflunomido.

33. Farmaciné kompozicija pagal 32 punktg, besiskirianti tuo, kad tirpi
CTLA4 yra CTLA4 sulieta molekule, turinti CTLA4 molekulés ekstralgsteling
dalj, kuri riSasi su B7 antigenu, ekspresuotu ant aktyvuoty B Igsteliy, sujungtg
su ne-CTLA4 molekule.

34. Farmaciné kompozicija pagal 32 punktg, besiskirianti tuo, kad tirpi
CTLA4 turi aminorag3ciy seka, kuri pakeitia CTLA4 molekulés tirpumg arba
afinikuma, kur tirpuma arba afini§kuma pakeicianti aminoraog$¢iy seka apima
imunoglobulino liekana.

35. Farmaciné kompozicija pagal 34 punktg, besiskirianti tuo, kad
imunoglobulino liekana yra imunoglobulino pastovioji sritis arba jos dalis,
mutuota efektorinei funkcijai sumazinti.

36. Farmaciné kompozicija pagal 32 punktg, besiskirianti tuo, tuo, kad
tirpi CTLA4 turi ekstralgsteling CTLA4 dalj, prasidedantia +1 padétyje esanCiu
metioninu arba -1 padétyje esané&iu alaninu ir besibaigiancig asparto ragstimi
+124 padétyje, kaip parodyta fig.24 (SEQ ID NO:19).

37. Farmaciné kompozicija pagal 32 punkta, besiskirianti tuo, tuo, kad
tirpi CTLA4 molekulé yra CTLA4lg, kaip parodyta fig.24 (SEQ ID NO:19),
prasidedanti +1 padétyje esanciu metioninu arba -1 padétyje esanciu alaninu

ir besibaigianti lizinu +357 padétyje.

38. Farmaciné kompozicija pagal 32 punktg, besiskirianti tuo, tuo, kad
tirpi CTLA4 yra tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, kaip parodyta fig.19 (SEQ ID
NO:9), prasidedanti +1 padétyje esanéiu metioninu arba -1 padétyje esanciu
alaninu ir besibaigianti asparto riig&timi +124 padetyje.

39. Farmaciné kompozicija pagal 32 punkta, besiskirianti tuo, tuo, kad
tirpi CTLA4 yra tirpi CTLA4 mutantiné molekulé L104EA29YIg, kaip parodyta
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fig.19 (SEQ ID NO:9), prasidedanti +1 padétyje esantiu metioninu arba -1
padétyje'esan&iu alaninu ir besibaigianti lizinu +357 padétyje.
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ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCA -19
M~~G~~Vo~Lo~L~~T~~Q~~Ro~Ton L~ ~ L~ S v wVanLmn A~ Lo~ Lim ~ P P~ =17
AGCATGGCGAGCATGGCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGA +42
S~~M~~A~~Gm~M~~A~ M~~~ VU~ e A~ QunPrn A~ Vo n Yo a L a A~ a G m o R +14
+1
GGCATCGCTAGCTTTGTGTGTGAGTATGCATCTCCAGGCAAAGCCACTGAGGTCCGGGTG +102
G~~I~~A~~S~~F~~V~~CrnE~~Y~~A~~S~nPraBGo~K~~A~~T o~ E~~V~~ R~V +34
ACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAGGTGACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATG +162
Tr~Vrrl~v~Re~Q~~A~~D~~S~~Qn vV~ n T~ E~va Vo ~nCrnAn v A~ Ton Y~ M vM +54
GGGAATGAGTTGACCTTCCTAGATGATTCCATCTGCACGGGCACCTCCAGTGGAAATCAA +222
G~~N~~E~~L~~T~~F~~L~~D~~D~nSnaI~nCrnTonGrnTr~ S~ ~S~~Gr~ N~~~ +74
GTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTG +282

Ve~N~~L~~TrnI~~QnnGo~ LRy~ An M~ Dr e TonGr s Lvn Yo n T~ Cr v KV +94

GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA +342
E~~Lev~M~~Y~nPrnPunPrnYraYunE~nGrn I~ nGraN~nGrn T~ Qe n T~ Yo n Ve +114

ATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGATCAGGAGCCCARATCTTCTGACAAAACTCAC +402
T~~D~~P~~Ew~Pu~CrnPrnD Sma Do~ QunEn PrnKe~ G G D w K~ T o +134
ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC +462
T~~G~~P~~PrnGnnPrnBmnPrnEw~Lm~Lv~G~Gr~S~~GeVn~FmnLim~F~~Br~ +154
CCARARCCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG +522
P~~K~~P~~Kn~D~ T L~mMen Lnn S R T P B m Ve T e G Voo e Ve Ve +174
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG +582
D~~V~~S~~Hv~E~~D~~Pr~E~~VanK~~ FrnNe W~ Y ~aVewDenGrn VBV +194
CATAATGCCARGRCARAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC +642
H"'“’N"""A"’“'K"'"T“""K""'P“'~R~~E~~E~~Q~~Y~~N~~s~~T~~Y~~R~~V~~V~~s~~ +214 -
GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCARGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC +702
VenLrnTwnVmnLunHenQen D rRn L~ No~ G K~ ~ v~ Y~ n Ko m Co Ko~V v S +234
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCCCCGA +762
N~~K~~BenLm~PrnBo~ P I~ ~EnnKnn P I~ Sm Ko Av~ K~ G~ Qe ~ e R +254
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGC +822
E~~P~~Q~~V~~Y~~T~~L~~Prn~Pun§~~Ru~Dw~E~~Lr~TrwKn~Ne~Qm~Vn~S~~ +274
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT +882
L~~T~~Co~Lo~Vr~K~~Gr~FnYnnPrnSnaDm~ I~v~A~=V~~Ev~H~~E~~S~~N~~ +294
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAARGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC +942
G~~Q~~P~~E~~N~~N~~Y~~K~~Tn~Trn PP~V Lw~Drn S DG S ~F +314
TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA +1002
F~~Lo~Y~~§~~K~~L~~T~~V~~Do~K~~ SR~ ~Qn QG ~ NV~ Fr~ S~ +334
TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACRACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT +1022
+35

C~~8~~V~~M~~H~~E~~A~~Lr~HwnNwn v~ Y~~TwrQmrKe e Smn L §om L~ S~

CCGGGTAAATGA
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ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGETCCTTGCACTCCTGTTTCCA -19
M~~Gr~VonLimnLvnTanQu~RoaTrn L~ ~ Lo~ Snn Lva VYo n L~ An~ L~ v Lv ~Fa~ P =17
AGCATGGCGAGCATGGCAATGCACGTGECCCAGCCTGCTGTGETACTGGCCAGCAGCCGA ~ +42
S~~M~~A~~S~~M~~A~~M~~Hr~V~r B~ ~Q~~Pon Bmea VvV~ n L~ ~ A~ S~ S~ ~ R +14
+1 :

GGCATCGCTAGCTTTGTGTGTGAGTATGCATCTCCAGGCARATATACTGAGGTCCGGGTG +102
Gr~I~~A~~S~~FrnVnnCrnE~~Y~~A~~ S~ nPrnGrvKn~ Y~ ~ Ton B~ Vv~ R~V +34
ACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAGCCAGGTGACTGARGTCTGTGCGGCARCCTACATGATG +162
TanVrnLm~Re~Q~~Br~DrnSnnQenVnnTonEnn Vs G~ An ~ A T Yo oMo M~ +54
GGGAATGAGTTGACCTTCCTAGATGATTCCATCTGCACGGGCACCTCCAGT GGARATCAA +222
Go~N~~E~~L~~T~~F~nli~nDunDonSmn I v~ ConTonGrnTrn S S v Grea N~ ~ Qv +74
GTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTG +282
VeaN~~LvnT~~I~~Q~~G~~L~~R~~A~~M~~ D~ T~ G~ Liva Y~ [~ CrnK vV 494
GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGARCCCAGATTTATGTA +342
E~~L~~M~nY~~PonPrunPrnYaunYanErnGrnI~~Gr~eN~~GrnTrnQu~r I~ Y v Ve +114
ATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGATCAGGAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCAC +402
T~~D~~Pr~E~~Pr~CrmPrnDan G~ Don Qe ~E~~ P~~K~~5~ > §~~D~~K~~T~~H~~ +134
ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC +462
PrnG~~PrnPu~S~aPrnrA~nPraE~~L e~ LvnGrrGr~S~~S~~Va~ L~ Fr~ Pr +154
CCAAARCCCARGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG +522
P~~K~~P~~K~~D~~Tr~L~~M~rI~~G~~RonTrnPrnEnnVm~TmnCrn Vs Vv~V +174
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTE +582

_ D~~~V ~~G~~H~~E~~D~~Pr~E~aVanKr~FrnNonfe s YoV~ ~Donr G~V ~ B~V +194
CATAATGCCAAGACBAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC +642
H~~N7~A~~K~~T~~K~~P~~R~~E~~E~~Q~~Y~~N~~S~~T~~Y~mR~~V~~V~~S~~ +214
GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC +702
Ve~ Lo~ TV w Lo~ He~Qm~ Do~ Lr e N~ G~ K~ ~E~ ~ Y~ ~K~~Cr KoV~ S +234
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAEAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA +762
N~~K~~RA~~L~~P~~A~~P~~I~~E~~K~~T~~I~~S~~K~~A~~K~~G~~Q~~P~~R~~ +254
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGARCCAGGTCAGC +822
E~~P~~Q~~V~~Y~~Tr~L~~Pr~Pr~GunRe~Dr~E~~L~~T~~K~~N~~Q~V~ S~ +274
CTGACCTGCCTGGTCAARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT +882
Le~T~~Co~LivaVenK~~Gr~FrnY~~Pr~SneD~m I~ ~A~~V~~E=~W~~E~~§~~N~~ +294
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC +942
G~~Q~~P~~E~~N~~N~~Y~~K~~T~~T~~P~~P~~V~~L~~D~~S~~D~~G~~S~~F~~ +314
TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA +1002
F~~Li~~Y~n~G~~K~~L~~T~~V~~De~K~~G~~Re~W~~Q~~Q~~G~~N~~V~~F~~5~~ +334
TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT +;g22

+

Co~G~~V~~Mv~H~~E~~A~~Lo~H~nN~~Hro~Y~~T~~Q~~K~~§~~L~~S~~L~~5~~

CCGGGTAAATGA
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A’.J."GGET‘GTACNCTCACACAGAGGMGCTGCTC&GQCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCA
M™ G~ "V~-L~~L"~P" Q" “R" T~ "L~"L""8~"L "V~ "L~ "A""L""L"F" i

AGCA’I‘GGCGAGCA’I‘GGCAANCACGTGGCCCAGCCNC’PGNGTACTGGCCJ\GCAGCCGA

GGCATCGC‘I‘AGC’I“I'I‘GTG‘I‘G’I‘GAGTATGCATC’I‘CCAGGCAMT‘I‘GAC‘I‘GAGGTCCGGG’PG
G~~deA.-BUtyvskucuuzdoYﬁUA-~Sw-P~~G¢-KgubddT~~Bd~vu~R~—v-1

ACAGTGC'P‘I‘CGGCAGGCTGACAGCCAGGTGACTGM\G’I‘CTGTGCGGCMCCTACATGATG
T~~V~~L~ﬂR~~Q-~ ~-D'“S"Q~~V-'T?"E"V'“C"A”“A-uT'-Y"M-'ﬁ-'

GGGAA‘TGAGTTGACCTTCC'I‘AGA’I‘GAT’I‘CCA’!‘CTGCACGGGCACC‘I‘CCAGTGGMM‘CJU\

GTGMCC‘I‘CAC‘I‘M‘CCAAGGACTGAGGGCCM’GGACACGGGACTC‘I‘ACA‘I‘C’I‘GCMGGTG
V-v wn- -‘IIU ~T- wIddQ- -G..II.‘ uR-.;AuuM- .D.-T. -Gu -tLd dY- uId uctpux- uv- -

G&GC'!‘CATG’I‘ACCCACdGCCNI‘AC‘I‘ACGAGGCCA'PAGGCMCGGM\CCCAGAW!‘ATGTA

A’I"I’GATCCAWCCGTGCCCAGATNTGNICAGGAGCCCMNI’CTTCTGACMMCTCAC

ACA'ICCCCACCGNCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCGTCAG‘N’ITCCTCT’I‘CCCC

CCAAMCCCMGGACACCCTCA’PGATCTCCCGGACCCCTGA.GGTCACATGCG’PGG’I‘GGN

GACG’I‘GP.GCCACGMGACCCTGAGG'I‘CMG‘N‘CMCTGGTACG’I‘GGACGGCGNGAGGTG
Dﬂvv-dsﬂuxﬂ.zo-Dv-?duxdnvudK-dFdnnu-w.nyd.vm-Ddlcndvuuzuvvdd

CA'I‘MTGCCAAGACA.AAGCCGCGGGAGGAGCAG_’I‘ACMCAGCACGTACCGTGTGG‘I‘CAGC

G'I‘CCTCACC&_TCCTGCACCAGGACTGGCTGMTGGCAAGGAGTACMGT'GCMGGTCTCC

MCMAGCCC‘I‘CCCAGCCCCCATCGAGMCCA’IC’I’CCAMGCCAAAGGGC}\GCCCCGA

GMCCACAGG‘I‘GTACACCCTGCCCCCA‘!‘CCCGOGAMGCTGACCMGMCCAGG‘I‘CAGC

8"9"Q.~V~~Y-~T~’L~-P~~P'-s~.R--D~~B-~D-.T~~KdﬂN~'Q"V"“S"

C'NSACCTGCCTGGTCMAGGCT’I‘CTA‘I‘CCCAGCGACATCGCCGTGGAG‘I‘GGGAGAGCMT
Lo T e L~ V= K G~ Py~ “P "§““D""I""A” SVTCEYTWTTETSTTNTT

GCGCAGCCGGAGAACMCTACMGACCACGCCTCCCGNCTGGA&NCGACGGCTCC’I’PC
G™=Q P TETCNTUNYIYTTRUUTT ~qvepe=p==y~ =L~ "D "§""D7"G""S"F""

'I"I\SC'PCTACAGCMGCTCACCGNGACMG&GCAGGTGGCAGCAGGGGMCG’ICMA
F~~L~~¥--suux-~b-~Tuovnap-uxndsuuR-~w~vQ-~Qv-G—-N--v--F--sov
'I’GCTCCG'I‘GATGCP.T‘GAGGC'I‘C’PGCACMCCAC’I‘ACACGCAGMGAGCC‘I‘C’I‘CC CTGTCT
c--sdsvd-“.dansughuqnuuH.-Nnuuyoyuirauocdxddsn-LTqs--L-.S--

COGGGTAARTGA ™~ v~ v ===~ o s row==o="

?—Usﬂdxvﬁ*—-uvn-u--vudnu-.u---u -----------------------------
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A’_I"gGg’IG'_x")_\cggcggag§cgghccacccmcchcmwcmccAcwcmmca
MGV CLYLTTTTYQ a--Tu_-L-n-I'u...s....L-_v-.-ba-uA-uanL--r--P--

AgEA'I?GSGBGCA’IGGCMTGCACGTGGCCCAGCCTGC‘TGT‘GG’I‘AC'I‘GGCCAGCAGCCGA
s M- A -8~~u~~A--“--B--v--A._Q,_P.-A-.v..vnab--auus~~sa~x-~
GGCA:I‘CGCTBGCTI'I‘GTGTGTGAGN\TGCATCTCCAGGCAMTACTGAGGI‘CCGGG‘I‘G
G--I uhndsu~F~-v-uc-qz-~y.-A~-S.~P~-G~-K~-TaYTguzu-v-.R--v--
AE&G’IGC'I‘TCGGCAGGC'I‘GACAGCCAGG'I‘GACTGMG'ICTG’ICCGGCMCCTACMGM‘G
T v—ﬂbﬂsnddoﬂﬂld-DhﬂsuuouuvuuT-~E-~vn~c--A~-An-Tuuy-umv-x--
GGGMTGAG!'IGACCTTCCTAGANA’I‘TCCA’I‘C’I‘GCACGGGCACC'I‘CCAG'I‘GGAMTCM
0--Nnuadubd-TdﬂyﬂnbndDddnndsUuI--Cdanaechdns—-s--G-nN~-Q--

GTGMCCTCACTA‘ICCAAGGACTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATC’I‘GCN\GGTG
Vuunwwbd-T--I--Q--G--Luqn--AuuM.~D~-T~*G~gbqu~-I-uc--K~~V--
GAGCTCATGTACCCAC CGCCR'I‘ACTACGAGGGCATAGGCMCGGMCCCA.Gh‘T’l"I‘A’I‘G‘I‘K
g-'b--x-.Y~-P~d9d~P-—Y-~Y'.B~-G~~I-~G~.N~‘0~-T~.Q--:f~Y-~v--

A'I"I‘GATCCAGMCCGTGCCCAGA’I'ICTGATCAGGAGCCCWTCTTCTGAMAC
I~-D--P--B-~Puucu-Pd-Dudsﬂupc.Quugnupnuxuusd-sadnnvxauT~~H--
ACATCCCCACCG TCCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCGTCAG’NTTCCTC‘I’ICCCC
Tucsqdpdup-wsuupdwhlupunxuubu-L~—G-~Gu-s~~s~-v~~F.-L~-F~-Pd-
CCMMCCCAAGGRCACCC‘I‘CNI‘GATCTCCCGGACCCC TGAGGTCACATGCGTGGTCGTG
Pnuxanyvux--D--T-—L-ux--zuusunkuuTu~P~d3~~v~-T~uc~~V--v--v-~

GACGTGAGCCACGMGACCCTGAGGTCAAG'M‘CMCTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
DO~v--s-wH—dEﬂwbwdp-UE~-v~~K-drdund~Nunyu-vd~DN~G~~v-HE-dv--

CATAATGCCAAGRCARAGCC GCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCG‘I’G’PGG‘I’CAGC

G'I‘CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGMTGGCMGGAGTACMGTGCAAGGTCTCC '

AACMAGCCCI‘CCCA.GCCCCCA'I‘CG).GAAMCC)\TCTCCAMGCCWGGGCAGCCCCGA
GMCCACAGGTGTACACCC‘i‘GCCCCCATCCCGGGA‘IGAGCTGACCMGMCCAGG’I‘CAGC

C’I’GACC‘I’GCC’I‘GG’!‘CMAGGCZ'I’CTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGWT
PRY ST bl Bt Vakt ‘el et Jnbt it 2l ~pU~T¥AT“Y TR~ W TETTSTNTT

GGGCAGCCGGAGMCAACTM.‘MGACCACGCCTCCCG'I’GCI‘GGACTC CGACGGCTCCTIC
'I"ICC'I’C'IACAGCMGC"ICACCGTGGACMGAGCAGGTGGCAGCAGGGGMCGIC’N‘CM
TGCTCCGTGATGCATAAGGCTCT! GCACMCCACTACACGCAGMGAGCC‘NTCCC’I’GTCT

CCGGGT'WTGA---W'-" ---------- -
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A_.' G ~mm&mmmemmmmm
u G ~v ~L~ULU~T-de~RUUTu~L~onw-snubd~v~ub~dAd~Lu~n~J’~-P-d
Wmmmmmmmmnmmm
O R G U A N TR YT YA QT PR Y Y L RS~ g VR~
GE?EGSTAWWAMWGMNGMMAG@&CGGGW
G I A "s""p""v"_"c"wn-~Y~~A~ns~~P~~G-wxunwu-'ruugdnvvuauuv-nv
ACAGTGCT ICGGCAGGCTGACAGCCAGGTUACTGAAGTC TG TECGGCAACCTACATGATG
Ly v -Ldunuﬂoudawdpwusunouuvuumuwn~~v~wc~uhn~a-~1--Y-~M~~M~-
GGGMTGAOTTGMCWCCMNAWWGGGCMCTCC&GWM
G-nuqnxndnnamﬂdxudndvodwnuvsduxvdcwwwwuevudesdwsuuouond~Qd~
GTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGGACCATGGACACGGGACTC TACATCTGCAAGETS
v~uunnbuUT¢aI--Q-d°d~nd-a~dA~~Md~D~~T~~G~~L-wy~u1uuC~~K-nV—-
GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACGAGGGCATAGGCAACGGARCCCAGATTITATGTA
zlﬁndd“-uyuUpwdpddp-nxdqyndsw~°—-I~~G~-N~~G~~T-wqadx--y-~v~~
ATTOATCCAGARCCGTGCCCRGATTCTGATCAGGAGCCCAAATCTTCTGACARAACTCAC
Id-D--P-undnpuvcvuyuunwnsudpanuunuupnuxdusunsnub~~x.~T~~H~~
ACATCCCCACCGTCCCCAGCACCTOAACTCCTGGGGGRATCATCAGTCTICCTCTICCCC
T""SMF"P"G"P“A. -lp- dg.-nnnbnuau dcuusd ug-opv- uy- -nuapunpn -
CCAMACCCMGGACACCCTCATGATCTCCCGCACCCCTGWNMTGCOW
P"K"P“”K‘“D'~T~-L..“~'I-~s~"R"T"P'“B"'V"T"”C"“V.'V'-V.-
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGATCAAGTTCAACTOGTACOTOGACGGCOTCGAGGTG
Dd-vdds-uadusddD-dpnﬁxd-vuaxuuyadnuuwnwynavdUDduGH~Vu-8uwva~
CATAATGCCAAGACARAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTATGGTCAGC
u.uNd.A~ﬂxu~T~ﬂxwupuaknugu~zwd0nwynuuu.sﬂumnovnwndwvaukusnu
GTCCTCACCGTCCTACACCAGGACTGGCTGARTGGCAAGGAG TACAAGTOCAAGGTCTCC
va-‘buugrouvo ur‘-aunvoddb- ku -Laqu.Gu qxu ~8- uvddxd llcn nx- -vn - s- -~
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCARAGCCAAAGGACAGCCCCGA
N"'K'"A""b'"?" u-P-drﬂuzuHKdanux.vs-uxvdaddxudcuUQUQP-~R~-
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGOATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGS
zuupcvqw-v-wyuumwubndpvauu8u~Rd~D--Ennb--Td~xn-N~uQ-~V--s--
CTGACCTGCCTIATCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCOCCOTGGAGTGGGAGAGCAAT
L"T"c-‘b~~v~~x~~0'~f-'Y"'P""S"'D"I".A~~V~~5“~W~'E~'S~'N.'
GGGCAGCCGAAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCRTACTAGACTCCGACGRCTCCMC
Gddqﬂ~P-~B~~udwuuﬂyddx-dTunTn-pdnpnnvdlb-duivsvﬂpwvG.-sd-F~u
TTCCTCTACAGCAAGCTCACCUTOGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA
rddbddrvusdlx.Ohlorduvcdnvvx-.s.vnbnwﬂuodsonvangug.v~0p--8--
TGCTCCOTAATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTOTCT
cunaunvcnu-unuuzuuauubanxndNnUHJcY-.Tnuodux.dsudLuus-nbvwsvd
ccGGGTAAAT6A6~~-H~~U~~~-~~-~d--------u---dvudvin ------------

pwuonuxnu.wudﬂ.d.wﬂddqudvuvav-nvv--.uuu--nn---- ------------
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ONKOSTATINO M SIGNALINIS PEPTIDAS

¥ G V r L T @ R T L L S L VvV L
ATC GGT GTA CTG CTC ACA CAG AGG ACG CTG CcTC AGT CTG GTC CIT 48

' -| ’ +]
A L L F P S M A 8 N A M H v A
GCA CTC CTG TTT CCA AGC ATG GCG AGC ATG GCA ATG CAC GTG GCC 90

L A § § R 6 I A S5 F
CAGC COT GCT GTG GTA CcTG GCC AGC AGC CGA GGC ATC GcC AGC TIT 135

—-a

 E VvV R V

E X A § P G K A
GTC CGG GTG 180

c
mg TGT GAG TAT GCA TCT CCA GGC AMA GCC ACT GAG

e A D 8 @ Vv T E

vV € A
ACA GTG CTT CGG CAG GCT GAC AGC CAG GTG ACT GAA GTC TGT GCG 225

A T X M M 6 N B L T F % D 8§
GCA ACC TAC ATG ATG GGG AAT GAG TT6 ACC TTC CTA GAT GAT TCC 270

s 5 66 N Q

r ¢ T G T v N L T I
ACG GGC ACC TCC AGT GGA AAT CAA GTG AAC CTC ACT ATC 315

ATC TGC

QGLRAHDTGLY:‘::R
CAA GCA OTG AGG GCC ATG GAC ACG GGA CTC PAC ATC TGC AAG GTG 360
Glikozilinimo vieta

G I GIR G

E L ¥ Y P P Y ¥
GGC ATA GGC AAC GGA 405

P L
GAG CTC ATG TAC CCA CCG CCA TAC TAC CTG

':_] Q I b4 v f p p E P C P p § D
ACC CAG ATT TAT GTA ATT GAT CCA GAR CCG TGC CCA GAT TCT GAC 450

L v .
TTCCTCCTCTGGATCCTTGCAGCRGITAGTTCGGGGTTGMM 498
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E~vslL~~MeaYnaPronPunPrnYounYna G I~ GraNeaGrn T~ Qe r I v~ Y v~~~ +114
ATTGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGATCAGGAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCAC +402
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