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Siame iSradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, kurios su didesne suri$imo geba
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liekanos S25-R33 srityje ir M97-G107 srityje yra mutuotos. Sio isradimo mutantinése molekulése taip pat gali bati
antroji aminorag$ciy seka, kuri padidina mutantinés molekulés tirpuma.
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ISRADIMO SRITIS

- Sis iSradimas yra susijgs su tirpiy CTLA4 molekuliy, kurios yra
mutuotos i$ laukinio tipo CTLA4 taip, kad iSlaikyty sugebéjimg suridti CD80
irfarba CD86, sritimi. -

ISRADIMO KILME

Nebddingos antigenui vidulastelinés saveikos tarp T-limfocity ir
antigenus pateikianCiy lgsteliy (APC) generuoja T Iastelés kostimuliacinius
signalus, kurie sukelia T Igstelés atsakus | antigeng (Jenkins and Johnson
(1993) Curr. Opin. Immunol. 5:361-367). Kostimuliaciniai signalai apsprendzia
T lastelés atsako | antigeng laipsnj ir tai, ar Sis atsakas aktyvuoja, ar
neaktyvuoja tolimesnio atsako | antigeng (Mueller et al. (1989) Annu. Rev.
Immunol. 7:445-480).

T Igstelés aktyvacija nesant kostimuliacijos duoda nutraukty arba
anerginj T Igstelés atsakg (Schwartz, R.H. (1992) Cell 71:1065-1068). Vienas
i§ esminiy kostimuliaciniy signaly yra gaunamas sgveikaujant T Igstelés
pavir§iaus receptoriui CD28 su B7 giminingoms molekuléms ant antigenus
pateikianCiy lgsteliy (pvz. taip pat Zinomomis kaip B7-1 ir B7-2 arba
atitinkamai CD80 ir CD86) (P. Linsley and J. Ledbetter (1993) Annu. Rev.
Immunol.11:191-212).

Molekulé, dabar Zinoma kaip CD80 (B7-1), i§ pradZiy buvo apradyta
kaip su zmogaus B-lgstelémis susijusios aktyvacijos antigenas (Yokoch, T. et
al. (1981) J. Immunol. 128:823-827; Freeman, G.J. et al. (1989) J. Immunol.
143:2714-2722), ir po to identifikuota kaip prieSreceptoris giminingoms T
Igstelés molekuléms CD28 ir CTLA4 (Linsley, P., et al. (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87:5031-5035; Linsley, P.S. et al. (1991a) J. Exp. Med.
173:721-730; Linsley, P.S. et al. (1991b) J. Exp. Med. 174:561-570).

Neseniai ant antigeng pateikianciy lasteliy buvo identifikuotas kitas
CTLA4 priesreceptoris (Azuma, N. et al. (1993) Nature 366:76-79; Freeman
(1993a) Science 262:909-911; Freeman, G. J. et al. (1993b) J. Exp. Med.
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178:2185-2192; Hathcock, K.L.S., et al. (1994) J. Exp. Med. 180:631-640;
Lenscow, D.J. et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11054-11058;
Ravi-Wolf, Z., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11182-11186; Wu,
Y. et al. (1993) J. Exp. Med. 178:1789-1793). Si molekulé, dabar Zinoma kaip
CD86 (Caux, C. et al. (1994) J. Exp. Med. 180:1841-1848), bet taip pat dar
vadinama B7-0 (Azuma et al., (1993), supra) arba B7-2 (Freeman” et al,,
(1993a) supra), turi apie 25 % sekos identiskumg su CD80 jos
ekstralastelingje dalyje (Azuma et al., (1993), supra; Freeman et al., (1993a)
supra; (1993b), supra). CD-86 transfekuotos Igstelés sukelia CD-28
tarpininkaujamus T lasteliy atsakus (Azuma et al., (1993), supra; Freeman et
al., (1993a) supra; (1993b), supra).

Keliy tyrimy tikslas buvo CD80 ir CD86 ekspresijos palyginimas
(Azuma et al., (1993), supra; Hathcock et al., (1994) supra; Larsen, C.P., et
al. (1994), J. Immunol. 152:5208-5219; Stack, R.M., et al., (1994) J. Immunol.
152:5723-5733). Dabartiniai duomenys rodo, kad CD80 ir CD86 ekspresija
yra reguliuojama skirtingai, ir duoda pagrindo manyti, kad CD86 ekspresija
yra linkusi pralenkti CD80 ekspresijg imuninio atsako metu.

Buvo sukonstruotos tirpios CD28 ir CTLA4 formos, suliejant (v)-tipo
CD28 ir CTLA4 ekstralgstelines dalis su imunoglobulino (Ig) pastoviosiomis
sritimis, gaunant CD28lg ir CTLA4lg. CTLA4Ig riSa ir CD80-teigiamas, ir
CD86-teigiamas lasteles stipriau nei CD28lg (Linsley, P. et al. (1994)
Immunity 1:793-80). Daugelj nuo T lasteliy priklausan¢iy imuniniy atsaky
blokuoja CTLA4lg 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).

Peach et al., (J. Exp. Med. (1994) 180:2049-2058) identifikavo sritis
CTLA4 ekstralastelingje srityje, kurios yra svarbios stipriam suriSimui su
CD80. Konkre&iau, buvo identifikuota, kad heksapeptidinis gabalas
(MYPPPY) komplementaruma apsprendZiancioje srityje 3 (panaSioje i CDR3
sritj) yra pilnai i8silaikes visuose CD28 ir CTLA4 $eimos nariuose. Alanino
skanavimo mutagenezé per MYPPPY gabala CTLA4 molekuléje ir

pasirinktose CD28Ig liekanose sumazino arba panaikino susiris$ima su CD80.
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Taip pat buvo sukonstruotos chimerinés molekulés, tarpusavyje
sukeitiant CTLA4 ir CD28 homologines sritis. HS4, HS4-A ir HS4-B
molekulés buvo sukonstruotos implantuojant CTLA4 molekulés panaSias |
CDR-3 sritis,  kurias taip pat {gjo karboksi-galo dalis, iSplésta taip, kad jeity
nekonservatyvios aminoragséiy lieckanos CD28lg. Sie homologiniai mutantai
rodé didesni polinkj susiristi su CD80, nei CD28Ig. ’

Kitbje chimeriniy homologiniy mutanty grupéje CTLA4 molekulés
panasi | CDR1 sritis, kuri néra i$laikyta CD28 ir manoma, kad erdviSkai ji yra
greta panasios { CDR3 sritj, buvo implantuota { HS4 ir HS4-A. Sios chimerinés
homologiniy mutanty molekulés (pavadintos HS7 ir HS8) parodé dar didesn|
polinkj susiristi su CD80, nei CD28lg.

Taip pat buvo sukurtos homologinés mutantinés molekulés,
implantuojant | HS7 ir HS8 CTLA4 molekulés panasia | CDR1 sritj, bet Sis
derinys toliau nebegerino polinkio susiristi su CD80. Taigi, buvo nustatyta, kad
CTLA4 ir CD28 MYPPPY gabalas yra ypatingai svarbus susiriS§imui su CD80,
bet kai kurios nekonservatyviyjy aminorugsciy liekanos CTLA4 molekulés
panasiose | CDR1 ir CDR3 srityse taip pat yra atsakingos uz padidintg CTLA4
susiri§img su CD80.

Buvo parodyta, kad CTLA4lg efektyviai blokuoja su CD80 susijusig T
lastelés kostimuliacijg, bet nera efektyvi blokuojant su CD86 susijusius
atsakus. Buvo sukonstruotos tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, ypatingai
tokios, kurios turi didesnj polinkj j CD86, nei laukinio tipo CTLA4, galinios
geriau blokuoti antigenui specifiniy aktyvuoty lasteliy atsiradimg nei CTLA4Ig.

Vis tik iSlieka pagerinty CTLA4 molekuliy, nei iki Siol Zinomos tirpios
CTLA4 formos, poreikis, kad buty galima pateikti geresnes farmacines

kompozicijas imunininiam slopinimui ir véZio gydymui.



ISRADIMO SANTRAUKA

Tokiu budu Siame iSradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés
molekulés, kurios surisa CD80 ir/arba CD86. Mutantinés $io iSradimo
molekulés apima tokias molekules, kurios gali atpaZinti ir suristi arba 'CD8s,
arba CD86, arba abi Sias molekules. Kai kuriuose igyvendinimo variantuose
mutantinés molekulés suri§a CD80 ir/arba CD86 su didesne suri§imo geba
nei CTLAA4Ig.

Vienas CTLA4 mutantinés molekulés pavyzdys yra Cia aprasyta
L104EA29Ylg (fig.7). Kitas CTLA4 mutantinés molekulés pavyzdys yra Cia
aprasyta L104Elg (fig.8). L104EA29Ylg ir L104Elg geriau suriSa CD80 ir
CD86 nei CTLA4lg.

TRUMPAS FIGURY APRASYMAS
Fig.4 rodo L104EA29YIg, L104Elg ir laukinio tipo CTLA4Ig

pusiausvyring suriSimo su CD86lg analize.
Fig.2A ir 2B iliustruoja FACS testy duomenis, rodanius L104EA29Ylg,

L104Elg ir CTLAd4lg susirisimg su smogaus CD80- arba CcD86--

transfekuotomis CHO lastelémis, kaip aprasyta 2 pavyzdyije toliau.

Fig.3A ir 3B vaizduoja CD80-teigiamy ir CD86-teigiamy, CHO lasteliy
proliferacija, kaip aprasyta 2 pavyzdyje toliau.

Fig.4A ir 4B rodo, kad L104EA29YIg efektyviau inhibuoja pirminiy, ir
antriniy_alostimuliuoty T lasteliy proliferacija nei CTLA4lg, kaip aprasyta 2
pavyzdyje toliau. '

Fig.5A-C iliustruoja, kad L104EA29Ylg efektyviau inhibuoja
a|bstimu|iuotq smogaus T lasteliy IL-2 (Fig.5A), IL-4 (Fig.5B) ir y-interferono
(Fig.5C) citokiny produkcija,, nei CTLA4Ig, kaip apraSyta 2 pavyzdyje toliau.

Fig.6 rodo, kad L1 04EA29Ylg efektyviau inhibuoja bezdzioniy
fitohemaglutinino (PHA) stimuliuoty, T Iasteliy, proliferacijg nei CTLAA4Ig, kaip
aprasyta 2 pavyzdyje toliau.

LT 5133 B




LT 5133 B

Fig.7 vaizduoja CTLA4 mutantinés molekulés (L104EA291g) nukleotidy
ir aminorigs¢iy sekq, apimancig signalinj peptidg; mutuotg CTLA4
ekstralgsteling sritj, pradedant nuo metionino +1 padétyje ir baigiant asparto
rag8timi +124 padétyje arba pradedant nuo alanino -1 padétyje ir baigiant
asparto ragstimi +124 padétyje, ir Ig sritj, kaip aprasyta 1 pavyzdyje toliau.

Figt8 vaizduoja CTLA4 mutantinés molekulés (L104EIg) nukleotidy ir
aminorlgdtiy seka, apiman&ig signalini peptidg; mutuotg CTLA4
ekstralgsteling sritj, pradedant nuo metionino +1 padétyje ir baigiant asparto
rigstimi +124 padétyje arba pradedant nuo alanino -1 padétyje ir baigiant
asparto rigstimi +124 padétyje, ir Ig sritj, kaip aprasyta 1 pavyzdyje toliau.

Fig.9 vaizduoja CTLA4lg, nukleotidy ir aminoragsc¢iy seka, turinig
signalinj peptidg, laukinio tipo CTLA4 ekstralgstelinés srities aminorag$ciy
seka, pradedant nuo metionino +1 padétyje iki asparto ragsties +124 padétyje
arba pradedant nuo alanino -1 padétyje iki asparto ragsties +124 padetyje, ir
Ig sritj.

Fig.10A-C yra SDS gelio (Fig.10A) CTLA4lg (1 juostelé), L104Elg (2
juostelé) ir L104EA29Ylg (3A juostele); bei CTLA4lg (Fig.10B) ir
L104EA29YIg (Fig.10C) molekuliniy siety chromatogramos.

Fig.11A ir 11B iliustruoja CTLA4 ekstralgstelinio Ig V-tipo klosc':iq
juostine diagrama, gauta i$ tirpalo struktaros, nustatytos BMR spektroskopijos
metodu. Fig.11B rodo S25-R33 srities ir MYPPPY srities padidintg vaizda,
nurodant suri§imo gebg padidinanéiy mutacijy (L104 ir A29) padétj ir Soninés
grandinés orientacijg.

Fig.12 pavaizduota vektoriaus piLN-LEA29Y, turinio L104EA29YIg

intarpa, scheminé diagrama.

SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS

APIBREZIMAI

Sioje parai$koje naudojami 30dziai arba frazés turi toliau nurodytas
reikSmes.

Cia naudojamas “laukinio tipo CTLA4" turi gamting aminorag3ciy seka,
pilno ilgio CTLA4 (JAV patentai Nr.Nr. 5434131, 5844095, 5851795) arba
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ekstralgsteling jos dalj, kuri riasi su CD80 ir/arba CD86, ir/arba trukdo CD80
irfarba CD86 susiristi su jy ligandais. Konkreciuose jgyvendinimo variantuose
laukinio tipo CTLA4 ekstralgsteliné 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 Igstelés pavirSiaus baitymas,
turintis N-galine ekstralqstélinq dalj, transmembraning dalj ir C-galing
citoplazmine dalj. Ekstralgsteliné dalis ri8asi su tiksliniais antigenais, tokiais
kaip CD80 ir CD86. Lagsteléje gamtinis laukinio tipo CTLA4 baltymas yra
transliuojamas kaip nesubrendgs polipeptidas, | kurj jeina signalinis peptidas
N-baigmés gale. Sis nesubrendes polipeptidas patiria potransliacinj brendima,
kuri sudaro signalinio peptido atskélimas ir paSalinimas, pasigaminant
atskeltam CTLA4 produktui, turin€iam naujai atsiradusj N-baigmés galg, kuris
skiriasi nuo N-baigmés galo nesubrendusioje formoje. Specialistas turéty
suprasti, kad gali vykti ir papildomas potransliacinis brendimas, kuris pa3alina
vieng arba daugiau aminoragscCiy i§ atskelto CTLA4 produkto naujai
susidariusio N-baigmés galo. | subrendusig CTLA4 molekulés formg jeina
ekstralgsteliné CTLA4 dalis arba bet koks jos gabalas, kuris risasi su CD80
ir/farba CD86.

“CTLA4lg" yra tirpus sulietas baltymas, turintis laukinio tipo CTLA4
ekstralgsteling dalj arba jos gabala, kurie riSasi su CD80 irfarba CD86,
prijungta prie Ig uodegos. Ypatingas jgyvendinimo variantas turi laukinio tipo
CTLA4 ekstralgsteling dalj, prasidedandig nuo metionino +1 padétyje ir
besibaigiancig asparto rigstimi +124 padétyje arba prasidedancig nuo alanino
-1 padétyje ir besibaigiancia asparto ragstimi +124 padétyje; jungiandig
aminorlgsties liekang glutaming +125 padétyje; ir imunoglobulino dalj,

Cia naudojamas terminas “sulietas baltymas” yra apibréZiamas kaip
viena arba daugiau aminorigs¢iy seky, sujungty kartu, naudojant
specialistams gerai Zinomus metodus, kaip apraSyta JAV patentuose
Nr.5434131 arba 5637481. Tokiu badu sujungtos aminortugs¢iy sekos sudaro
sulietg baltyma.

Cia naudojamas terminas “CTLA4 mutantiné molekulé” reiskia
molekulg, kuri gali bati pilno ilgio CTLA4 arba jos dalys (dariniai arba
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fragmentai), kurie turi mutacijg arba daug mutacijy CTLA4 (geriausia CTLA4
ekstralastelingje dalyje), ir ji yra panasi | laukinio tipo CTLA4 molekule, bet jau
nebeidentiSka jai. CTLA4 mutantinés molekulés risa arba CD80, arba CD86,
arba abi Sias molekules. | mutantines CTLA4 molekules gali jeiti biologiskai
arba chemiskai aktyvi ne-CTLA4 molekulé, arba jos gali bati prijungtos prie
tokios molekulés. Mutantinés molekulés gali bdti tirpios (t.y. cirkuliuojénéios)
arba priju"ngtos prie pavirSiaus. CTLA4 mutantinés molekulés gali bati
pagaminamos sintezés arba rekombinantiniu bdu.

Cia naudojamas terminas “mutacija” reikia nukleotidy arba
aminortg$diy pakeitima, laukinio tipo polipeptido sekoje. Siuo atveju tai yra
pakeitimas laukinio tipo CTLA4 ekstralgstelingje dalyje. Sis pakeitimas gali
bati aminoriigSties pakeitimas, kuris apima pakeitimus, delecijas, pridéjimus
arba nukirpimus. Mutantiné molekulé gali turéti vieng arba daugiau mutacijy.
Mutacijos nukleotidy sekoje gali duoti arba gali ir neduoti mutacijy
aminorigséiy sekoje, kas yra suprantama specialistams. Siuo atvilgiu, tam
tikri nukleotidiniai kodonai koduoja tg pacig aminorigsti Pavyzdziais yra
nukleotidiniai kodonai CGU, CGG, CGC ir CGA, koduojantys aminoragstj
argining (R), arba kodonai GAU ir GAC, koduojantys asparto ragsti (D). Taigi
baltymg gali koduoti viena arba daugiau nukleorags€iy molekuliy, kurios
skiriasi savo konkre€iomis nukleotidy sekomis, bet koduoja baltymo
molekules, turin€ias vienodas sekas. Aminoragstis koduojanCios sekos yra

tokios:

Aminorigstis  Simbolis Vienraidis Kodonas

kodas

Alaninas Ala A GCU, GCC, GCA, GCG
Cisteinas Cys C UGU, UGC
Asparto ragstis Asp D GAU, GAC
Glutamo ragstis Glu E GAA, GAG
Fenilalaninas Phe F UuUu, UuC
Glicinas Gly G GGU, GGC, GGA, GGG
Histidinas His H CAU, CAC
Izoleucinas 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
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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

Cia naudojamas terminas “ekstralasteliné CTLA4 dalis” reiskia CTLA4
dalj, kuri atpaZista ir surisa CD80 irfarba CD86. Pavyzdziui, ekstralasteling
CTLA4 dalis apima nuo metionino +1 padétyje iki asparto rigsSties +124
padétyje (fig.9). Kitu atveju, ekstralgsteliné CTLA4 dalis apima nuo alanino -1
padétyje iki asparto ragsties +124 padétyje (fig.9). Ekstralasteliné dalis apima
CTLA4 fragmentus arba darinius, kurie suri$a CD80 ir/arba CD86.

Cia naudojami terminai “ne-CTLA4 baltymo seka” arba “ne-CTLA4
molekulé” yra apibGdinamas kaip bet kokia molekulé, kuri nesurisa CD80
irfarba CD86 ir netrukdo CTLA4 susiristi su jos taikiniu. Pavyzdziais yra, bet
jais neapsiribojama, imunoglobulino (lg) pastovioji sritis arba jos dalis. Geriau,
kad Ig patovioji sritis baty Zmogaus arba beZdZionés Ig pastovioji sritis, pvz.
?mogaus C(gama)1, jskaitant 3arnyra, CH2 ir CH3 sritis. Ig pastovioji sritis
gali bati mutuota norint sumaZinti jos efektorines funkcijas (JAV patentai
Nr.Nr. 5637481 ir 6132992),

Cia naudojamas “CTLA4 mutantinés molekulés fragmentas” yra CTLA4-
mutantinés molekulés dalis, geriau ekstralgsteliné CTLA4 dalis arba jos
gabalas, kurie atpaZista ir jungiasi su jos taikiniu, pvz. CD80 ir/arba CDa8e6.

Cia naudojamas “CTLA4 mutantinés molekulés darinys” yra molekulé,
kuri turi bent 70 % sekos panasuma su CTLA4 ekstralgsteline dalimi ir veikia
panasiai {ja, t.y. ji atpaZista ir ri$asi su CD80 ir/arba CD86.

Cia naudojama “CTLA4 molekulés dalis” apima CTLA4 molekulés
fragmentus ir darinius, kurie risasi su CD80 ir/arba CD86.

| Norint, kad &ia apra$ytas iSradimas baty geriau suprantamas, toliau

duodamas toks apradymas:
ISRADIMO KOMPOZICIJOS

Siame idradime yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantines molekulés,
kurios atpaZista ir ri$asis su CD80 ir/arba CD86. Kai kuriuose igyvendinimo
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variantuose tirpis CTLA4 mutantai turi didesnj polinkij susiristi su CD80 ir/arba
CD86, nei CTLA4Ig.

CTLA4 mutantiniy molekuliy pavyzdziais yra L104EA29YIg (fig.7).
L104EA29YIg aminorigs$ciy seka gali prasidéti nuo alanino -1 aminoragsciy
padétyje ir baigtis lizinu +357 aminorlgsciy padétyje. Kitu atveju,
L104EA29Ylg aminorigstiy seka gali prasidéti nuo metionino +1
aminorﬂgééiq padétyje ir baigtis lizinu +357 aminorag3&iy padétyje.
L104EA29YIg'o CTLA4 dalis apima nuo metionino +1 aminoragsciy padétyje
iki asparto riigsties +124 aminorag$¢iy padétyje. L104EA29YIg turi jungianCig
aminoragsties liekang glutaming +125 padétyje ir imunoglobulino dalj,
L104EA29YIg riasi maZdaug du kartus didesne geba nei laukinio tipo
CTLA4Ig (toliau vadinamas CTLA4lg) su CD80 ir mazdaug 4 kartus didesne
geba su CD86. Sis stipresnis suriS§imas duoda tai, kad L104EA29YIg daug
efektyviau blokuoja imuninius atsakus nei CTLA4lg.

CTLA4 mutantinés molekulés turi bent jau ekstralasteling CTLA4 dalj
arba jos gabalus, kurie risasi su CD80 irfarba CD86. CTLA4 mutantinés
molekulés ekstralasteling dalis turi aminortgsc¢iy, seka, prasidedancig nuo
metionino +1 padétyje ir besitgsiandig iki asparto rugsties +124 padétyje (fig.7
arba 8). Kitu atveju, CTLA4 mutantinés molekulés ekstralgsteline dalis gali
turéti aminortigddiy seka, prasidedangia nuo alanino -1 padétyje ir
besitesiandig iki asparto rugsties +124 padétyje (fig.7 ir 8).

Viename jgyvendinimo variante tirpi CTLA4 mutantiné molekulé yra
sulietas baltymas, apimantis CTLA4 ekstralgsteling dalj, turinCig vieng arba
daugiau mutacijy aminortgs¢iy sekoje, prasidedanCioje nuo serino +25
padétyje ir besibaigiangioje argininu +33 padeétyje (S25-R33). PavyzdZziui,
laukinio tipo CTLA4 +29 padétyje esantis alaninas gali bati pakeistas leucinu
(kodonai: UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG), fenilalaninu (kodonai:
UUU,UUC), triptofanu (kodonas: UGG) arba treoninu (kodonai: ACU, ACC,
ACA, ACG). Specialistai nesunkiiai supras, kad uracilas (U) RNR nukleotidy
sekoje atitinka timing (T) DNR nukleotidy sekoje.

Kitame jgyvendinimo variante tirpi CTLA4 mutantiné molekulé yra
sulietas baltymas, apimantis CTLA4 ekstralasteling dalj, turinCig vieng arba

daugiau mutacijy aminorigé&iy sekoje arba netoli jos, prasidedancioje nuo
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metionino +97 padétyje ir besibaigiancioje glicinu +107 padétyje (M97-G107).
Pavyzdziui, laukinio tipo CTLA4 +104 padétyje esantis leucinas gali bati
pakeistas glutamo ragstimi (kodonai: GAA, GAG). S| pakeitimg turinti CTLA4
mutantiné molekulé &ia vadinama L104Elg (fig.8).

Dar kitame igyvendinimo variante tirpi CTLA4 mutantiné molekulé yra
sulietas baltymas, apimantis CTLA4 ekstralgsteling dalj, turincig viené arba
daugiau mutacijy S25-R33 ir M97-G107 srityse. PavyzdZiui, viename
igyvendinimo variante CTLA4 mutantiné molekulé turi tirozing +29 padétyje
vietoj alanino ir glutamo ragstj +104 padétyje vietoj leucino. Siuos pakeitimus
turinti CTLA4 mutantiné molekule &a vadinama L104EA29Ylg (fig.7).
Nukleorigsties molekulé, kuri koduoja L104EA29Ylg, yra laikoma
pD16L104EA29YIg ir buvo deponuota 2000 m. birzelio 19 d. Amerikos tipiniy
kultary kolekcijoje (ATCC), 10801 University Bivd., Manasas, VA 20110-2209
(ATCC Nr. PTA-2104). Sis pD16L104EA29YIg vektorius yra pcDNA3
vektoriaus (INVITROGEN) darinys.

I$radime taip pat yra pateikiama tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, turinti
CTLA4 mutanto ekstralasteling dalj, parodyta fig.7 arba 8, arba jos dali(-is) ir
liekana, kuri keiia CTLA4 mutantinés molekulés tirpuma, afini§kumg ir/arba
valentinguma.

Pagal 3io iSradimo praktikg, $i liekana gali bati imunoglobulino
pastovioji sritis arba jos dalis. Naudojimui in vivo pageidautina, kad
imunoglobulino pastovioji sritis nesukelty Zalingo imuninio atsako subjekte.
PavyzdZiui, Klinikiniam naudojimui bdty pageidautina, kad mutantines
molékulés turéty Zmogaus arba beZdZionés imunoglobulino pastovigsias
sritis. Vienas tinkamos imunoglobulino srities pavyzdys yra Zmogaus
C(gama)1, apimantis $arnyrq, CH2 ir CH3 sritis. Yra galimi ir kiti izotipai. Be
to, yra galimos kitos imunoglobulino pastoviosios sritys (geriau kitos silpnai
imunogeninés arba neimunogeninés imunoglobulino pastoviosios sritys).

Kitos liekanos yra polipeptidiniai tag. Tinkamy tag pavyzdzZiais yra, bet
jais neapsiribojama, p97 molekule, env gp120 molekulé, E7 molekulé ir ova
molekul¢ (Dash, B., et al. (1994) J. Gen. Virol. 75:1389-97; lkeda, T., et al.
(1994) Gene 138:193-6; Falk, K., et al. (1993) Cell Immunol. 150:447-52,
Fujisaka, K. et al. (1994) Virology 204:789-93). Tag'ais gali bati naudojamos ir
kitos molekulés (Gerard, C. et al. (1994) Neuroscience 62:721-739; Bym, R
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et al. J. Virol. (1989) 63,4370-4375; Smith, D. et al., (1987) Science 238:1704-
1707; Lasky, L., (1996) Science 233:209-212).

Siame iSradime taip pat yra pateikiami tirpds mutantiniai CTLA4lg
sulieti baltymai, pageidautina stipriau reaguojantys su CD80 irfarba CD86
antigenais, nei laukinio tipo CTLA4. Vienas pavyzdys yra L104EA29YIg,
parodytas fig.7.

Kitame igyvendinimo variante tirpi CTLA4 mutantiné molekulé turi
jungiancig aminoragsties liekana, kuri yra tarp CTLA4 dalies ir imunoglobulino
dalies. Jungian€ia aminoragstimi gali bhti bet kuri aminoragstis, jskaitant
glutaming. Jungianti aminorligstis gali bati jvesta specialistams Zinomais
molekulinés arba cheminés sintezés badais.

Kitame jgyvendinimo variante tirpi CTLA4 mutantiné molekulé turi
imunoglobulino dalj (pvz. 8arnyra, CH2 ir CH3 dalis), kur bet kuri arba visos
cisteino liekanos imunoglobulino dalies Sarnyre yra pakeistos serinu,
pavyzdZiui cisteinai +130, +136 arba +139 padétyse (fig. 7 arba 8). Sioje
mutantingje molekuléje prolinas +148 padétyje taip pat gali bati pakeistas
serinu, kaip parodyta fig.7 arba 8.

Tirpioje CTLA4 mutantinéje molekuléje gali bati 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 mutanting molekule, jskaitant signalinj peptidg i8 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 signalin| peptidg i§ bet kokio
ekstralgstelinio baltymo.

Mutantiné molekulé gali turéti onkostatino M signalinj peptida, prijungtg
prie CTLA4 ekstralgstelinés dalies N-baigmes galo, ir 2Zmogaus
imunoglobulino molekule (pvz. $arnyra, CH2 ir CH3), prijungtg prie CTLA4
ekStralqsteIinés dalies C-baigmés galo. | Sig molekule jeina onkostatino M
signalinis peptidas, apimantis aminorags¢iy seka nuo metionino -26 padétyje
iki alanino -1 padeétyje, CTLA4 dalj, apimancig aminorag3¢iy sekg nuo
metionino +1 padétyje iki asparto ragsties +124 padétyje, jungiandiaja
aminorhgsties liekang glutaming +125 padétyje, ir imunoglobulino dalj,
apimandéig aminoragsc¢iy sekg nuo +126 padétyje esanCios glutamo ragsties

iki +357 padeétyje esancio lizino.
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Sio isradimo tirpios CTLA4 mutantinés molekules gali bati gautos
molekuliniais arba cheminés sintezés metodais. Molekuliniai metodai gali
apimti tokias stadijas: nukleortigties molekulés, kuri ekspresuoja ir koduoja
tirpia CTLA4 mutanting molekule, jvedimg | tinkamo Seimininko lastele; taip
transformuotos  Seimininko lgstelés auginimg salygose, kurios leidzia
geimininko lastelei ekspresuoti mutantines molekules; ir eksprésuoty
mutantiniq molekuliy, i§skyrima. Mutantinés molekulés signalinio peptido dalis
suteikia galimybe Seimininko lastelei ekspresuoti baltymo molekules ant
lastelés pavirSiaus ir jas sekretuoti. Transliuotos mutantinés molekules gali
patirti potransliacing modifikacija, kurioje yra atskeliamas signalinis peptidas ir
gaunamas subrendgs baltymas, turintis CTLA4 ir imunoglobulino dalis. Gali
bati skaldoma po -1 padétyje esancio alanino, gaunant subrendusig mutantine
molekule, kaip pirmaja aminoragsti turin&ia metioning +1 padétyje (fig.7 arba
8). Kitu atveju, gali bati skaldoma po -2 padétyje esancio metionino, gaunant
subrendusig mutanting molekule, kaip pirmaja aminoragst] turingig alaning -1
padétyje.

Tinkamiausias jgyvendinimo variantas yra tipi CTLA4 mutantine
molekulé, turinti Zmogaus CTLA4 ekstralgsteling dalj, sujungta su visa arba
dalimi mogaus imunoglobulino molekuleés (pvz. $arnyru, CH2 ir CH3). Si
tinkamiausia molekulé apima tirpios molekules CTLA4 dalj, apimanCia’
aminorgd&iy seka nuo metionino +1 padétyje iki asparto ragsties +124
padétyje, jungiancia aminorgsties liekang glutaming +125 padétyje ir
imunoglobulino dalj, apimania nuo glutamo rugsties +126 padétyje iki lizino
+357 padétyje. Dalis, turinti CTLA4 ekstralasteling dalj, yra mutuota taip, kad
+29 padétyje esantis alaninas yra pakeistas tirozinu, o +104 padétyje esantis
leucinas yra pakeistas glutamo ragstimi. Gali bati mutuota mutantines
molekulés imunoglobulino dalis taip, kad +130, +136 ir +139 padeétyse
esantys cisteinai yra pakeisti serinu, o +148 padétyje esantis prolinas yra
pakeistas serinu. &i mutantiné molekulé &ia yra pavadinta L104EA29YIg
(fig.7). }

Kitas L104EA29YIg jgyvendinimo variantas yra mutantiné molekulé,
turinti aminorag3éiy seka nuo alanino -1 padétyje iki asparto ragsties +124
padétyje, jungiancia aminorgsties liekang glutaming +125 padétyje ir
imunoglobulino dalj, apimancig nuo glutamo ragsties +‘1_ 26 padétyje (pvz., nuo
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+126 iki lizino +357 padétyje). Dalis, turinti CTLA4 ekstralgsteling dalj, yra
mutuota taip, kad +29 padétyje esantis alaninas yra pakeistas tirozinu, o +104
padétyje esantis leucinas yra pakeistas glutamo ragétimi. Mutantines
molekulés imunoglobulino dalis yra mutuota taip, kad +130, +136 ir +139
padétyse esantys cisteinai yra pakeisti serinu, o +148 padétyje esantis
prolinas yra pakeistas serinu. 8i mutantine molekulé &a yra pavadinta
L104EA29YIg (fig.7). Atskelus -signaling seka, L104EA29YIg gali prasideti
arba metioninu +1 padétyje, arba alaninu -1 padétyje.

Kita 3io isradimo mutantiné molekulé yra tirpi CTLA4 mutantine
molekulé, turinti Zmogaus CTLA4 ekstralgsteling dalj, sujungta su Zmogaus
imunoglobulino molekule (pvz. arnyru, CH2 ir CH3). Si molekulé apima dalj
CTLA4 aminorligééiy sekos, pradedant nuo metionino +1 padétyje iki asparto
ragsties +124 padétyje, jungianciosios aminortgsties liekang glutaming +125
padétyje ir imunoglobulino dalj, apimancia aminorag3éiy seka nuo glutamo
ragsties +126 padeétyje iki lizino +357 padétyje. Dalis, turinti CTLA4
ekstralgsteling dalj, yra mutuota taip, kad +104 padétyje esantis leucinas yra
pakeistas glutamo ragstimi. Mutantines molekulés 3arnyro dalis yra mutuota
taip, kad +130, +136 ir +139 padétyse esantys cisteinai yra pakeisti serinu, o
+148 padétyje esantis prolinas yra pakeistas serinu. Si mutantiné molekulé
&ia yra pavadinta L104Elg (fig.8).

Kitu atveju, L104Elg jgyvendinimo variantas yra tirpi CTLA4 mutantine
molekulé, turinti Zmogaus CTLA4 ekstralasteling dalj, sujungtg su Zzmogaus
imunoglobulino molekule (pvz. Sarnyru, CH2 ir CH3). Tinkamiausia molekulé
apima CTLA4 dalj apimanCig aminoragsciy seka, prasidedancig nuo alanino
-1 padétyje iki asparto rigsties +124 padétyje, jungiandiaja aminorugsties
liekang glutaming +125 padétyje ir imunoglobulino dalj, apimancig nuo
glutamo ragsties +126 padétyje iki lizino +357 padétyje. Dalis, turinti CTLA4
ekstralgsteling dalj, yra mutuota taip, kad +104 padétyje esantis leucinas yra
pakeistas glutamo ragstimi. Mutantinés molekulés Sarnyro dalis yra mutuota
taip, kad +130, +136 ir +139 padétyse esantys cisteinai yra pakeisti serinu, 0
+148 padétyje esantis prolinas yra pakeistas serinu. Si mutantiné molekulé
gia yra pavadinta L104Elg (fig.8).

Be to, Siame iéradimé yra pateikiama tirpi CTLA4 mutantiné molekule,
turinti: (a) membraninio gliukoproteino, pvz., CD28, CD86, CD80, CG40 ir
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gp39, kuris blokuoja T lIasteliy proliferacija, aminorugs$éiy seka, sulieta su
antraja aminoragigiy seka; (b) antrajg aminoragsciy seka, kuri yra mutantines
CTLA4 ekstralgstelings dalies fragmentas, blokuojantis T lasteliy proliferacija,
tokia kaip, pavyzdziui, aminoragsties molekulé nuo metionino +1 padétyje iki
asparto riigsties +124 padetyje (fig.7 arba 8); ir (c) trediaja aminoragsciy, seka,
kuri veikia kaip identifikacinis tag arba didina molekulés tirpuma. Pavizdiiui,
tre&ioji aminorag8¢iy seka gali susidéti is neimunogeninio imunoglobulino
molekulés Sarnyro, CH2 ir CH3 sri¢iy aminoragsciy sekos. Tinkamy,
imunoglobulino molekuliy, pavyzdZziais yra, bet jais neapsiribojama, Zmogaus
arba bezdzionés imunoglobulinas, pvz. C(gama)1. Taip pat yra galimi ir kiti
izotipai.

&jame iradime taip pat yra pateikiamos nukleorags¢iy molekulés,
turinios nukleotidy sekas, koduojanéias aminoriigsCiy sekas, atitinkancias
tirpias $ios iradimo mutantines molekules. Viename igyvendinimo variante
nukleorgties molekulé yra DNR (pvz. kDNR) arba jos hibridas. Kitu atveju,
nukleorugties molekulé yra RNR arba jos hibridai.

Be to, siame iSradime yra pateikiamas vektorius, kuriame yra $io
igradimo nukleotidy sekos. Taip pat yra pateikiama Seimininko vektoriaus
sistema. i Seimininko vektoriaus sistema apima $io iSradimo vektoriy
tinkamoje Seimininko Igsteléje. Tinkamy Seimininko lasteliy pavyzdZiais yra,
bet jais neapsiribojama, prokariotinés ir eukariotinés lastelés.

8is isradimas apima farmacines kompozicijas imuninés sistemos ligy
gydymui, turinias farmaci$kai efektyvius kiekius tirpiy CTLA4 mutantiniy
molekuliy. Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose imuninés sistemos ligos yra
tarpininkaujamos CD28- irfarba CTLA4-teigiamy, lasteliy saveiky su CD80-
irfarba CD86-teigiamomis lastelémis. Geriau, kad tirpios CTLA4 mutantinés
molekulés baty CTLA4 molekulés, turingios viena arba daugiau mutacijy
ekstralqstelinéje CTLA4 dalyje. Farmacinése kompozicijose gali bati tirpios
CTLA4 mutantinio baltymo molekulés ir/arba nukleortigs&iy molekulés, ir/arba
Sias molekulés koduojantys vektoriai. Tinkamiausiuose jgyvendinimo
variantuose tirpios CTLA4 mutantinés molekulés turi CTLA4 ekstralgstelinés
dalies aminoragsgiy seka, parodyta fig.7 arba 8 (atitinkamai L104EA29Y arba
L104E). Dar tinkamesné tirpi CTLA4 mutantiné molekulé yra ¢ia apraSyta
L104EA29Ylg. Kompozicijose taip pat gali bati ir kity terapiniy agenty,
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iskaitant, bet neapsiribojant, vaistinius toksinus, fermentus, antikiinus arba
konjugatus.

Pageidautina, kad | farmacines kompozicijas taip pat jeity tinkami
nedikliai ir adjuvantai, kurie yra bet kokia medziaga, kuri sumaiSyta su $io
iSradimo molekule (pvz. tirpia CTLA4 mutantine molekule, tokia kaip
L104EA29Y arba L140E) iSlaiko Sios molekulés aktyvuma ir neveikia subjekto
imuninés sistemos. Tinkamy nesikliy ir adjuvanty pavyzdziais yra, bet jais
neapsiribojama, Zmogaus serumo albuminas, jonitai, aliuminio oksidas,
lecitinas, buferinés medzZiagos, tokios kaip fosfatai, glicinas, sorbo ragstis,
kalio sorbatas ir druskos arba elektrolitai, tokie kaip protamino sulfatas. Kitais
pavyzdziais yra bet kuris i§ standartiniy farmaciniy nesikliy, kaip antai
fosfatinio buferio ir druskos tirpalas, vanduo, emulsijos, tokios kaip alyvos
vandenyje emulsija, ir jvairaus tipo drékinimo agentai. Kitais neSikliais taip pat
gali bati sterilGs tirpalai, tabletés, jskaitant padengtas tabletes, ir kapsulés.
Paprastai tokie neSikliai turi pagalbiniy medziagy, kaip antai krakmolo, pieno
cukraus, tam tikros riiSies molio, Zelatinos, stearino ragsties arba jos druskuy,
magnio arba kalcio stearato, talko, augaliniy riebaly arba aliejy, sakuy, glikoliy,
arba kity Zinomy pagalbiniy medZiagy. Tokiuose neSikliuose taip pat gali bati
skonj ir spalvg duodanciy priedy arba kithingredientq. Tokius neSiklius
turingios kompozicijos yra sukomponuojamos gerai Zinomais jprastais badais.
Tokios kompozicijos taip pat gali bati sukomponuojamos su jvairiomis lipidy
kompozicijomis, tokiomis kaip, pavyzdZiui, liposomos, bei jvairiomis
polimerinémis kompozicijomis, tokiomis kaip polimeriniai mikrorutuliukai.

Sio i§radimo farmacinés kompozicijos gali bati jvedamos naudojant
jprastus vartojimo badus, iskaitant, bet neapsiribojant, intraveninj (i.v.)
vartojimg, intraperitoninj (i.p.) vartojima, intraraumeninj (i.m.) vartojima,
poodinj vartojimg, peroralin vartojimq, vartojimg zvakuciy pavidalu arba
viétinio kontakto badu, arba subjektui implantuojant Iéto iSskyrimo {taisg, tokj
kaip miniosmozinis siurblys.

Sio iSradimo farmacinés kompozicijos gali bati {vairiausiy dozuoty
formy, kurios apima, bet neapsiriboja, s.kystus tirpalus arba suspensijas,
tabletes, piliules, miltelius, Zvakutes, polimerines mikrokapsules arba
mikropasleles, liposomas ir tirpalus injekcijoms arba infuzijai, pavidalu.

Tinkamiausios formos priklauso nuo vartojimo bado ir terapinio_p(itaikymo.
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Efektyviausias vartojimo badas ir doziy rezimas priklauso nuo ligos
sunkumo ir eigos, paciento sveikatos ir atsako | gydyma ir nuo gydanciojo
gydytojo sprendimo. Taigi, kompozicijy dozés turi bati nutitruotos konkreciam
pacientui.

Subjektui gali bati skiriama toks tirpios CTLA4 mutantinés molekulés
kiekis ir toki laika (pvz. tam tikrg laiko tarpa arba keletg kartu), kad jo bakaktq
blokuoti subjekto endogenihiq B7 (pvz. CD80 ir/farba CD86) molekuly
susiri&ima su jy atitinkamais ligandais. Endogeninio B7/ligando blokavimas
tuo patiu inhibuoja B7-teigiamy lasteliy (pvz., CD80- ir/arba CD86-teigiamy
lasteliy) saveikg su CD28- irfarba CTLA4-teigiamomis Iastelémis. Terapinio
agento dozés priklauso nuo daugelio faktoriy, jskaitant, bet neapsiribojant,
paveikto audinio tipa, gydomos autoimuninés ligos tipa, ligos sunkumo laipsnj,
subjekto sveikata ir subjekto atsaka | gydymag Siais agentais. Tokiu badu
agenty dozés gali kisti priklausomai nuo subjekto ir vartojimo budo. Tirpios
CTLA4 mutantinés molekulés gali bati skiriamos kiekiais nuo 0,1 iki 20,0
mg/kg paciento masés/per diena, geriau nuo 0,5 iki 10,0 mg/kg/per diena. Sio
isradimo farmacinés kompozicijos gali bati vartojamos jvairy laika. Viename
igyvendinimo variante $io iSradimo farmacinés kompozicijos gali bati
vartojamos vieng arba daugiau valandy. Be to, vartojimas gali bati pakartotas
priklausomai nuo ligos sunkumo bei kity faktoriy, kas yra suprantama
specialistams.

Siame iSradime taip pat yra pateikiami bidai gauti baltymui, apimantys
Sio i&radimo vektoriaus sistemos auginima, kad 3eimininke baty gaminamas
baltymas, ir taip pagaminto baltymo iSgavima.

Be to, Siame iSradime yra pateikiami funkciniai CTLA4- ir CD28-
teigiamy T lasteliy saveiky su CD80- ir/arba CD86-teigiamomis lastelémis
reguliavimo badai. Sie badai apima CD80- ir/farba CD86-teigiamy lasteliy
salyti su $io iSradimo tirpia CTLA4 mutantine molekule, kad susidaryty
mutantines CTLA4/CD80 ir/farba mutantinés CTLA4/CD86 kompleksai, kurie
trukdo endogeninio CTLA4 antigeno reakcija su CD80 ir/arba CD86, ir/arba
kompleksai, trukdantys endogeninio CD28 antigeno reakcijg su CD80 ir/arba
CD86. Viename $io i§radimo jgyvendinimo variante tirpi CTLA4 mutantine
molekulé yra sulietas baltymas, kuriame yra bent jau mutantinés CTLA4
ekstralasteliné dalis. Kitame igyvendinimo variante tirpi CTLA4 mutantiné
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molekulé turi: pirmajg aminortgsciy seka, | kurig jeina CTLA4 ekstralgsteliné
dalis, susidedanti i§ aminortigs¢iy sekos nuo metionino +1 padétyje iki
asparto ragsties +124 padétyje su viena mutacija; ir antrgjg aminoragsciy
seka, | kurig jeina Zmogaus imunoglobulino gama 1 molekulés Sarnyras, CH2
ir CH3 sritys (fig.7 arba 8).

Pagal $io isradimo praktikq CD80- arba CD86-teigiamos lgstelés yra

Ieidiiamoé i kontaktg su $io i$radimo tirpiy CTLA4 mutantiniy molekuliy
fragmentais arba dariniais. Kitu atveju, tirpi CTLA4 mutantiné molekulé yra
CD28Ig/CTLA4lg sulietas baltymas, turintis pirmajg aminoragsciy seka,
atitinkanéia dal{ CD28 receptoriaus ekstralgstelinés dalies, sulieta su antrgja
aminorig8Ciy seka, atitinkan¢ia dalf CTLA4 mutantinio receptoriaus
ekstralgstelinés dalies, ir tredigjg aminorigsciy seka, atitinkancig Zzmogaus
imunoglobulino C-gama-1 8arnyrg, CH2 ir CH3 sritis.
' Tikimasi, kad tirpios CTLA4 mutantinés molekulés turés inhibicines
savybes in vivo. Salygomis, kuriose T Igstelés/APC Iastelés sagveikos,
pavyzdZiui T lgstelés/B lastelés sgveikos, atsiranda dél T Igsteliy ir APC
Iasteliy kontakto, jvesty CTLA4 mutantiniy molekuliy susiriSimas, reaguojant
su CD80- irfarba CD-86 teigiamomis Igstelémis, gali trukdyti, t.y. inhibuoti T
lastelés/APC lgstelés sgveika ir duoti imuniniy atsaky reguliavima,

Siame isradime pateikiami imuniniy atsaky negatyviosios moduliacijos
budai. Imuninio atsako negatyvioji moduliacija tirpiomis CTLA4 mutantinémis
molekulémis gali vykti inhibuojant arba blokuojant jau besivystant| imuninj
atsakg arba gali apimti apsisaugojima nuo imuninio atsako sukélimo. Tirpios
Sio iSradimo CTLA4 molekulés gali inhibuoti aktyvuoty T Igsteliy funkcijas,
tokias kaip limfocity proliferacija ir citokiny sekrecija, slopinant T Igsteliy
atsakus arba sukeliant specifinj toleravimg T lIgstelése, arba abu S$iuos
procesus.

 Toliau &iame isradime yra pateikiami imuninés sistemos ligy gydymo
badai ir tolerancijos sukélimas. Konkreciuose jgyvendinimo variantuose
imuninés sistemos ligose tarpininkauja CD28- ir/arba CTLA4-teigiamy Igsteliy
saveikos su CD80-/CD86-teigiamomis Igstelémis. Kitame gyvendinimo
variante yra inhibuojamos T Igsteliy sgveikos. Imuninés sistemos ligos apima,
bet jomis neapsiribojama, autoimunines ligas, imunoproliferacines ligas ir su

implantu susijusias ligas. Sie badai apima S$io idradimo tirpios CTLA4
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mutantinés molekulés skyrima subjektui, kad buty reguliuojama T lasteliy
saveika su CD80- ir/arba CD86-teigiamomis lgstelémis. Kitu atveju, gali bati
skiiamas CTLA4 mutantinis hibridas, turintis membraninj glikoproteina,
prijungta prie CTLA4 mutantinés molekulés. Su implantu susijusiy ligy
pavyzdZiais yra implantas- -prie$-Seimininkg liga (GVHD) (pvz. liga, kuri gali
atsirasti deI kauly Giulpy transplantacijos arba sukeliama tolerancija), imuniniai
sutnklmal susije su implanto atmetimu, chronigki atmetimai ir audiniy, arba
lasteliy alo- arba ksenoimplantai, skaitant kietus organus, odg, saleles,
raumenis, hepatocitus, neuronus. Imunoproliferaciniy, ligy pavyzdZiais yra, bet
jais neapsiribojama, psoriazeé, T lasteliy limfoma, T Igsteliy, ami limfoblastine
leukemija, séklidiné angiocentriné T lasteliy limfoma, gerybinis limfocitinis
angitas; ir autoimuninés ligos, tokios kaip vilkligé (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, | tipo cukrinis
diabetas), geros ganyklos sindromas, sunkioji miastenija, pasliné, Krono liga,
simpating oftalmija, autoimuninis uveitas, i§sétiné skleroze, autoimuniné
hemolitiné anemija, idiopatiné trombocitopenija, pirmine tulZies cirozé,
chroninis hepatitas, opinis kolitas, Sjogren’o sindromas, reumatinés ligos
(pvz., reumatinis artritas), polimiozitas, skleroderma ir midri jungiamojo
audinio liga.

Siame iSradime taip pat yra pateikiamas subjekto kieto organo ir/arba
audinio transplanto atmetimo inhibavimo  badas, kur subjektas yra
transplantuoto audinio recipientas. Paprastai audiniy, transplantavimo atveju
persodinto gyvo audinio atmetimas prasideda atpaZjstant svetimas T lasteles,
po to eina imuninis atsakas, kuris suardo persodintg audinj. Sio isradimo
tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, inhibuodamos T limfocity proliferacijg
irfarba citokiny sekrecija, gali sumazinti audinio destrukcijg, ir atsirades
antigenui specifiniy T Igsteliy nejautrumas gali duoti ilgalaikg implanto
tolerancij ir nebereikéti bendrojo imunoslopinimo. Be to, tirpios $io iSradimo
CTLA4 mutantinés molekulés gali bati vartojamos su kitais vaistais, jskaitant,
bet neapsiribojant, kortikosteroidus, ciklosporing, rapamicin, mikofenoliatg
mofetilg, azatioprina, takrolizma, baziliksimaba ir/arba kitus biopreparatus.
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Siame isradime taip pat yra pateikiami subjekto $eimininkas-pries-
implantg ligos inhibavimo badai. Sie badai apima $io isradimo tirpios CTLA4
mutantinés molekulés, vienos arba kartu su kitais papildomais ligandais,
reaguojanciais su IL-2, IL-4 arba y-interferonu, skyrimg subjektui. PavyzdZiui,
Sio i8radimo tirpi CTLA4 mutantiné molekulé gali bati skiriama kauly &iulpy
recipientui donoriniy T lasteliy aloreaktingumui inhibuoti. Kitu ‘atveju,
donorinés T Igstelés persodinamuose kauly ¢iulpuose gali bati tolerizuojamos
recipiento aloantigeny atzvilgiu ex vivo prie$ transplantacija.

T lasteliy atsaky inhibavimas CTLA4 mutantinémis molekulémis taip
pat gali bati naudingas gydant autoimuninius sutrikimus. Daugelis
autoimuniniy sutrikimy atsiranda dél netinkamo aktyvavimo T lIasteliy, kurios
yra reaktingos antigeny atzvilgiu ir kurios skatina citokiny ir autoantikiny
gaminimasi, kurie dalyvauja ligos patologijoje. Tirpios CTLA4 mutantinés
molekulés jvedimas subjektui, turin€iam imuninj sutrikimg arba imliam
imuniniam sutrikimui, gali apsaugoti nuo autoreaktingy T Igsteliy aktyvacijos ir
gali sumazinti arba pasalinti ligos simptomus. Sis btidas taip pat gali apimti
skyrimg $io iSradimo tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, vienos arba kartu
su kitais papildomais ligandais, reaguojandiais su IL-2, IL-4 arba y-interferonu.

Sis idradimas taip pat apima tirpiy CTLA4 mutantiniy molekuliy
panaudojimg kartu su kitais imunodepresantais, pvz. ciklosporinu (Zr.
Mathiesen, in “Prolonged Survival and Vascularization of Xenografted Human
Glioblastoma Cells in the Central Nervous System of Cyclosporin A-Treated
Rats"™(1989) Cancer Lett., 44:151-156), prednizonu, azatioprinu ir
metotreksatu (R. Handschumacher “Chapter 53: Drugs Used for
Immunosuppression”, p. 1264-1276). Galimi ir kiti imunodepresantai.
Pavyzdziui, gydant reumatinj artritg, tirpios CTLA4 mutantinés molekules gali
bati vartojamos kartu su vaistais, {skaitant, bet neapsiribojant,
ko.rtikosteroidus, nesteroidinius prieSuzdegiminius vaistus/Cox-2 inhibitorius,
metotreksatg,  hidroksichlorokving,  sulfazalopring, aukso  druskas,
etanercepta, infliksimaba, anakinrg, azatiopring ir/arba kitus biopreparatus,
panaSius | anti-TNF. Gydant sisteming 'raudonajq vilklige, tirpios CTLA4
mutantinés molekulés gali bati vartojamos kartu su vaistais, {skaitant, bet

neapsiribojant, kortikosteroidus, citoksang, azatiopring, hidroksichlorokving,
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mikofenoliatini mofetila ir/arba kitus biopreparatus. Be to, gydant i$séting
skleroze tirpios CTLA4 mutantinés molekulés gali bati vartojamos kartu su
vaistais, iskaitant, bet neapsiribojant, kortikosteroidus, interferong beta-1a,
interferong beta-1b, glatiramero acetats, mitoksantrono hidrochlorida ir/arba
kitus biopreparatus. )

Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés (geriausia L104EA29YIg) téip 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
CDB80, tirpiu CD86, tirpiu CD28, tirpiu CD56, tirpiu Thy-1, tirpiu CD3, tirpiu
TCR, tirpiu VLA-4, tirpiu VCAM-1, tirpiu LECAM-1, tirpiu ELAM-1, tirpiu CD44,
antikGinais reaguojanciais su gp39, antikiinais reaguojanciais su CDA40,
antikGnais reaguojandiais su B7, antikiinais reaguojanciais su CD28,
antikanais reaguojanciais su LFA-1, antikinais reaguojanciais su LFA-2,
antikQnais reaguojanciais su IL-2, antikiinais reaguojanciais su IL-12,
antikGnais reaguojanciais su IFN-gama, antiklinais reaguojanciais su CD-2,
antikdinais reaguojanciais su CD48, antiklinais reaguojanciais su bet kuriuo
ICAM (pvz. ICAM-2), antikGinais reaguojanciais su CTLA4, antikiinais
reaguojanéiais su Thy-1, antiklinais reaguojanéiais su CD56, antikiinais
reaguojandiais su CD3, antikGnais reaguojandiais su CD29, antikainais
reaguojanciais su TCR, antikGnais reaguojanéiais su VLA-4, antikiinais
reaguojanciais su VCAM-1, antikGinais reaguojanéiais su LECAM-1,
antikOnais reaguojandiais su ELAM-1, antiklinais reaguojanciais su CD44.
Tam tikruose [gyvendinimo variantuose tinkamesni yra monokloniniai
antikonai. Kituose jgyvendinimo variantuose yra pageidautini antikiiny
fragmentai. Specialistai nesunkiai supras, kad derinyje gali bati Sio 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 t.t.
Optimalds deriniai ir dozés gali bati nustatomos ir optimizuojamos naudojant
specialistams Zinomus badus.

Kai kurie konkretis deriniai yra tokie: L104EA29Ylg ir CD80 mAb;
L104EA29YIlg ir CD86 mAb; L104EA29YIlg, CD80 mAb ir CD86 mAD;
L104EA29YIlg ir gp39 mAb; L104EA29YIg ir CD40 mAb; L104EA29YIg ir
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CD28 mAb; L104EA29YIg, CD80 ir CD86 mAb ir gp39 mAb; L104EA29YIg
CD80 ir CD86 mADb ir CD40 mAb; ir L104EA29YIg, anti-LFA-1 mAb ir anti-gp
mADb. Specifinis gp39 mAb pavyzdys yra MR1. Specialistai nesunkiai jvertins
ir supras kitus derinius.

~ Tirpios $io iSradimo mutantinés molekulés, pavyzdZiui L104EA29YIg,
gali bati vartojamos kaip vienintelis veiklusis ingredientas arba kartu su kitais
vaistais ifnunomoduliavimo rezimuose arba su kitais prieSuzdegiminiais
agentais, pvz. gydymui arba apsisaugojimui nuo alo- arba ksenoimplanto
Omaus arba chronisko atmetimo, arba uZdegiminiy arba autoimuniniy
sutrikimy, arba tolerancijai indukuoti. PavyzdZiui, jos gali bati naudojamos
derinyje su Kkalcineurino inhibitoriumi, pvz. ciklosporinu A arba FK506;
imunodepresiniu mAbrolidu, pvz. rapamicinu arba jo dariniais; pvz. 40-O-(2-
hidroksi)etil-rapamicinu, limfocitus nukreipiangiu agentu, pvz. FTY720 arba jo
analogu; kortikosteroidais; ciklofosfamidu; azatioprenu; metotreksatu;
leflunomidu arba jo analogu; mizoribinu; mikofenolio rag3timi; mikofenoliato
mofetilu; 15-deoksispergualinu arba jo analogu; imunodepresiniais
monokloniniais antikGinais, pvz. monokloniniais antikanais leukocity
receptoriams, pvz., MHC, CD2, CD3, CD4, CD11a/CD18, CD7, CD25, CD27,
B7, CD40, CD45, CD58, CD137, ICOS, CD150 (SLAM), OX40, 4-1BB arba jy
ligandais; arba kitais imunomoduliaciniais junginiais, pvz. CTLA4/CD28-lg
arba kitais adheziniy molekuliy inhibitoriais, pvz. mAb arba maZos
molekulinés masés inhibitoriais, jskaitant LFA-1 antagonistus, selektino
antagonistus ir VLA-4 antagonistus. Sis junginys yra ypatingai tinkamas
derinyje su junginiu, kuris konkuruoja su CD40 ir jo ligandu, pvz. antikinai
prie§ CD40 arba antikiinai prie§ CD40-L, pvz. auk3€iau minétose indikacijose,
pvz. tolerancijai sukelti.

Kur tirpios $io iSradimo CTLA4 mutantinés molekulés yra skiriamos
dérinyje su kita imunodepresine/imunomoduliacine arba prieSuZdegimine
terapija, pvz. taip, kaip apraSyta aukSCiau, kartu - skiriamo
imunodepresanto/imunomoduliatoriaus arba prieSuzdegiminio junginio dozes,
Zinoma, keisis priklausomai nuo naudojamo kovaisto tipo, pvz. ar jis yra
steroidas, ar ciklosporinas, nuo konkretaus vartojamo vaisto, nuo gydomos

baklés ir t.t.
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Pagal auk3¢&iau duota apradyma, Siame iSradime yra pateikiami dar ir
kitu aspektu auksciau aprasyti badai, apimantys terapiskai efektyvaus kiekio
&io iSradimo tirpiy CTLA4 mutantiniy molekuliy, L104EA29Yig (laisvos formos
arba farmaciékai priimtinos druskos formos) ir antrosios vaistinés medziagos,
kur §i antroji vaistiné medZiaga yra imunodepresantas, imunomoduliatorius
arba prieéuidegiminis vaistas, bendra vartojima, pvz. kartu arba pakaitomis,
kaip nurbdyta auksdiau. Taip pat yra pateikiami terapiniai deriniai, pvz.
rinkinys, pvz. naudojimui bet kuriame i$ auksciau aprasyty bady, i kurj jeina
L104EA29YIg (laisvos formos arba farmaciskai priimtinos druskos formos),
skirtas naudoti kartu arba pakaitomis, su bent viena farmacine kompozicija,
turingia imunodepresanto, imunomoduliatoriaus arba prie$uzdegiminio vaisto.

Rinkinyje gali bati nurodymai apie jo vartojima.
810 1ISRADIMO MOLEKULIY PAGAMINIMO BUDAI

CTLA4 mutantinés molekulés gali bati ekspresuojamos prokariotinése
lastelése. Dazniausiai prokariotus atstovauja jvairis bakterijy kamienai.
Bakterijos gali bati gram-teigiamos arba gram-neigiamos. Paprastai
tinkamiausios yra gram-neigiamos bakterijos, tokios kaip E. coli. Taip pat gali
bati naudojami ir kiti mikroby kamienai.

CTLA4 mutantines molekules koduojangios sekos gali bati iterptos i
vektoriy, skirta svetimoms sekoms ekspresuoti prokariotinése lastelése,
tokiose kaip E. coli. Siuose vektoriuose gali bati paprastai naudojamos
prokariotinés kontrolinés sekos, kurios yra gia apibadintos kaip turinCios
transkripcijos iniciacijos promotorius, esant reikalui, su operatoriumi, kartu su
ribosominés ridancios vietos sekomis, ir apimti tokius paprastai naudojamus
promotorius, kaip beta-laktamazés (penicilinazés) ir laktozés (lac) promotoriy
siétemq (Chang et al., (1977) Nature 198:1056), triptofano (trp) promotoriy,
sistema (Goeddel, et al., (1980) Nucleic Acid Res. 8:4057) ir i§ lambda iSvestg
P, promotoriy, bei N-geno ribosoming risancia vieta (Shimatake, et al., (1981)
Nature 292:128).

| tokius ekspresijos vektorius taip pat jeis replikacijos pradZios ir
atrankos 2ymeés, tokios kaip  beta-laktamazes arba  neomicino

fosfotransferazés genai, suteikiantys atsparumg antibiotikams, taip kad
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vektoriai gali dvigubéti bakterijose, ir Sias plazmides turinCios Igstelés gali bati
atrinktos auginant su antibiotikais, tokiais kaip ampicilinas arba kanamicinas.

Ekspresijos plazmidé gali bati jvesta | prokariotines lasteles vairiais
standartiniais baidais, jskaitant, bet neapsiribojant, CaCl, $okg (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 $io i$radimo praktikg eukariotinés Iasteles taip pat yra tinkamos
Seimininko lastelés. Eukariotiniy Igsteliy pavyzdziais yra bet kokios gyviny
lastelés, kaip pirminés, taip ir imortalizuotos, mielés (pvz. Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe ir Pichia pastoris) ir augaly lastelés.
Gyvany lIgsteliy, kurios gali bati naudojamos geimininkais, pavyzdZiais yra
mielomos, COS ir CHO lastelés. Ypatingos CHO lastelés 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 Igsteliy linija (Clontech), CHO pazymeéta ECACC
85050302 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK), CHO kionas 13 (GEIMO,
Genova, IT), CHO klonas B (GEIMO, Genova, IT), CHO-K1/SF, pazymeta
ECACC 93061607 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK) ir RR-CHOK1, pazymeta
ECACC 92052129 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK). Augaly lasteliy
pavyzdZiais yra tabako (istisas augalas, lasteliy kultdra arba antauga),
kukurdzy, sojos ir ryZiy lastelés. Taip pat priimtinos yra kukurazy, sojos ir
ryziy séklos.

CTLA4 mutantines molekules koduojangios nukleorigd¢iy sekos taip
pat gali bati jterptos | vektoriy, skirtg svetimoms sekoms ekspresuoti
eukariotiniame &eimininke. Sio vektoriaus reguliaciniai elementai gali kisti
priklausomai nuo konkretaus eukariotinio $eimininko. |

Paprastai naudojamos eukariotings kontrolinés sekos, skirtos naudoti
ekspresijos vektoriuose, apima promotorius ir kontrolines sekas, suderinamas
su zinduoliy lastelémis, tokias kaip, pavyzdziui, CMV promotorius (CDM8
vektoriui) ir pauk3¢&iy sarcoma virusas (AVS) (=LN 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
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promotoriai, tokie kaip promotoriai i§vesti i§ poliomos, adenoviruso 2 ir jaucio
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 srfti, arba
po jos.

Ekspresijos vektoriy eukariotiniy $eimininky lasteléms pavyzdZziiais yra,
bet jais neapsiribojama, vektoriai Zinduoliy 3eimininky lasteléms (pvz., BVP-1,
pHyg, pRSV, pSV2, pTK2 (Maniatis); pIRES (Clontech); pRc/CMVZ2,
pRc/RSV, pSFV1 (Life Technologies); pVPakc vektoriai, pCMV vektoriai,
pSG5 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 koduojan&ios nukleorig$ciy sekos gali
integruotis | eukariotinio $eimininko lastelés genoma ir dvigubéti kaip
geiminiko genomo kopijos. Kitu atveju, CTLA4 mutantines molekules neSantys
vektoriai gali turéti replikacijos pradZias, duodancCias ekstrachromosominiy
kopijy susidarymo galimybe. '

Nukleoriigi&iy seky ekspresijai Saccharomyces cerevisiae gali bati
naudojama replikacijos pradZia i¥ endogeninés mieliy plazmides (2 ratas)
(Broach, (1983) Meth. Enz. 101:307). Kitu atveju gali bati naudojamos sekos
i§ mieliy genomo, galingios skatinti autonoming replikacija (zr. pavyzdziui,
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 glikolizihiq
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 COM8 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.
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Kitais promotoriais yra indukuojami promotoriai, nes jie gali bati
reguliuojami aplinkos stimuly arba lasteliy augihimo terpés. Tokie indukuojami
promotoriai apima promotorius i geny S$ilumos Soko baltymams,
alkoholdehidrogenazei 2, izocitochromui ¢, ragstinei fosfatazei, fermentams,
susijusiems su azoto katabolizmu, ir fermentams, atsakingiems uz maltozés ir
galaktozés utilizavima. :

Koduojanéios sekos 3'-gale gali bati prijungtos reguliacinés sekos.
Tokios sekos gali veikti stabilizuodamos informacing RNR. Sios baigmés
sekos yra randamos 3’ netransliuojamoje srityje po koduojanciy seky keliuose
iSvestuose i$ mieliy ir Zinduoliy genuose.

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

Bendruosius Zinduoliy lasteliy $eimininko sistemos transformavimo
aspektus aprasé Axel (JAV patentas Nr. 4399216, publikuotas 1983 m.
rugpjadio 16 d.). Zinduoliy lastelés gali bati transformuotos badais, jskaitant
(bet neapsiribojant) transfekcijg esant kalcio fosfato, mikroinjekcijomis,
elektroporacija arba transdukcija virusiniais vektoriais.

Svetimos DNR jvedimo | augaly lasteliy ir mieliy genomus badai yra:
(1) mechaniniai badai, tokie kaip DNR mikroinjekcijos { atskiras lasteles arba
protoplastus, maidant lasteles su stiklo granuléemis, esant DNR, arba {Saunant
DNR padengtus volframo arba aukso rutuliukus | lasteles arba protoplastus;
(2) jvedant DNR, kai Iasteliy membranos padaromos laidZiomis
makromolekuléms, veikiant polietilenglikoliu arba didelés ftampos elektriniais
impulsais (elektroporacija), arba (3) panaudojant liposomas (turin€ias DNR),
kurios susilieja su lasteliy membranomis. ‘

CTLA4 mutantiniy molekuliy ekspresija gali bati nustatyta
specialistams Zinomais budais. PavyzdZiui, mutantines molekulés gali buti
detektuojamos nudaZant Coomassie SDS-PAGE gelius ir imunoblotingo
badu, naudojant antikinus, kurie riSasi su CTLA4. Baltymo i8gavimas gali bati
vykdomas naudojant standartines baltymy gryninimo priemones, pvz.
giminingumo chromatografijg arba jony mainy chromatografijg, gaunant i$
esmés gryna produktg (R. Scopes in: Protein Purification. Principles and
Practice”, Third Edition, Springer-Verlag (1994)).
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I$radime toliau yra pateikiamos tirpios CTLA4 mutantinés molekules,

produkuotos kaip aprasyta auk$ciau.
MUTAGENEZE CTLA4lg KODONU PAGRINDU

Viename jgyvendinimo variante keletui mutacijy, kurios pageriné’ polinkj
susiristi s‘u CD86, CTLA4 ekstralgstelinéje dalyje identifikuoti buvo panaudota
vietai specifiné mutagenezé ir nauja skryningo metodika. Siame variante
mutacijos buvo vykdomos CTLA4 ekstralastelinés dalies srities lieckanose nuo
serino 25 iki arginino 33, C' grandingje (alaninas 49 ir treoninas 51), F
grandingje (lizinas 93, glutamo ragstis 95 ir leucinas 96) ir srityje nuo
metionino 97 iki tirozino 102, tirozino 103 iki glicino 107 ir G grandinéje
glutamino 111, tirozino 113 ir izoleucino 115 padétyse. Sios vietos buvo
pasirinktos remiantis chimeriniy CD28/CTLA4 suliety baltymy tyrimais (Peach
et al., J. Exp. Med., 1994, 180:2049-2058) ir modeliu, numatanéiu, kuri i$
aminorags&iy liekany, Soniniy grandiniy, bus i8lindusi | tirpiklj, ir kad tam tikrose
padétyse tarp CD28 ir CTLA4 néra aminortgsgiy liekanos identiskumo arba
homologijos. Be to, bet kuri liekana, kuri erdviSkai yra labai arti (5-20
angstremy) prie identifikuoty liekany, yra laikoma $io iSradimo dalimi.

Tirpiy CTLA4 mutantiniy molekuliy, turin¢iy pakeistus afiniSkumus
CD80 irfarba CD86, sintezei ir skryningui buvo pritaikyta dvistadijine
strategija. Eksperimentai pirmiausia pareikalavo sukurti mutacijy bibliotekg
prie specifinio CTLA4 ekstralgstelinés dalies kodono ir po to atlikti jy
skryningag BlAcore analizés bldu, identifikuojant mutantus su pakeistu
reaktingumu CD80 arba CD86 at2vilgiu. Biacore testo sistema (Pharmacia,
Piscataway, N.J.) naudoja paviriaus plazmony rezonanso detektoriaus
sistema, kurioje i§ esmés dalyvauja kovalentinis CD80lg, arba CD86lg
susiri§imas su dekstranu padengta plokstele, kuri yra jtaisyta detektoriuje.
Tada testuojama molekulé gali bati jleidziama | kamera, kurioje yra
detektoriaus plokstelé, ir gali bati jvertinamas komplementaraus susiriSancio
baltymo kiekis pagal molekulinés masés pokytj, kuris atsiranda del fizikines
asociacijos su dekstranu padengta sensoriaus plok3telés puse; §{ molekulines
masés pokytj gali iSmatuoti detektoriaus sistema.
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ISRADIMO PRIVALUMAI

Kadangi CTLA4 susiriSimui su CD80 ir CD86 yra badingi dideli “{"
greiiai ir dideli disociacijos (“i§") greiCiai ir kadangi CTLA4lg-CD86
kompleksai disocijuoja mazdaug 5-8 greiciau nei CTLA41g-CD80 kompleksai,
tiketina, kad sulétinus CTLA4lg atskilimg nuo CDB80 ir/arba CD86, bus
gaunamoé molekulés, turinCios stipresnes imunodepresantines savybes. Taigi
manoma, kad tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, turinéios didesng suriSimo
su CD80- arba CD86-teigiamomis Igstelémis geba, lyginant su laukinio tipo
CTLA4 arba nemutuotomis VTLA4lg formomis, efektyviau blokuos antigenui
specifiniy aktyvuoty Igsteliy atsiradimg, nei laukinio tipo CTLA4 arba
nemutuotos VTLA4Ig formos.

Be to, CTLA4Ig produkcijos kainos yra labai didelés. Didelés gebos
mutantinés CTLA4lg molekulés, turinCios labai stiprias imunodepresantines
savybes, gali bati naudojamos klinikoje daug maZesnémis dozémis nei
nemutuotas CTLA4lg, pasiekiant panasy imunodepresijos lygj. Taigi, tirpios
CTLA4 mutantinés molekulés, pvz. L104EA29YIg, gali bati labai efektyvios
kainos poZidriu.

Toliau duoti pavyzdziai yra pateikiami Siam iSradimui pailiustruoti ir
padéti specialistams pagaminti ir panaudoti Sias molekules. Nelaikoma, kad
Sie pavyzdziai kokiu nors badu riboja iSradimo sfera.

PAVYZDZIAI

1 PAVYZDYS

Siame pavyzdyje yra pateikiamas baduy, naudotq Sio iSradimo tirpias
CTLA4 mutantines molekules koduojanéiy nukleotidy sekoms generuoti,
apraSymas. Buvo generuotas vienos vietos mutantas L104Elg ir iStirta
susiri§imo su CD80 irfarba CD86 kinetika. L104Elg nukleotidy seka buvo
panaudota kaip matrica generuoti dvigubos vietos mutanto CTLA4 seka,
L104EA29YIg, ir buvo istirta susiris§imo su CD80 ir/arba CD86 kinetika.
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Mutagenezé CTLA4Ig kodono pagrindu

Buvo iStobulinta mutagenezés ir skryningo strategija mutantinéms
CTLA4lg molekulems, kurios turi létesnius disociacijos i§ CD80 ir/arba CD86
molekusiy komplekso greiCius (“i§" greicius), identifikuoti. Vienos"‘ vietos
mutantinés nukleotidy sekos buvo generuotos matrica naudojant CTLA4Ig
(JAV patentai Nr.Nr. 5844095, 5851795 ir 5885796; ATCC depozito Nr.
68629). Mutageniniai nukleotidiniai PGS pradmenys buvo suplanuoti
specifinio kDNR kodono atsitiktinei mutagenezei, leidZiant bati bet kokiai
bazei kodono 1 ir 2 padétyse, bet tik guaninui arba timinui 3 padétyje (XXG/T,
taip pat zinomas kaip NNG/T). Siuo badu specifing aminoragstj koduojanﬁs
kodonas gali bati atsitiktinai mutuotas, kad galéty koduoti bet kurig i5 20
aminorigs¢iy. PGS produktai, koduojantys mutacijas prie CTLA4lg'o -M97-
G107 (zr. fig.7 arba 8) buvo skaldomi Sacl/Xbal ir {klonuoti | pana3iai
sukarpyta CTLA4lg nLN ekspresijos vektoriy. Sis badas buvo panaudotas
vienos vietos CTLA4 mutantinei molekulei L104Elg gaminti (fig. 8).

Mutagenezei prie CTLA4lg S25-R33, panaudojant | PGS pradmenj
nukeipta mutageneze, pirmiausia i $ig kilpg 5' buvo jvesta tyli Nhel kirpimo
vieta. PGS produktai buvo skaldomi Nhel/Xbal ir jklonuoti | panasSiai
sukarpytus CTLA4lg arba L104Elg ekspresijos vektorius. Sis badas buvo
panaudotas dvigubos vietos CTLA4 mutantinei molekulei L104EA29YIg (fig.7)
gaminti. Konkreciau, nukleorigsties molekulé, koduojanti vienos vietos
CTLA4 mutanting molekule, L104Elg, buvo panaudota kaip matrica dvigubos
vietos CTLA4 mutantiei molekulei, L104EA29YIlg, gauti. piLN vektorius,
turintis L104EA29YIg, parodytas fig.12.

2 PAVYZDYS

Toliau duodamas skryningo metody, naudojamy identifikavimui vienos
vietos ir dvigubos vietos mutantiniy CTLA4 polipeptidy, ekspresuoty i3 1
pavyzdyje aprasyty konstrukty, kurie turi didesng suri§imo su CD80 ir CD86
antigenais gebg nei nemutuotosCTLA4Ig molekulés, apradymas.
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Dabartiniai in vitro ir in vivo tyrimai rodo, kad pats CTLA4lg negali pilnai
blokuoti antigenui specifiniy aktyvuoty lasteliy atsiradimo. CTLA4lg ir bet kurio
i§ CD80 arba CD86 specifiniy monokloniniy antikiiny in vitro tyrimai,
matuojant T lasteliy proliferacijos inhibavimg rodo, kad anti-CD80
monokloninis antikinas nedidina CTLA4lg inhibavimo. Taciau anti-CD86
monokloninis antikinas didina inhibavima, kas rodo, kad CTLA4ig neéra
veiksmingas blokuojant CD86 saveikas. Sie duomenys patvirtina ankstesnius
Linsley et al. (Immunity, (1994) 1:793-801) duomenis, rodan¢ius, kad CD80
tarpininkaujamiems Igsteliy atsakams inhibuoti reikia mazdaug 100 karty
mazZesniy CTLA4lg koncentracijy, nei CD86 tarpininkaujamiems atsakams.
Remiantis $iais duomenimis buvo daroma prielaida, kad tirpios CTLA4
mutantinés molekulés, turindios didesnj polinkj { CD86 nei laukinio tipo
CTLA4, turéty geriau blokuoti antigenui specifiniy aktyvuoty Igsteliy
atsiradima, nei CTLA4Ig.

Siuo tikslu buvo atliekamas auk$&iau duotame 1 pavyzdyje aprasyty
mutantiniy 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 bada,
igalinantj tiesiogiai identifikuoti mutantus su pastebimai maZesniaais “i§”
greigiais, ir jam nereikeéjo baltymo i§gryninimo arba kiekio nustatymo, nes “is”
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 keleta 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
béltqu specifinis suri§imas ir disociacija (O'Shannessy et al., (1993) Anal.
Biochem., 212:457-468). Visi eksperimentai buvo atlikti naudojant BlAcore™
arba BlAcore™ 2000 biosensorius 25 °C temperattroje. Ligandai buvo
imobilizuoti ant tyrimy markés NCM5 sensoriaus ploksteliy (Pharmacia),
naudojant  N-etil-N’"-(dimetilaminopropil)karbodiimid-N-hidroksisukcinimidinj
kopuliavima (Johnson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198:268-277; Khilko,
S.N., et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:5425-15434).
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Skryningo metodas

COS Iastelés, augintos 24 duobuciy auginimo plokstelése, buvo viena
po kitos transfekuotos DNR, koduojancia mutantinj CTLA4lg. Po trijy dieny
buvo surinkta sekretuotg tirpy mutantini CTLA4Ig turinti auginimo terpé.

Kbndicionuota COS Igsteliy auginimo terpé buvo leidZiama per BlAcore
biosensoriaus ploksteles, padengtas CD86lg arba CD80lg (kaip apradyta
Green et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:26762-26771) ir buvo identifikuotos
mutantines molekulés, kuriy “i§" grei¢iai buvo mazesni nei laukinio tipo
CTLA4lg. Buvo sekvenuotos kDNR, atitinkanCios atrinktus terpés meéginius, ir
buvo pagaminta DNR, kad baty galima atlikti didesnio masto COS Iasteliy
pereinamaja transfekcija, i§ kuriy po baltymo A iSskyrimo i§ auginimo terpes
buvo pagamintas mutantinis CTLA4lg baltymas.

BlAcore analizés salygos ir pusiausvyrinio suri§imo duomeny analize
buvo atlikta pagal Green et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:26762-26771 duotg
aprasyma ir taip, kaip Cia aprasyta.

BlAcore duomeny analizé

Pries analize sensogramy bazinés linijos buvo normalizuotos iki nulinio
atsako vienety (RU). Méginiai buvo perleidZiami per kontrolines derivatizuotas
pratekamas celes, nustatant fonines atsako vienety (RU) reikSmes,
atsiradusias dél tariniy loZio rodikliy skirtumy, tarp tirpalu. Pusiausvyrinés
disociacijos konstantos (Kq) buvo i§skaiiuotos i$ Req priklausomybés nuo C
grafiky, kur Req yra pusiausvyrinis atsakas minus kontrolinés derivatizuotos
plpkételés atsakas, o C yra analites moliné koncentracija. Suri§imo kreivés
buvo analizuotos naudojant komercing netiesinés kreives aproksimacijos
programa (Prism, GraphPAD Software).

Pirmiausia eksperimentiniai duomenys buvo derinami su vieno ligando
suri&imo su vienu receptoriumi modeliu (1 vietos modelis, ty. paprasta
Langmiuro sistema, A+B <AB), o pusiausvyrinés asociacijos konstantos

(Ks=[A]o[BNAB]) buvo apskaigiuoti i§ lygties R=Rmax*C/(K¢*+C). Po to
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duomenys buvo derinami su paprasciausiu dviejy viety ligando suri§imo
modeliu (t.y. su receptoriumi, turindiu dvi nesgveikojancias nepriklausomas
suridimo vietas, apradant lygtimi R=Rax1#C\(Ky1+C)+ RmaxzeC\(Kg2+C)).

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

Asociacijos ir disociacijos analizés buvo vykdomos naudojant BIA
jvertinimo 2.1 programg (Pharmacia). Asociacijos grei€io konstantos k; buvo
apskaiciuotos dviem bidais, priimant ir homogenines vienos vietos sgveikas,
ir lygiagrecias dviejy viety sgveikas. Vienos vietos sgveiky atveju k; reikSmés
buvo apskaiciuotos pagal lygt] Ri=Req(1 -exp™t) kur R; yra atsakas duotu
laiku t, Req yra pusiausvyrinis atsakas, t, yra injekcijos pradzios laikas, o
ks=dR/dT=kCkis ir kur C yra analités koncentracija, apskaiCiuota iSreiSkiant
monomerinémis suriSimo vietomis. Dviejy viety sgveiky atveju k; reikSmes
buvo apskaitiuotos pagal lygti Ri=Reqi(1-exp™*'¢)+ Rega(1-exp™s#+),
Kiekvienam modeliui k; reikSmés buvo nustatytos i apskaiCiuoto ks
priklausomybés nuo C polinkio (iki mazdaug 70 % maksimalios ésociacijos).

Disociacijos duomenys buvo analizuojami pagal vienos vietos
(AB=A+B) arba dviejy viety (AiBj=Ai+Bj) modelius, o greitio konstantos (ki)
buvo apskaiCiuotos i§ geriausios aproksimacijos kreiviy. Buvo naudotas
vienos vietos suriS§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 priklausomybeg t;2=0,693/ki,

buvo apskaiciuoti receptoriaus suri§imo puslaikiai.

Srauto citometrija

Pelés mAb L307.4 (anti-CD80) buvo gauti iS Becton Dickinson (San
Jose, California), o IT2.2 (anti-B7-0 [dar Zinomas kaip CD86]) i§ Pharmingen
(San Diego, Kalifornija). Imuniniam nudaZymui CD80-teigiamos ir/arba CD86-

teigiamos CHO Igstelés buvo iSimtos i§ jy auginimo indy inkubuojant
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fosfatiniame ir druskos buferyje (PBS), turin¢iame 10 mM EDTA. CHO
lgsteles (1-10 x 10%) 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). qutelés
paskutini kartg perplaunamos ir analizuojamos FACScan (Becton Dickinson).

SDS-PAGE ir molekuliniy siety chromatografijia

SDS-PAGE buvo vykdomas per Tris/glicino 4-20 % akrilamidinius
gelius (Novex, San Diego, CA). Analitiniai geliai buvo dazomi Coomassie Blue
ir skaitmeninio skanavimo btidu buvo gaunami $lapiy geliy atvaizdai. CTLA4lg
(25 png) ir L104EA29YIlg (25 pg) buvo analizuojami molekuliniy siety
chromatografijos metodu, naudojant TSK-GEL G300 SWy_ kolonélg (7,8 x
300 mm, Tosohaas, Montgomeryville, PA), pusiausvyrintg fosfatiniame
druskos buferyje, turiné¢iame 0,02 % NaNs, naudojant 1,0 mi/min. srauto greitj.

CTLA4Xc120s ir L1I04EA29Y Xc1208

Viengrandininé CTLA4Xci20s buvo paruodta pagal anksiau duotg
aprasyma (Linsley et al., (1995) J. Biol. Chem., 270:15417-15424). Trumpai
tariant, onkostatiho M CTLA4 (OMCTLA4) ekspresijos plazmidé buvo
naudojama kaip matrica, prieSakinis pradmuo
GAGGTGATAAAGCTTCACCAATGGGTGTACTGCTCACACAG
buvo pasirinktas taip, kad atitikty vektoriaus sekas, o atvirkstinis pradmuo
GTGGTGTATTGGTCTAGATCAATCAGAATCTGGGCACGGTTC
atitiko paskutines septynias aminoragstis (t.y. aminoragstis 118-124)
ekstralgstelinéje CTLA4 dalyje ir turéjo restrikcijos fermento vietg ir stop-
kodong (TGA). Atvirkstinis pradmuo apibrézé C120S (cisteinas keiciamas
serinu 120 padétyje) mutacijg. Konkreciau, auk3Ciau parodyta atvirkstinio
pradmens nukleotidy seka GCA (34-36 nukleotidai) yra pakeista viena i$ tokiy
nukleotidy seky: AGA, GGA, TGA, CGA, ATC arba GCT. Specialistai supras,




% LT 5133 B

kad nukleotidy seka GCA yra atvirk§Cia komplementariai cisteino kodono
sekai. PanasSiu badu nukleotidy sekos AGA, GGA, TGA, CGA, ATC arba GCT
yra atvirk8¢ios komplementarioms serino kodony sekoms. Polimerazinés
grandinés sintezés produktai buvo skaldomi Hindlll/Xbal ir tiesiogiai jklonuoti |
ekspresijos vektoriy LN (Bristol-Myers Squibb Company, Princeton, NJ).
L104EA29YXc120s buvo pagaminta analogisku badu. Abu konstruktai buvo
patikrinti nustatant DNR sekas.

Didelés _ suriS§imo __gebos mutanty identifikavimas ir biocheminis

charakterizavimas

Mutagenezei buvo pasirinktos 24 aminorigstys ir istirtas susidariusiy
~2300 mutantiniy baltymy susiri§imas su CD86lg panaudojant pavir§iaus
'plazmonq rezonansg (SPR; kaip apradyta auk$iau). Dominuojantys
mutagenezés kiekvienoje vietoje efektai susumuoti 1l lenteléje. Atrodo, kad
atsitiktiné kai kuriy aminorags¢iy mutagenezé S25-R33 srityje nekeicia
susiriS§imo su ligandu. Atrodo, kad E31 ir R33 ir M97-Y102 liekany
mutagenezé duoda sumazintg susiri§img su ligandu. S$25, A29 ir T30, K93,
L96, Y103, L104 ir G105 liekany mutagenezé davé baltymus su mazais i’
ifarba maZais “i§" greiGiais. Sie rezultatai patvirtina ankstesnius duomenis,
kad liekanos S25-R33 srityje ir liekanos M97-Y102 srityje arba netoli jos veikia
susiri8§img su ligandu (Peach et al., (1994) J. Exp. Med. 180:2049-2058.

S25, T30, K93, L96, Y103 ir G105 viety mutageneze leido identifikuoti
kai kuriuos mutantinius batymus, kurie turi mazesnius CD86lg komplekso “i§"
greiCius. Tacdiau Siais atvejais mazZesnis “i$" greitis buvo kompensuojamas
mazesnio “’ greidio, ir gauti mutantiniai baltymai, kuriy bendra susiri§imo su
CD86lg geba buvo mazdaug panasi i laukinio tipd CTLA4Ig geba. Be to, K93
mutagenezé dave agregacijg, kuri gali bati atsakinga uz pastebétus kinetikos
pokycius.

Atsitiktiné L104 mutagenezeé, po kurios buvo vykdoma COS Igsteliy
transfekcija ir auginimo terpés méginiq skryningas SPR metodu pagal
imobilizuotg CD86lg, davé SeSis terpés méginius, kuriuose buvo mutantiniai

baltymai su mazdaug 2 kartus mazZesniais “i§” greiCiais nei laukinio tipo
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CTLA4lg. Kai buvo sekvenuotos atitinkamos §iy mutanty kDNR, buvo rasta,
kad kiekviena i§ jy koduoja leucino mutacijg i glutamo ragst (L104E). Taigi,
leucino 104 pakeitimas asparto ragstimi, matyt, neveikia susiri§imo su
CD86lg.

Tada buvo pakartota mutagenezé kiekvienoje Il lenteléje iSvardintoje
vietoje, §i karta PGS matrica naudojant L104E vietoj laukinio tipo CTLA4|g,
kaip aprasyta auk3¢iau. SPR analizé, vél gi naudojant imobilizuotg CD86lg,

‘leido identifikuoti Sesis auginimo terpés méginius i§ alanino 29 mutagenezes,

turindius baltymy, kuriy “i§” grei€iai yra 4 kartus maZesni nei laukinio tipo
CTLA4lg. Du legiausi turéjo tirozino pakeitimg (L104EA29Y), du — leucino
(L104EA29L), vienas - triptofano (L104EA29W) ir vienas — treonino
(L104EA29T). Taigi, nebuvo nustatyta maZo “is" grei¢io mutanty, kai tik
vienas alaninas 29 buvo atsitiktinai mutuotas laukinio tipo CTLA4Ig.

I$gryninto L104E ir L104EA29Ylg molekulineé masé ir agregacijos
basena buvo nustatyta SDS-PAGE ir molekuliniy siety chromatografijos
metodais. L104EA29YIg (1 pg; 3 juostelé) ir L104Elg (1 pg; 2 juostelé) aiskiai
turi ta patj elektroforetini judruma kaip ir CTLA4lg (1 pg; 1 juostelé)
redukuojandiomis  (~50 kDA; +BME; plius 2-merkaptoetanolis) ir
neredukuojan&iomis (~100 kDA; -BME) salygomis (Fig.1 0A). Molekuliniy siety
chromatografija parodé, kad L104EA29YIg (Fig.10C) aidkiai turi tg patj
judruma, kaip ir dimerinis CTLA4lg (Fig.10B). DidZiausios smailés reiskia
baltymo dimera, o greifiau eliuuojama maZesné smailé fig.10B reiskia
didesnés molekulinés masés agregatus. Mazdaug 5,0 % CTLA4Ig yra
didesnés molekulinés masés agregaty pavidalo, bet néra L104EA29Ylg arba
L104Elg agregacijos poZymiy. Taigi stipresnis stebimas L104Elg ir
L104EA29YIg susiriS§imas su CD86lg negali bati priskiriamas mutagenezés

sukeltai agregacijai.

Pusiausvyros ir suri§imo kinetikos analizé

Pusiausvyros ir suriimo kinetikos analizé buvo atlikta naudojant
iSgrynintus A baltyma CTLA4lg, L104Elg ir L104EA29YIg pavirSiaus
plazmony rezonanso (SPR) metodu. Rezultatai parodyti | lenteléje. Stebimos




3 ~ LT5133B

pusiausvyrinés disociacijos konstantos (Kg; | lentelé) buvo apskaigiuotos i§
suriimo kreiviy, gauty koncentracijy (5,0-200 nM) ribose. L104EA29Ylg 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
L104EA29YIg susiri§imo su CD86lg gebg. Mazesné L104EA29YIg Ky (3,66
nM) nei L104Elg (4,47 nM) arba CTLA4lg (6,51 nM) rodo aidesneg
L104EA29YIg susirig&imo su CD80Ig geba,

SuriS§imo kinetikos analizé parodé, kad palyginamieji CTLA4lg,
L104Elg ir L104EA29YIg susiriS§imo su CD80 “{" greifiai yra panas$is |
susiriSimo su CD86lg “[' greiCius (I lentelé). Lyginant su CTLA4lg,
L104EA29YIg turi maZzdaug 2 kartus mazesnj CD80lg komplekso “i§" greitj ir
mazdaug 4 kartus mazesnj CD86Ig komplekso “i§” greitj. L104E turi tarpinius
“i8" grei€ius tarp L104EA29YIg ir CTLA4lg. Kadangi $iy mutacijy jvedimas
nezymiai veikia “{" greiCius, stebima didesné L104EA29YIlg susiri§imo su
CD80Ig ir CD86lg geba tikriausia yra dél “i§” greitiy sumazéjimo.

Norint nustatyti ar L104EA29YIg suri§imo su CD80lg ir CD86lg gebos
padidéjimas yra dél mutacijy, veikianciy kiekvieno monomero asociacijos |
dimerg bida, ar $j gebos padidéjima sukelia struktariniai kiekvieno monomero
poky¢iai, buvo pagaminti viengrandininiai CTLA4 ir L104EA29Y
ekstralastelinés dalies konstruktai po cisteino 120 mutagenezés | sering, kaip
apraSyta supra ir Linsley et al., (1995) J. Biol. Chem. 270:15417-15424. Prie$
ju susir8imo su ligandu analizg SPR metodu, analizuojant
gelchromatografijos metodu (Linsley et al., (1995), supra) buvo parodyta, kad
iSgryninti CTLA4Xci20s it L104EA29YXci20s baltymai yra monomeriniai.
Rezultatai parodé, kad abiejy monomeriniy baltymy susiri§imo su CD86lg
geba yra mazdaug 35-80 karty maZesne nei jy atitinkamy dimery, (I lentele).
Tai patvirtina anksciau publikuotus duomenis, nustatancius 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 CTLA4Xci2s. Sis padidintaé afiniSkumas yra dél mazdaug 3
kartus mazesnio atskilimo nuo abiejy ligandy greiCio. Taigi, stipresnis
L104EA29YX susiriSimas su ligandu tikriausiai yra dél geba sustiprinanéiy
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struktariniy poky¢iy, kurie buvo jvesti | monomering granding, o ne dél
molekulés dimerizacijos poky¢Ciy.

Suridimo geba didinanéiy mutacijy padéties ir struktariné analizé

Neseniai BMR spektroskopijos metodu buvo nustatya CTLA4 :IgV-tipo
ekstralastelinés dalies struktara tirpale (Metzler et al., (1997) Nature Struct.
Biol., 4:527-531. Tai leido identifikuoti leucino 104 ir alanino 29 tikslig padet]
trimatéje struktaroje (Fig.11A-B). Leucinas 104 yra netoli labai konservatyvios
MYPPPY aminortig&iy sekos. Alaninas 29 yra ties S25-R33 srities C-galu,
kuris yra erdvi$kai greta MYPPPY srities. Nors yra stipri saveika tarp Siy
dviejy sriciy baziy liekany, tikriausai néra tiesioginés saveikos tarp L104 ir
A29, nors jos abi sudaro dalj gretimos baltymo hidrofobines 3erdies. Abiejy
suri$imo geba stiprinandiy mutanty struktariniai padariniai buvo jvertinti
modeliuojant. A29Y mutacija gali bati nesunkiai pritaikyta plySyje tarp S25-
R33 srities ir MYPPPY srities. Laukinio tipo CTLA4 L104 sudaro stiprias
hidrofobines saveikas su L96 ir V94 ties MYPPPY sritimi. Labai nepanasu,
kad glutamo ragsties mutacija priima panasig | L104 konformacijg dél dviejy
priezaséiy. Pirmiausia, ilgesnei glutamo rugsties Soninei grandinei nepakanka
erdves be Zymiy S25-R33 srities perturbacijy. Antra, glutamo ragsties Soninés
grandinés neigiamo kriivio paslépimas hidrofobinéje srityje energetiskai turety
bati labai nepalankus. Vietoj to, modeliavimo tyrimai rodo, kad glutamo
ragsties Soniné grandiné is3oka | pavirSiy, kur jos krovi gali stabilizuoti
solvatacija. Tok{ konformacijos pokytj galima lengvai pritaikyti G105, tik
minimaliai i§judinant kitas 8iy sri¢iy liekanas.

Didelés _suri§imo gebos mutanty susijungimas su CD80 arba_CD86

ekspresuojaniomis CHO lgstelémis

CTLA4lg ir mutantiniy molekuliy susirisimo su stabiliai transfekuotomis
CD80+ ir CD86+ CHO lIgstelémis FACS analizé (fig.2) buvo atlikta Cia
apradytu bodu. CD80-teigiamos ir CD86-teigiamos CHO lastelés buvo
inkubuojamos imant didéjangias CTLA4lg, L104EA29YIg arba L104Elg
koncentracijas, 0 po to perplaunamos. Suritas imunoglobulininis sulietas
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baltymas buvo nustatytas naudojant konjuguotg su fluoresceinu oZkos anti-
Zmogaus imunoglobuling.

Kaip parodyta fig.2, CD80-teigiamos arba CD-86-teigiamos CHO
Igstelés (1,5 x 10°) buvo inkubuojamos su nurodyty koncentracijy CTLA4Ig
(juodi kvadratai), L104EA29YIg (apskritimai) arba L104Elg (trikampiai)
tirpalais, perplaunama ir inkubuojama su konjuguotu su fluoresceinu ozkos
anti-imogaus imunoglobulininiu antiknu. FACScan’u buvo analizuotas 5000
gyvybingy lasteliy susiri§imas (vienas nustatymas) ir i§ histogramy duomeny,
naudojant PC-LYSYS, nustatytas fluorescencijos intensyvumo vidurkis (MFI).
Duomenys buvo pakoreguoti dél foninés fluorescencijos, iSmatuojant Iasteles,
inkubuotas tik su antrosios stadijos reagentu (MFI = 7). Kontrolinis L6 mAb
(80 pg/ml) dave MFI < 30. Sie rezultatai badingi 4 nepriklausomiems
matavimams.

L104EA29Ylg, L104Elg ir CTLA4lg susiri§imo su Zmogaus CD80-
transfekuotomis CHO Igstelémis yra mazdaug vienodi (fig.2A). L104EA29Ylg
ir L104Elg riasi stipriau su CHO Igstelémis, stabiliai infekuotomis Zmogaus
CD86, nei CTLA4Ig (fig.2B).

Funkciniai testai:

Zmogaus CD4-teigiamos T lgstelés buvo i$skirtos imunomagnétines
neigiamosios selekcijos metodu (Linsley et al., (1992) J. Exp. Med. 176:1595-
1604). ISskirtos CD4-teigiamos T lgstelés buvo stimuliuojamos forbalmiristato
acetatu (PMA) plius CDB80-teigiamomis arba CD86-teigiamomis CHO
Iastelémis esant titruojanéioms inhibitoriaus koncentracijoms. CD4-teigiamos
T Iastelés (8-10 x 14*/duobutei) buvo auginamos esant 1 nM PMA, pridéjus
arba nepridéjus apspinduliuoty CHO Igsteliy stimuliatoriy. Proliferacijos
atsakai buvo matuojami pridedant 1 pCi/duobutei [*H]timidino, likus 7 val. iki
72 val. trukmés auginimo pabaigos. Buvo vykdomas PMA plius CD80-
teigiamy CHO arba CD86-teigiamy CHO stimuliuoty T lIgsteliy inhibavimas
L104EA29YIlg ir CTLA4lg. Rezultatai parodyti fig.3. L104Ylg inhibuoja CD80-
teigiamy PMA paveikty CHO Igsteliy proliferacijg labiau nei CTLA4lg (fig.3A).
L104EA29YIg taip pat efektyviau nei CTLA4lg inhibuoja CD86-teigiamy PMA
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paveikty CHO Igsteliy proliferacija (fig.3B). Todél L104EA29Ylg yra
veiksmingesnis ir CD80- ir CD86-tarpininkaujamos T lgsteliy kostimuliacijos
inhibitorius.

Fig.4 parodytas auk3&iau pagaminty alostimuliuoty Zmogaus T Igsteliy
ir toliau alostimuliuoty Zmogaus B limfoblastoidiniy lagsteliy linijos (LCL),
vadinamos PM, kuri ekspresuoja CD80 ir CD86 (T Iasteliy 3,0x10%duobutei, o
PM 8,0x10%duobutei), inhibavimas L104EA29Ylg ir CTLA4lg. Pirminé
alostimuliacija vyko 6 dienas, po to Igstelés buvo apspinduliuotos *H-timidinu
7 dienas ir nustatytas radioaktyvios Zymeés [siterpimas.

Antriné alostimuliacija buvo vykdoma tokiu bldu. Septintg pirminés
alostimuliacijos dieng lgstelés buvo surinktos, uZpiltos ant limfocitinés
atskyrimo terpeés (LSM) (ICN, Aurora, OH) ir paliktos 24 valandoms. Tada T
Iastelés buvo restimuliuotos (antriné stimuliacija) esant titruojantiems kiekiams
CTLA4Ig arba L104EA29Y1g, pridedant PM tuo paciu santykiu kaip ir pries tai.
Stimuliavimas vyko 3 dienas, po to lastelés buvo apspinduliuotos radioaktyvia
Zyme ir surinktos taip pat, kaip ir prie$ tai. L104EA29YIg poveikis | pirminés
alostimuliacijos T lgsteles yra parodytas fig.4A. L104EA29YIg poveikis |
antrines alostimuliacijos T Igsteles yra parodytas fig.4B. L104EA29YIg
inhibuoja ir pirminj, ir antrini T Igsteliy proliferacinius atsakus geriau nei
CTLAdIg.

Norint iSmatuoti citokiny produkcijg (fig.5), buvo paruosti antrinés
alostimuliacijos dublikatai. Po 3 dieny auginimo, terpé buvo tirta naudojant
ELISA rinkinius  (Biosource, 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. 5A-C).

L104EA29YIg ir CTLA4Ig poveikiai | bezdZioniy misry limfocitinj atsakg
(MLR) parodyti fig.6. Periferinio kraujo monobranduolinés Igstelés (PBMC;
3,5x10* Igsteliy/duobutei i§ kiekvienos beZdZionés) i§ 2 bezdZioniy buvo
igrynintos panaudojant limfocity atskyrimo terpe (LSM) ir sumai$ytos su 2
ng/ml fitohemaglutinino (PHA). Lastelés buvo stimuliuojamos 3 dienas, po to
apspinduliuotos 16 valandy ir surinktos. L104EA29YIg inhibavo bezdZionés T
lasteliy proliferacijg geriau nei CTLA4lg.
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| lentelé:
Sioje lenteléje yra duodamos pusiausvyros ir stebimos kinetinés

konstantos (reikSmés yra vidurkis + standartinis nukrypimas i$ trijy skirtingy

eksperimenty):

Imobilizuotas Analité ki (x10°) kis (x10°) Kg
baltymas M1s? M's? nM
CD80lg CTLA4Ig 3,44+0,29 2,21+0,18 6,51+1,08
CD80Ig L104Elg 3,020,056 1,35%0,08 4,47+0,36
CD80Ig L104EA29YIg 2,96+0,20 1,08+0,05 3,66+0,41
CD80Ig CTLA4Xc120s 12,0£1,0  230%10 195£125
CD80lg L104EA29YXc120s 8,3%0,26 755 85,01£2,5
CD8é6lg CTLA4Ig 5,9540,57 8,1610,52  13,942,27
CD86lg L104Elg 7,03+0,22 4,26+0,11  6,06+0,05
CD86lg L104EA29YIg 6,42+0,40 2,06%0,03 3,21£0,23
CDs6lg CTLA4Xc120s 16,5640,5 84455 51117
CD86lg L104EA29YXc120s 11,421,6 300110 26729
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Il lentelé:
CD86lg surisimo efektas panaudojant CTLA4lg mutageneze

igvardintose vietose buvo nustatytas auks&iau aprasSytu SPR metodu. Zymus

poveikis pazymétas “+" Zenklu.

Mutagenezés Mutagenezés efektai
vieta néra stebimo | létas “{" greitis/létas sumazintas
poveikio “i§” greitis ligando suri§imas

S25 +
P26 +
G27 +
K28 +
A29 +
T30 +
E31
R33 +
K93 +
L96 +
M97
Y98
P99
P100
P101
Y102
Y103 +
L104 +
G105 +
1106
G107
Q111
Y113
Y115

+ + + + + +

+ + 4+ + +

Specialistai, kurie turés kg nors bendro su $iuo iSradimu, supras, kad
Sis iSradimas gali bati igyvéndintas kitoje, negu Cia konkreCiai aprasyta,
formoje, nenukrypstant nuo iSradimo prasmes ir esminiy charakteristiky.
Tode! konkretas auks&iau apradyti jo jgyvendinimo variantai turi bati laikomi
iliustraciniais, 0 ne apribojangiais. Sio isradimo apimtis yra nusakyta toliau
duodama apibréztimi, ir néra apribota Siame apraSyme duotais pavyzdZiais.
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ISradimo apibréztis

1. CTLA4 mutantiné molekulé, kuri ris§a CD80 irfarba CD86, turinti
CTLA4 ekstralgsteling dalj, kurios ekstralgstelinéje dalyje (a) +29 padéties
alaninas yra pakeistas aminortigétimi, pasirinkta i§ grupés, susidedancios i$
tirozino, Iéucino, triptofano ir treonino, ir (b) +104 padéties leucinas yra
pakeistas glutamo ragstimi.

2. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi dar ir aminorlig8¢iy seka, kuri pakeitia tirpios CTLA4 mutantinés
molekules tirpuma, afiniskumg arba valentinguma.

3. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 2 punkta, besiskirianti tuo,
kad aminoragiciy sekoje yra Zmogaus imunoglobulino pastovioji sritis.

4. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 2 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi dar ir aminorlgs¢iy seka, leidZiandia sekretuoti tirpia CTLA4
mutanting molekulg.

5. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 4 punktg, besiskirianti tuo,
kad aminorag$¢iy sekoje yra onkostatino M signalinis peptidas.

6. CTLA4 mutantine molekulé pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi metioning, +1 padétyje ir asparto riigstj +124 padétyje, kaip parodyta:
fig.7.

7. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 1 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi alaning -1 padétyje ir asparto rligstj +124 padétyje, kaip parodyta
fig.7.

8. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 3 punktg, besiskirianti tuo,
kad Zmogaus imunoglobulino pastovioji sritis yra mutuota taip, kad +130
padéties cisteinas yra pakeistas serinu, +136 padéties cisteinas yra pakeistas
serinu, +139 padéties cisteinas yra pakeistas serinu ir +148 padéties prolinas
yra pakeistas serinu, kaip parodyta fig.7.

9. Tirpi CTLA mutantiné molekulé, kuri su didesne suri§imo geba nei
CTLA4 risasi su CD8O0 ir/arba CD86, turinti ekstralgsteling CTLA4 dalj, kurios
ekstralgstelinéje dalyje +29 padéties alaninas yra pakeistas tirozinu, o +124

padéties leucinas yra pakeistas glutamo ragstimi, kaip parodyta fig.7.
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10. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 9 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi dar ir aminortigstiy seka, kuri pakeicia tirpios CTLA4 mutantines
molekulés tirpuma, afini8kumg arba valentinguma,

11. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 10 punkta, besiskirianti tuo,
kad aminorag3&iy sekoje yra Zmogaus imunoglobulino pastovioji sritis.

12. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 10 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi | dar ir aminorigdgiy seka, leidZiantia sekretuoti tirpig CTLA4
mutanting molekulg.

13. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 12 punkta, besiskirianti tuo,
kad aminorag$&iy sekoje yra onkostatino M signalinis peptidas.

14. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 9 punktg, besiskirianti tuo,
kad turi metioning +1 padétyje ir asparto ragstj +124 padétyje, kaip parodyta
fig.7.

15. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 9 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi alaning -1 padétyje ir asparto rugst| +124 padétyje, kaip parodyta
fig.7.

16. CTLA4 mutantiné molekulé pagal 11 punkta, besiskirianti tuo,
kad Zmogaus imunoglobulino pastovioji sritis yra mutuota taip, kad +130
padéties cisteinas yra pakeistas serinu, +136 padéties cisteinas yra pakeistas
serinu, +139 padéties cisteinas yra pakeistas serinu ir +148 padéties prolinas
yra pakeistas serinu, kaip parodyta fig.7.

17. Tirpi CTLA mutantiné molekulé, kuri su didesne surisimo geba nei
CTLA4 risasi su CD80 ir/arba CD886, turinti ekstralasteling CTLA4 dalj, kurios
ekstralgstelingje dalyje +104 padéties leucinas yra pakeistas glutamo
ragstimi, kaip parodyta fig.8.

18. Nukleorgsties molekulé, turinti nukleotidy seka, kuri koduoja tirpiai
CTLA4 mutantinei molekulei pagal 1 punktg badinga aminorigsciy seka.

19. Nukleorgsties molekulé, turinti nukleotidy seka, kuri koduoja tirpiai
CTLA4 mutantinei molekulei pagal 9 punkta biidingg aminorigs¢iy seka.

20. Nukleorigéties molekulé pagal 18 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi nukleotidy seka, kuri prasideda nuo adenino +1 nukleotidy padétyje ir
baigiasi adeninu +1071 padétyje, kaip parodyta fig. 7 arba 8.
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21. Nukleoragsties molekulé pagal 19 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi nukleotidy seka, kuri prasideda nuo adenino +1 nukleotidy padétyje ir
baigiasi adeninu +1071 padétyje, kaip parodyta fig. 7 arba 8.

22. Nukleoragsties molekulé pagal 18 punktg, besiskirianti tuo,
kad turi nukleotidy sekg, kuri prasideda nuo»guanino -3 padétyje ir baigiasi
adeninu +1071 padétyje, kaip parodyta fig. 7 arba 8. '

23. Nukleoragsties molekulé pagal 19 punktg, besiskirianti tuo,
kad turi nukleotidy seka, kuri prasideda nuo guanino -3 padétyje ir baigiasi
adeninu +1071 padétyje, kaip parodyta fig. 7 arba 8.

24. Vektorius, turintis nukleotidy seka pagal bet kurji§ 18-23 punkty.

25. Vektorius, koduojantis L104EA29Ylg, pazymetas
pD16L104EA29YIg ir deponuotas ATCC kaip ATCC Nr.PTA-2104.

26. Seimininko vektoriaus sistema, turinti vektoriy pagal 24 arba 25
punktg tinkamoje Seimininko Igsteléje.

27. Seimininko vektoriaus sistema pagal 26 punkta, besiskirianti
tuo, kad tinkama S$eimininko lastelé yra bakteriné lastelé arba eukariotiné
Igstelé.

28. Seimininko lgstelé, turinti vektoriy pagal 24 arba 25 punkta.

29. Seimininko lgstelé pagal 28 punkta, besiskirianti tuo, kad yra
eukariotiné Igstelé.

30. Seimininko Igstelé pagal 29 punkta, besiskirianti tuo, kad
eukariotiné Igstelé yra COS Igstelé.

31. Seimininko lastelé pagal 29 punkta, besiskirianti tuo, kad
eukariotiné Igstelé yra kiniSkojo Ziurkéno kiausidés (CHO) Iastelé.

32. Seimininko Iastelé pagal 31 punkta, besiskirianti tuo, kad CHO
lastelé yra pasirinkta iS grupés, susidedancios i§ DG44, CHO-K1, CHO-K1
Tet-On Igsteliy linijos, CHO pazymétos ECACC 85050302, CHO 13 klono,
CHO B klono, CHO-K1/SF ir RR-CHOK1.

33. Tirpaus CTLA4 mutantinio baltymo gavimo bddas, apimantis
Seimininko vektoriaus sistemos pagal 26 punktg auginimg, kad Seimininko
lasteléje baty gaminamas CTLA4 mutantinis baltymas, ir tokiu badu

pagaminto baltymo iSgavima.
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34. L104EA29YIg gavimo bidas, apimantis Seimininko Igstelés pagal
28 punkty auginimg, kad Seimininko lgsteléje baty gaminamas L104EA29Ylg,
ir tokiu badu pagaminto baltymo iSgavima.

35. Tirpus CTLA4 mutantinis baltymas, gautas badu pagal 33 punkta.

36. L104EA29Y1g, gautas badu pagal 34 punkta.

37. T lastelés saveikos su CDB8O0- irfarba CDB86-teigiama Iastele
reguliavimo badas, apimantis CD80- ir/arba CD86-teigiamos lastelés salytj su
tirpia CTLA4 mutantine molekule pagal 1 punktg, kad susidaryty CTLA4
mutantinés molekulés/CD-80 arba CTLA4 mutantinés molekulés/CD86
kompleksas, trukdantis saveikauti T lastelei su CD80- ir/arba CD-86 teigiama
[astele.

38. T lIgsteles saveikos su CD80- irfarba CDB86-teigiama Igstele
reguliavimo blidas, apimantis CD80- irfarba CD86-teigiamos Igstelés salyt] su
tirpia CTLA4 mutantine molekule pagal 9 punkta, kad susidaryty CTLA4
mutantinés molekulés/CD-80 arba CTLA4 mutantinés molekulés/CD86
kompleksas, trukdantis sgveikauti T lastelei su CD80- irfarba CD-86 teigiama
Igstele.

39. Budas pagal 37 punkta, besiskiriantis tuo, kad tirpi CTLA4
mutantiné molekulé apima CTLA4 ekstralgsteling dalj, kur ekstralgstelin¢je
dalyje +104 padéties leucinas yra pakeistas glutamo ragstimi, kaip parodyta
fig.8.

40. Budas pagal 37 punktg, besiskiriantis tuo, kad CD80- ir/arba
CD86-teigiama lgstelé yra suleidZziama | salyt su tirpios CTLA4 mutantinés
molekulés fragmentu arba dariniu.

41. Badas pagal 38 punkta, besiskiriantis tuo, kad CD80- ir/farba
CD86-teigiama lgstelé yra suleidZziama | salytj su tirpios CTLA4 mutantinés
molekulés fragmentu arba dariniu. |

42 Budas pagal 37 punktg, besiskiriantis tuo, kad CD80- ir/arba
CD86-teigiama lgstelé yra antigeng pateikianti lastele.

43. Badas pagal 38 punkta, besiskiriantis tuo, kad CD80- ir/arba
CD86-teigiama lastelé yra antigeng pateikianti lastelé.

44. Badas pagal 37 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibuoja
CTLA4-teigiamy Iasteliy sgqveika su CD80- ir CD86-teigiamomis Igstelémis.
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45. Budas pagal 38 punkta, besiskiriantis tuo, kad inhibuoja
CTLA4-teigiamy Igsteliy sqveikg su CD80- ir CD86-teigiamomis lgstelémis.

46. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 1 punkta, skirta panaudoti
imuninés sistemos ligy, kuriose tarpininkauja T Igsteliy sgveikos su CD80
irfarba CD86 teigiamomis Iastelémis, gydymui, skiriant subjektui tirpig CTLA4
mutanth molekulg reguhuotl T lIasteliy sgveikas su CD80 ir/arba "CD/86
telglamomls Igstelémis.

47. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 9 punkta, skirta panaudoti
imuninés sistemos ligy, kuriose tarpininkauja T lgsteliy saveikos su CD80
irfarba CD86 teigiamomis Iastelémis, gydymui, skiriant subjektui tirpig CTLA4
mutanting molekule reguliuoti T lasteliy sgveikas su CD80 irfarba CD86
teigiamomis Igstelémis.

48. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 46 punkta, besiskirianti
tuo, kad apima CTLA4 ekstralgsteling dalj, kur ekstralgstelinéje dalyje +104
padéties leucinas yra pakeistas glutamo rugstimi, kaip parodyta fig. 8.

49. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 46 punkta, besiskirianti
tuo, kad joje yra inhibuojamos minétos T Igsteliy saveikos.

50. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 47 punkta, bes iskirianti
tuo, kad joje yra inhibuojamos minétos T Igsteliy sgveikos.

51. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 1 punkta, skirta panaudoti:
subjekto implantas-prie$-8eimininkg  ligos inhibavimui, skiriant minétg
molekulg ir reaguojantj su IL-4 ligandg Siam objektui.

52. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 9 punkta, skirta panaudoti
subjekto implantas-prie$-Seimininkg ligos inhibavimui, skiriant minétg
molekule ir reaguojantj su IL-4 liganda Siam objektui.

53. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé pagal 51 punkta, besiskirianti
tuo, kad apima CTLA4 ekstralgsteline dalj, kur ekstralgstelinéje dalyje +104
padéties leucinas yra pakeistas glutamo ragstimi, kaip parodyta fig. 8.

54. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, kurig koduoja nukleorugsties
molekulé, pazyméta ATCC No. PTA-2104.

55. DNR seka, koduojanti L104EA29Y]g ir turinti ATCC No. PTA-2104.

56. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, turinti fig.7 parodytg aminoragsciy
seka.



# LT 5133 B

57. Nukleorigsties molekulé, koduojanti tirpia CTLA4 mutanting
molekule pagal 56 punkta.

58. Tirpi CTLA4 mutantiné molekule, kuri turi didesng susiriSimo su
CD86 gebag nei laukinio tipo CTLA4.

59. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, kuri turi maZesn| jos sudaryto
komplekso su CD80 irfarba CD86 disociacijos greitj nei laukinio tipo CTLA4.

60. Tirpi CTLA4 mutantiné molekulé, kuri turi maZesnius jos asociacijos
su CD80 irfarba CD86 ir $io komplekso disociacijos greifius nei laukinio tipo
CTLA4.

61. Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés, kurig koduoja ATCC No.
PTA-2104 pazyméta nukleoragsties molekule, dalis, apimanti CTLA4 mutanto
ekstralgsteline dalj.

62. Tirpios CTLA4 mutantinés molekulés dalis pagal 61 punkta, turinti
dar ir g uodega.

63. Nukleortigsties molekulés, koduojantios tirpig CTLA4 mutanting
molekule ir turinCios ATCC No. PTA-2104, dalis, koduojanti mutantinés
CTLA4 molekulés ekstralgsteling dali.

64. Nukleoriigities molekulés dalis pagal 63 punktg, turinti dar ir
nukleorﬁgéties molekule, kuri koduoja Ig uodega.

65. Farmaciné kompozicija imuninés sistemos ligos gydymui,
besiskirianti tuo, kad turi farmacidkai priimtino neSiklio ir tirpios CTLA4
mutantinés molekulés pagal 1 punkta.

66. Farmaciné kompozicija imuninés sistemos ligos gydymui,
besiskirianti tuo, kad turi farmaciskai priimtino nesiklio ir tirpios CTLA4

mutantinés molekulés pagal 9 punkta.
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