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Descriere:

Prezenta inventic se¢ referd la domeniile terapiei tumorale si imunologiei moleculare. Prezenta
inventie se referd la un anticorp monoclonal anti-CTLA4 sau un fragment al acestuia de legare la antigen,
la compozitia lor farmaceutica, secventele lor de codificare si utilizarea acestora in metode de diagnostic,
profilaxie, terapie si/sau terapie adjuvanta.

Antigenul 4 (abreviat CTLA4), asociat cu limfocitele T citotoxice, are un grad inalt de similaritate
cu molecula CD28 dupd structura genei, localizarea cromozomiald, homologia secventei §i expresia
genicd. Ambele molecule constituie receptori pentru molecula co-stimulatoare B7, exprimata in principal
pe suprafata limfocitelor T activate. Cu toate acestea, in calitate de semnal co-stimulator pentru activarea
limfocitelor, CTLA4 indeplineste functia opusd CD28. Dupa legarea sa cu B7, CTLA4 poate inhiba
activarea limfocitelor T murine si umane, indeplinind un rol regulator negativ in activarea limfocitelor T.

CTLA4 (mAbs) sau liganzii CTLA4 pot preveni legarca CTLA4 la liganzii sdi nativi, blocand
astfel transmiterea semnalului reglator negativ limfocitelor T prin intermediul CTLA4 si imbunititind
sensibilitatea limfocitelor T fatd de diferiti antigeni. Sub acest aspect, rezultatele studiilor in vivo si in
vitro in mare misuri se conformeazi. In prezent, au fost obtinuti cativa CTLA4 (mAbs) (10D1, 11.2.2)
care se afld in proces de testare clinicd in tratamentul cancerului de prostata, cancerului de vezicd urinar,
cancerului colorectal, cancerului tractului gastrontestinal, cancerului de ficat, melanomului malign etc. [1,
2, 3]. Printre acesti anticorpi, anticorpii 10D1 si 11.2.2 sunt considerati ca anticorpi monoclonali anti-
CTL A4 care demonstreaza cel mai bun efect.

Interleukina-2 (IL-2) este produsd de catre limfocitele T. Aceasta reprezintd un factor de crestere
care reglementeaza subgrupul limfocitelor T. De asemenea, aceasta constituie un factor important de
modulare a raspunsului imun. Ea poate stimula si activa expresia limfocitelor B si participa in rispunsul
umoral, in hematopoiczi si in supravietuirea tumorilor. IL-2 uman recombinat a fost aprobat de cétre
Departamentul SUA privind controlul asupra calititii produselor alimentare si preparatelor farmaceutice
pentru tratamentul tumorilor maligne (inclusiv a melanomului, tumorilor renale etc.). In plus, efectul siu
a fost cercetat in studiile clinice consacrate tratamentului infectiei virale cronice (Pharmacologic
administration of interleukin-2 Chavez, A.R., si colab., Ann. N- Y Acad. Sci., 2009, 1182: 14-27).

Ca factori importanti care afecteazi functia limfocitelor T, CTLA4 si CTLA4 mAbs pot avea un
efect terapeutic specific asupra bolilor prin tulburarea micromediului imun al organismului. Acestea au o
eficientd ridicata si elimind deficientele preparatelor medicamentoase traditionale, deschizand o noud cale
pentru terapia genicd. CTLA4 si CTLA4 mAbs sunt testate in cadrul unor experimente la diferite etape
ale studiilor clinice. De exemplu, in bolile autoimune acestea au inhibat in mod eficient hipersensibilitatea
cailor respiratorii in modelele animale de astm, au prevenit dezvoltarea bolilor reumatice, au mediat
toleranta imuni la allo-transplant in organism si a.m.d. Pe de altid parte, cu toate ci terapia genica
biologicd nu a demonstrat nici un efect secundar nedorit in studiile clinice pe termen scurt, trebuie sa se
acorde atentic unor posibile efecte in cazul utilizarii sale prelungite. De exemplu, blocarea excesiva a
semnalizdrii prin intermediul CTLA4 folosind CTLA4 mAbs poate conduce la dezvoltarea bolilor
autoimune. Deoarece anticorpii se pot lega in mod specific cu antigenii lor si pot induce liza celulelor
tintd sau pot bloca mersul procesului patologic, dezvoltarea si utilizarea medicamentelor pe bazd de
anticorpi, in special de anticorpi umanizati, au o mare importantd in tratamentul clinic al tumorilor
maligne si al altor afectiuni imune la om.

In timpul de fad existi inci necesitatea de a dezvolta noi anticorpi, care si blocheze legarea
CTL A4 cu B7, si variante umanizate ale acestora.

Dupa cercetdri intensive si eforturi creative, folosind sistemul de expresie in celulele de mamifer,
autorii prezentei inventii au obtinut un CTLA4 recombinant care a fost folosit in calitate de imunogen
pentru imunizarea soarecilor. Celulele hibridoma au fost obtinute prin fuziunea celulelor splenice murine
cu celule de mielom. Dupd screeningul unui mare numar de probe, autorii prezentei inventii au obtinut o
linie de celule hibridoma, capabila sa secrete si sd producd un anticorp monoclonal concret, care se leaga
in mod specific la CTLA4 si poate bloca cu o eficientd inalta legarea CTLA4 cu B7. De asemenea, au fost
obtinuti anticorpi umanizati. Astfel, se propun urmitoarele inventii.

Intr-un aspect al siiu prezenta inventie se referd la un anticorp sau la un fragment al acestuia de
legare la antigen, care se leagd cu CTLA4 uman, selectat din grupa constand din:

a) anticorp sau fragment al acestuia de legare la antigen, care cuprinde regiunea variabild a
lantului greu SECV. ID NO: 14 si regiunea variabila a lantului usor SECV. ID NO: 16; si
b) anticorp sau fragment al acestuia de legare la antigen care cuprinde regiunea variabila a

lantului greu SECV. ID NO: 14 si regiunea variabila a lantului usor SECV. ID NO: 16, in care in secventa
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SECV. ID NO: 14 metionina din pozitia 18 poate fi substituitd cu un aminoacid selectat din grupa
constind din: leucind, valind, izoleucina si alanina.

O variantd de realizare a prezentei inventii este anticorpul mentionat anterior sau un fragment al
acestuia de legare la antigen, in care metionina din pozitia 18 in SECV. ID Nr. 14 este substituitd cu
leucind si regiunea variabild a lantului usor SECV. ID Nr. 16.

O altd variantd de realizare a prezentei inventii este anticorpul sau un fragment al acestuia de
legare la antigen, care reprezintd un anticorp umanizat sau un fragment al acestuia de legare la antigen.

O altd variantd de realizare a prezentei inventii este anticorpul sau un fragment al acestuia de
legare la antigen, care se leagi la CTLA4 uman cu un Kp mai mic de aproximativ 10 M, dupi cum a fost
determinat prin rezonanti plasmatici de suprafati.

O altd variantd de realizare a prezentei inventii este anticorpul sau un fragment al acestuia de
legare la antigen, in care anticorpul sau fragmentul acestuia de legare la antigen:

(a) blocheazi legarea CTLA4 uman cu B7 uman;

(b) regleazi activitatea CTLA4 uman;

(c) inlaturd imunosupresia organismului de citre CTLA4 uman;

(d) activeaza limfocitele T si/sau

(e) sporeste nivelul de expresie al IL-2 in limfocitele T.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, 1a una sau mai multe molecule de acizi nucleici izolate,
care codifica anticorpul sau fragmentul acestuia de legare la antigen.

O variantd de realizare a prezentei inventii este una sau mai multe molecule de acizi nucleici
izolate, in care una sau mai multe molecule de acizi nucleici izolate contin secventa nucleotida,
reprezentatd de secventa SECV. ID NO: 13 sau SECV. ID NO: 15.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la un vector, care contine o moleculd de acid nucleic
izolata.

Prezenta inventic s¢ referd, de asemenea, la o celuld gazda care contine vectorul mentionat mai
sus.

Prezenta inventic se referd, de asemeneca, la un procedeu de obtinere a unui anticorp sau a unui
fragment al acestuia de legare la antigen, care cuprinde etapele de cultivare a celulei gazda, conform
inventiei, in conditii adecvate si de izolare a anticorpului sau a fragmentului acestuia de legare la antigen
din cultura celulara.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la o compozitie farmaceuticd cu continut de un anticorp
sau un fragment al acestuia de legare la antigen si un purtitor farmaceutic acceptabil si/sau un adjuvant.

O altd variantd a prezentei inventii este anticorpul mentionat mai sus sau un fragment al acestuia
de legare la antigen pentru utilizare intr-un procedeu de tratare a unui subiect, care este o fiintd umana,
suferindd de tumoare, cum ar fi melanom, tumoare renald/cancer renal, cancer de prostatd, cancer de
vezicd urinard, cancer colorectal, cancer al tractului gastro-intestinal si/sau tumoare hepaticd/cancer
hepatic.

O alta varianti a prezentei inventii este anticorpul mentionat sau un fragment al acestuia de legare
la antigen pentru utilizare in procedeul de tratare a limfomului.

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la un procedeu in vitro, care cuprinde etapa de
introducere in celule a unei cantititi eficiente de anticorp mentionat mai sus sau dintr-un fragment al
acestuia de legare la antigen, in care acest procedeu este selectat dintre urmatoarele procedee:

(a) procedeu de detectare a nivelului de CTLA4 uman intr-o proba,

(b) procedeu de blocare a legirii CTLA4 uman cu B7 uman,

(c) procedeu de reglare a activititii CTL A4 uman sau a nivelului de CTLA4 uman,

(d) procedeu de inldturare a imunosupresici organismului de citre CTLA4 uman,

(e) procedeu de activare a limfocitelor T, sau

(f) procedeu de crestere a nivelului de exprimare a IL-2 in limfocitele T.

Intr-un aspect prezenta dezviluire se referi la un anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia
de legare la antigen, in care respectivul anticorp monoclonal cuprinde regiuni de determinare a
complementarititii (CDR-uri), selectate dintre urmétoarele:

HCDRI, care cuprinde secventa de aminoacizi SECV. ID Nr. 27,

HCDR2, care cuprinde secventa de aminoacizi SECV. ID Nr. 28, si

HCDR3, care cuprinde secventa de aminoacizi SECV. ID Nr. 29;

si/sau

LCDRI, care cuprinde secventa de aminoacizi SECV. ID Nr. 30,

LCDR2, care cuprinde secventa de aminoacizi SECV. ID Nr. 31, si

LCDR3, care cuprinde secventa de aminoacizi, selectatd dintre SECV. ID Nr. 32, SECV. ID Nr.
33 i SECV. ID Nr. 34.
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Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen conform oricareia dintre
aspectele ale prezentei dezvaluiri, in care secventa de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu (VH)
a acestui anticorp monoclonal este selectati dintre SECV. ID Nr. 6, SECV. ID Nr. 10, SECV. ID Nr. 14 si
SECV. ID Nr. 18;

si/sau

secventa de aminoacizi a regiunii variabile a lantului ugor (VL) a acestui anticorp monoclonal este
selectati dintre SECV. ID Nr. 8, SECV. ID Nr. 12, SECV. ID Nr. 16, SECV. ID Nr. 20, SECV. ID Nr.
22 si SECV. ID Nr. 24,

Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare
din aspectele ale prezentei dezviluiri, in care acest anticorp monoclonal cuprinde:

(1) VH, prezentatd in SECV. ID Nr. 6 si VL, prezentatd in SECV. ID Nr. 8;

(2) VH, prezentatd in SECV. ID Nr. 10 si VL, prezentatd in SECV. ID Nr. 12;

(3) VH, prezentatd in SECV. ID Nr. 14 si VL, prezentatd in SECV. ID Nr. 16;

(4) VH, prezentatd in SECV. ID Nr. 18 si VL, prezentatd in SECV. ID Nr. 20;

(5) VH, prezentatd in SECV. ID Nr. 14 si VL, prezentatd in SECV. ID Nr. 22; sau

(6) VH, prezentatd in SECV. ID Nr. 14 si VL, prezentatd in SECV. ID Nr. 24,

In prezenta dezvaluire, grupurile mentionate mai sus (1)-(6) contin secventele de aminoacizi ale
regiunii variabile a lantului greu si ale regiunii variabile a lantului usor ale anticorpilor 8D2/8D2(Re),
8D2HI1L1, 8D2H21.2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L.17, respectiv.

In particular, metionina (Met) din pozitia 18 SECV. ID Nr. 6, SECV. ID Nr. 10 si SECV. ID Nr.
14 este inlocuitd in mod independent cu un aminoacid selectat dintre urmétorii aminoacizi: leucind (Leu),
valind (Val), izoleucini (Ile) sau alanina (Ala).

Preparatele terapeutice pe bazi de anticorpi, in special pe anticorpi monoclonali (MAB), au
demonstrat o eficacitate excelentd in tratamentul unor anumite boli. Procedeul standard de obtinere a unor
astfel de anticorpi terapeutici consta in imunizarea animalului cu un antigen, obtinerea de la acest animal
imunizat a anticorpilor pentru acest antigen, sau imbunatitirea anticorpilor care au o afinitate scazut fati
de antigen folosind maturarea afinititii. Cu toate acestea, un astfel de procedeu consumi mult timp,
necesitd o muncd intensd si, de asemenea, adesea prin intermediul acestuia nu pot fi obtinuti anticorpi
specifici pentru un anumit epitop al antigenului.

Legarea la antigen depinde de regiunile variabile ale lantului usor si lantului greu; regiunca
variabila a fiecirui lan{ cuprinde trei portiuni hipervariabile, denumite i regiune de determinare a
complementarititii (CDR) (lantul greu (H) cuprinde HCDR1, HCDR2 si HCDR3, iar lantul usor (L)
cuprinde LCDR1, LCDR2 si LCDR3; vezi definitia la Kabat si colab., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition (1991), Vol. 1-3, NIH Publication 91-3242, Bethesda Md).

Secventele de aminoacizi ale CDR-urilor din secventele anticorpilor monoclonali ale aspectelor
mentionate mai sus (1)-(6) au fost analizate prin procedee tehnice bine cunoscute specialistilor in
domeniul respectiv al tehnicii, de exemplu, prin intermediul analizei bazei de date VBASE2. Rezultatele
sunt prezentate in continuare.

(1) Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului greu sunt prezentate mai
JOs:

HCDR1: GFTFSDNW (SECV. ID Nr. 27),

HCDR2: IRNKPYNYET (SECV. ID Nr. 28),

HCDR3: TAQFAY (SECV. ID Nr. 29).

Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lanfului usor sunt prezentate mai jos:

LCDR1: ENIYGG (SECV. ID Nr. 30),

LCDR2: GAT (SECV. ID Nr. 31),

LCDR3: QNVLRSPFT (SECV. ID Nr. 32).

(2) Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului greu sunt prezentate mai
JOs:

HCDR1: GFTFSDNW (SECV. ID Nr. 27),

HCDR2: IRNKPYNYET (SECV. ID Nr. 28),

HCDR3: TAQFAY (SECV. ID Nr. 29).

Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului usor sunt prezentate mai jos:

LCDR1: ENIYGG (SECV. ID Nr. 30)

LCDR2: GAT (SECV. ID Nr. 31),

LCDR3: QNVLRSPFT (SECV. ID Nr. 32).

(3) Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului greu sunt prezentate mai
JOs:

HCDR1: GFTFSDNW (SECV. ID Nr. 27),
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HCDR2: IRNKPYNYET (SECV. ID Nr. 28),

HCDR3: TAQFAY (SECV. ID Nr. 29).

Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lanfului usor sunt prezentate mai jos:

LCDR1: ENIYGG (SECV. ID Nr. 30),

LCDR2: GAT (SECV. ID Nr. 31),

LCDR3: QNVLRSPFT (SECV. ID Nr. 32).

(4) Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului greu sunt prezentate mai
JOs:

HCDR1: GFTFSDNW (SECV. ID Nr. 27),

HCDR2: IRNKPYNYET (SECV. ID Nr. 28),

HCDR3: TAQFAY (SECV. ID Nr. 29).

Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lanfului usor sunt prezentate mai jos:

LCDR1: ENIYGG (SECV. ID Nr. 30),

LCDR2: GAT (SECV. ID Nr. 31),

LCDR3: QNVLRSPFT (SECV. ID Nr. 32).

(5) Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului greu sunt prezentate mai
JOs:

HCDR1: GFTFSDNW (SECV. ID Nr. 27),

HCDR2: IRNKPYNYET (SECV. ID Nr. 28),

HCDR3: TAQFAY (SECV. ID Nr. 29).

Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului usor sunt prezentate mai jos:

LCDR1: ENIYGG (SECV. ID Nr. 30),

LCDR2: GAT (SECV. ID Nr. 31),

LCDR3: QNVLSRHPG (SECV. ID Nr. 33).

(6) Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lantului greu sunt prezentate mai
JOs:

HCDR1: GFTFSDNW (SECV. ID Nr. 27),

HCDR2: IRNKPYNYET (SECV. ID Nr. 28),

HCDR3: TAQFAY (SECV. ID Nr. 29).

Secventele de aminoacizi a 3 CDR-uri ale regiunii variabile a lanfului usor sunt prezentate mai jos:

LCDR1: ENIYGG (SECV. ID Nr. 30),

LCDR2: GAT (SECV. ID Nr. 31),

LCDR3: QNVLSSRPG (SECV. ID Nr. 34).

Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare
dintre variantele de realizare a prezentei inventii, in care acest anticorp monoclonal sau fragmentul
acestuia de legare la antigen este selectat dintre Fab, Fab’, F(ab’),, Fd, Fv, dAb, dintre un fragment al
regiunii de determinare a complementaritétii, un anticorp monocatenar (de exemplu, scFv), un anticorp
umanizat, un anticorp hibrid sau un diacorp.

Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare
variantd de realizare a prezentei inventii, in care acest anticorp monoclonal se leaga la proteina CTLA4 cu
un Kp mai mic de aproximativ 10> M, cum ar fi mai putin de aproximativ 10 M, 10”7 M, 10 M, 10° M
sau 10719 M, sau mai putin.

Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare
dintre variantele de realizare a prezentei inventii, in care acest anticorp monoclonal cuprinde regiuni care
nu sunt CDR, si aceste regiuni non-CDR sunt obtinute din anticorpii unei specii diferite de cea a
soarecelui, de exemplu, din anticorpi umani.

Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen conform prezentei inventii
reprezintd un anticorp monoclonal anti-CTLA4 sau un fragment al acestuia de legare la antigen, care se
poate lega in mod specific la CTLA4.

Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare
dintre aspectele ale prezentei dezviluiri pentru utilizare in prevenirea si/sau tratamentul si/sau terapia
adjuvantd si/sau diagnosticarea tumorii; in special, a tumorii selectate dintre un melanom, o tumoare
renald/cancer de rinichi, un cancer de prostatd, un cancer de vezica urinard, un cancer colorectal, un
cancer al tractului gastrointestinal si o tumoare hepaticd/cancer de ficat.

Anticorp monoclonal conform oricéreia dintre variantele de realizare a prezentei inventii pentru
utilizare in:

blocarea legirii CTLA4 cu B7,

reglarea (de exemplu, suprimarea) activititii CTLA4 sau nivelului de CTLA4,

indepartarea imunosupresiei organismului prin CTLA4 sau



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4795 C1 2022.09.30

activarea limfocitelor T sau cresterea nivelul de expresie a IL-2 in limfocitele T.

Intr-un alt aspect, prezenta dezviluire se referd la o moleculi de acid nucleic izolati cuprinzand o
secventd nucleotidicd capabild sa codifice regiunca variabild a lantului greu de anticorp, in care aceasti
regiune variabild a lantului greu de anticorp cuprinde CDR-uri avand secvente de aminoacizi SECV. ID
Nr. 27-29; in special, regiunca variabild a lantului greu de anticorp are o secventd de aminoacizi,
prezentatd in SECV. ID Nr. 6, SECV. ID Nr. 10, SECV. ID Nr. 14 sau SECV. ID Nr. 18; mai concret,
molecula de acid nucleic include o secventd de nucleotide, prezentatd in SECV. ID Nr. 5, SECV. ID Nr.
9, SECV.ID Nr. 13 sau SECV.ID Nr. 17.

Prezenta inventic se referd, de asemenca, la molecule de acid nucleic izolate care codifica
anticorpul monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen conform prezentei inventii. Astfel
de molecule de acid nucleic pot fi izolate din celulele hibridoma sau preparate prin tehnici recombinante
de inginerie geneticd sau prin procedee de sintezad chimica.

In urmitorul siu aspect, prezenta dezviluire se referd la o moleculd de acid nucleic izolati
cuprinzand o secventd nucleotidica capabild s codifice regiunca variabild a lantului usor de anticorp, in
care aceastd regiune variabild a lantului usor de anticorp cuprinde:

1) CDR-uri avand secventele de aminoacizi din SECV. ID Nr. 30-32;

2) CDR-uri avand secventele de aminoacizi din SECV. ID Nr. 30, SECV. ID Nr. 31 si SECV. ID
Nr. 33; sau

3) CDR-uri avand secventele de aminoacizi din SECV. ID Nr. 30, SECV. ID Nr. 31 si SECV. ID
Nr. 34,

in particular, regiunca variabild a lantului usor de anticorp cuprinde secventa de aminoacizi
prezentatd in SECV. ID Nr. 8, SECV. ID Nr. 12, SECV. ID Nr. 16, SECV. ID Nr. 20, SECV. ID Nr. 22
sau SECV.ID Nr. 24,

mai concret, molecula de acid nucleic contine secventa de nucleotide prezentatd in SECV. ID Nr.
SECV.ID Nr. 7, SECV.ID Nr. 11, SECV. ID Nr. 15, SECV. ID Nr. 19, SECV. ID Nr. 21 sau SECV. ID
Nr. 23.

In urmitorul siu aspect, prezenta inventie se referd la un vector care contine o moleculd de acid
nucleic izolatd in conformitate cu oricare dintre variantele de realizare ale prezentei inventii. Vectorul
conform prezentei inventii poate fi un vector de clonare sau un vector de expresie. intr-o varianti
preferabild de realizare a inventiei, vectorul conform prezentei inventii constituie, de exemplu, o
plasmida, o cosmidd, un bacteriofag sau altele similare.

In urmitorul siu aspect, prezenta inventie se referd la o celuli gazda care cuprinde o moleculd de
acid nucleic izolata in conformitate cu oricare dintre variantele de realizare ale prezentei inventii sau un
vector conform prezentei inventii. Astfel de celule gazdd includ, fard a se limita la acestea, celule
procariote, cum ar fi celulele E. coli, si celule eucariote, cum ar fi celulele de drojdie, celulele de insecte,
celulele vegetale si celulele animale (de exemplu, celulele de mamifere, inclusiv celulele murine, celulele
umane sau altele similare). Celulele conform prezentei inventii pot reprezenta, de asemenea, o linic de
celule, cum ar fi linia de celule 293T.

In urmitorul siu aspect, prezenta inventie se referd la un procedeu de preparare a unui anticorp
monoclonal sau a unui fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare varianti de
realizare a prezentei inventii, procedeul in cauza cuprinde ctapele de cultivare a celulei gazda in conditii
adecvate conform prezentei inventii si izolarca din culturd celulard a anticorpului monoclonal sau a
fragmentului acestuia de legare la antigen.

In urmitorul siu aspect, prezenta dezviluire se referd la un conjugat care cuprinde un anticorp
monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen si molecula conjugati, in care anticorpul
monoclonal reprezintd un anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen in
conformitate cu oricare variantd de realizare a prezentei inventii, si molecula conjugatd constituic un
marker detectabil. In particular, molecula conjugati reprezinti un radioizotop, o substanti fluorescenti, o
substantd luminiscentd, o substantii cromogend sau o enzima (de exemplu, peroxidaza din hrean).

In urmitorul siu aspect, prezenta dezviluire se referd la un kit de reactivi care cuprinde un
anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare variantd
de realizare a prezentei inventii, sau un conjugat al prezentei inventii, in particular, kitul de reactivi
cuprinde suplimentar un al doilea anticorp care recunoaste in mod specific respectivul anticorp
monoclonal sau fragmentul acestuia de legare la antigen; la necesitate, al doilea anticorp suplimentar
mentionat cuprinde un marker detectabil, de exemplu, un radioizotop, o substanti fluorescentd, o
substantd luminescente, o substantd cromogend sau o enzimi (de exemplu, peroxidazi din hrean).

In urmitorul siu aspect, prezenta dezviluire se referd la utilizarea unui anticorp monoclonal sau a
unui fragment al acestuia de legare la antigen, in conformitate cu oricare dintre variantele de realizare a
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prezentei inventii, la prepararea kitului de reactivi, care este utilizat la detectarea prezentei sau a nivelului
de CTLA4 intr-o proba.

Un alt aspect se referd la o compozitic farmaceutica care cuprinde un anticorp monoclonal sau un
fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare dintre variantele de realizare a
prezentei inventii, sau un conjugat conform prezentei inventii; dac este necesar, compozitia farmaceutica
mentionatd mai cuprinde suplimentar un purtitor acceptabil farmaceutic si/sau un excipient.

Un alt aspect se¢ referd la utilizarea unui anticorp monoclonal sau a unui fragment al acestuia de
legare la antigen, in conformitate cu oricare dintre variantele de realizare a prezentei inventii, sau a unui
conjugat in conformitate cu prezenta inventie, la prepararca unui medicament pentru aplicare in
prevenirea si/sau tratamentul si/sau terapia adjuvant si/sau diagnosticarea tumorii; in particular, a tumorii
selectate dintre un melanom, o tumoare renald/cancer de rinichi, un cancer de prostati, un cancer de
vezicd urinard, un cancer colorectal, un cancer al tractului gastrointestinal si o tumoare hepaticd/cancer la
ficat.

Un alt aspect se¢ referd la utilizarea unui anticorp monoclonal sau a unui fragment al acestuia de
legare la antigen, in conformitate cu oricare dintre variantele de realizare a prezentei inventii, sau a unui
conjugat conform prezentei inventii, la prepararea urmdtorului agent:

agentului care detecteazi prezenta sau nivelul de CTLA4 intr-o proba,

agentului care blocheaza legarca CTLA4 cu B7,

agentului care regleaza (de exemplu, inhibd) activitatea CTLA4 sau nivelul de CTLA4,

agentului care inldturd imunosupresia organismului de catre CTLA4,

agentului care activeaza limfocitelele T, sau

agentului care creste nivelul de expresie al IL-2 in limfocitele T.

Un alt aspect se referd la un procedeu in vivo sau in vitro care cuprinde etapa de administrare in
celule a unei cantitdti eficiente dintr-un anticorp monoclonal sau dintr-un fragment al acestuia de legare la
antigen in conformitate cu oricare dintre variantele de realizare a prezentei inventii, sau a unui conjugat
conform prezentei inventii, in care procedeul dat este selectat dintre urmitoarele procedee:

procedeu de detectare a prezentei sau a nivelului de CTLA4 intr-o proba,

procedeu de blocare a legarii CTLA4 cu B7,

procedeu de reglare (de exemplu, suprimare) a activititii CTLA4 sau a nivelului de CTLA4,

procedeu de climinare a imunosupresiei organismului de citre CTLA4,

procedeu de activare a limfocitelor T, sau

procedeu de crestere a nivelului de expresie a IL-2 in limfocitele T.

Asemenea procedee pot fi utilizate in scopuri diagnostice sau terapeutice sau in scopuri non-
diagnostice sau non-terapeutice (de exemplu, in cazure in care proba este o proba de celule, si nu o proba
obtinuti de la un pacient).

Un alt aspect se referd la un procedeu de profilaxie si/sau tratament si/sau tratament adjuvant si/sau
diagnosticare a unei tumori cuprinzand administrarca la subiect a unei cantititi eficiente dintr-un anticorp
monoclonal sau dintr-un fragment al acestuia de legare la antigen in conformitate cu oricare aspect al
prezentei dezvdluiri, sau dintr-un conjugat al prezentei inventii; in particular, a unei tumori selectate dint-
un melanom, o tumoare renald/un cancer de rinichi, un cancer de prostata, un cancer de vezica urinard, un
cancer colorectal, un cancer al tractului gastrointestinal §i o tumoare hepaticd/cancer de ficat.

In prezenta inventie, daci nu se specificd altfel, termenii stiintifici si tehnici utilizati aici au aceeasi
semnificatic care este infeleasd in general de citre specialistii in domeniu. De asemenea, procedeele de
culturd celulard, geneticd moleculard, chimie a acizilor nucleici, imunologic care sunt utilizate aici
constituie metodici folosite pe scard largi in domeniul corespunzitor al tehnicii. In acelasi timp, pentru o
mai buni intelegere a prezentei inventii, in continuare sunt prezentate definitiile si explicatiile termenilor
relevanti.

In prezenta descriere, atunci cind se face referire la secventa de aminoacizi a proteinei CTLA4
(antigenul 4 asociat limfocitelor citotoxice T), acest termin include proteina CTLA4 completd sau o
portiune extracelulard CTLA4ECD de CTLA4 (SECV. ID Nr. 2), sau un fragment care contine
CTLAA4ECD; acesta include, de asemenea, proteina de fuziune CTLA4ECD, de exemplu, un fragment
fuzionat cu fragmentul Fe-proteind al 1gG (mFc¢) murin (SECV. ID Nr.3). Cu toate acestea, dupa cum pot
aprecia specialistii in domeniul respectiv al tehnicii, o mutatie sau o modificare (incluzand, farad limitare
la aceasta, substituirea, distrugerea si/sau addugarea) pot aparea in mod firesc sau pot fi introduse in mod
artificial in secventa de aminoacizi a proteinei CTLA4, fard a afecta functiile sale biologice. Astfel, in
prezenta inventic termenul de ,proteind CTLA4” include toate aceste secvente, inclusiv secventa
prezentatd in SECV. ID Nr. 2, precum si variantele sale nativad sau artificiald. De asemenea, atunci cind
se face referintd la un fragment de secventd a proteinei CTLA4, termenul in cauzi include nu doar
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fragmentul secventei SECV. ID Nr. 2, ci si fragmentele corespunzitoare ale secventei din variantele
nativa sau artificiala.

Termenul «B7», asa cum este utilizat in prezenta inventie, daci nu se specificd altfel, se referd la
B7-1 si/sau B7-2; secventele lor proteice specifice tin de secventele cunoscute in stadiul actual al tehnicii.
Se poate face referire la secventele descrise in literatura de specialitate din stadiul anterior al tehnicii sau
in baza de date GenBank, de exemplu, B7-1 (CD80, NCBI Gene ID: 941), B7-2 (CD86, NCBI Gene ID:
942).

Termenul «CEse», asa cum este utilizat in inventia de fatd, se referd 1a o concentratie care are 50%
din efectul maxim, adicd concentratie asigurand 50% din efectul maxim.

Termenul ,anticorp”, asa cum este utilizat in prezenta inventie, se¢ referd la o moleculd de
imunoglobulind, care este formatd, de reguld, din doud perechi de lanturi polipeptidice (fiecare pereche
avand lantul ,,usor” (L) silantul ,.greu” (H)). Lanturile usoare ale anticorpului pot fi clasificate ca k si A
lant usor. Lanturile grele pot fi clasificate ca p, 8, y, o sau g, si izotipele anticorpilor sunt definite ca IgM,
IgD, IgG, IgA si IgE, respectiv. In interiorul lantului usor si al lantului greu regiunca variabil si regiunca
constantd se leaga prin regiunea ,,J”, formata din aproximativ 12 sau mai multi aminoacizi, iar lantul greu
cuprinde suplimentar regiunea ,,D” constind din aproximativ 3 sau mai multi aminoacizi. Fiecare lant
greu constd dintr-o regiune variabild a lantului greu (Vi) §i 0 regiune constantd a lantului greu (Cr).
Regiunca constantd a lantului greu este compusa din trei domenii (Cul, Cu2 si Cy3). Fiecare lant usor
este format dintr-o regiune variabild a lantului usor (Vi) si o regiune constantd a lantului usor (Cr).
Regiunca constantd a lantului usor constd din domeniul C:. Regiunca constantd a anticorpului poate
intermedia legarea imunoglobulinei cu tesuturile sau factorii organismului gazda, inclusiv cu diferite
celule ale sistemului imunitar (de exemplu, cu celulele efectoare) si cu prima componentd a sistemului
complement clasic (C1q). Regiunile Vg si Vi pot fi divizate suplimentar in regiuni cu o variabilitate mare
(denumite regiuni de determinare a complementarititii (CDR-uri)), in regiuni separate, denumite regiuni
cadru (FR), care sunt relativ conservative. Fiecare Vg sau Vi, este compus din 3 CDR-uri si 4 FR, aranjate
in urmétoarea ordine incepand de la capdtul amino-terminal spre capatul carboxi-terminal: FR1, CDRI,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Regiunile variabile (Vi §i V1) ale fiecirei perechi de lant greu/lant usor
formeazi situsul de legare la antigen, respectiv. Atribuirea aminoacizilor la fiecare regiune sau domeniu
se efectueaza in conformitate cu definitia datd de catre Kabat - Sequences of Proteins of Immunological
Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 si 1991)), sau de cétre Chothia & Lesk (1987)
J. Mol . Biol. 196: 901-917; Chothia si colab. (1989) Nature 342: 878-883. Termenul ,,anticorp” nu s¢
limiteaza la vreun procedeu concret de obtinere a anticorpului. De exemplu, acesta include, in particular,
anticorpi recombinanti, anticorpi monoclonali si anticorpi policlonali. Anticorpii pot reprezenta anticorpi
de diferite izotipe, cum sunt anticorpii IgG (de exemplu, subtipurile IgG1, IgG2, IgG3 sau 1gG4), IgAl,
IgA2, IgD, IgE sau IgM.

Termenul ,,fragment de legare la antigen” a unui anticorp, asa cum este utilizat aici, se referd la o
polipeptidd cuprinzand un fragment de anticorp cu dimensiunea complet, care pastreazi capacitatea de a
se lega in mod specific la un antigen cu care se leagd acest anticorp cu dimensiunca completa si/sau de a
concura cu acest anticorp de dimensiune completa pentru legarea specifica la antigen. De asemenea, acest
fragment este denumit ,portiunc de legare la antigen”. Descricrea generald a se vedea in cartea
Fundamental Immunology, Ch. 7 (Paul, W., ed., Second Edition, Raven Press, N.Y. (1989)). Fragmentele
de anticorpi de legare la antigen pot fi obtinute prin intermediul tehnologiei ADN recombinante sau prin
scindarea enzimatici sau chimici a anticorpilor intacti. In unele cazuri, fragmentele de legare la antigen
includ fragmentele Fab, Fab’, F(ab'),, Fd, Fv, dAb, fragmentul regiunii de determinare a
complementarititii, anticorpul cu un singur lant (de exemplu, scFv), anticorpul himeric, diacorpul si astfel
de polipeptide care contin cel putin o portiune dintr-un anticorp, suficientd pentru a conferi acestei
polipeptide capacitatea de a se lega in mod specific la antigen.

Termenul ,,Fd-fragment”, asa cum ecste utilizat aici, se¢ referd la un fragment de anticorp care
constd din domeniul Vg si domeniul Cyl; termenul ,,Fv-fragment” se referd la un fragment de anticorp
care constd din domeniul Vi i domeniul Vg ale unui singur brag al unui anticorp; termenul ,,dAb-
fragment” se referd la un fragment de anticorp care constd din domeniul Vi (Ward si colab., Nature 341:
544-546 (1989)); termenul ,,Fab-fragment” se referd la un fragment de anticorp care constd din domeniile
Vi, Vi, Co i Cul; si termenul ,,F(ab');-fragment” se referd la un fragment de anticorp constind din doud
Fab-fragmente, asociate prin punti disulfurice la regiunea ,,balama”.

In unele cazuri, fragmentul de legare la antigen al anticorpului reprezinti un anticorp cu un singur
lant (de exemplu, scFv), in care domeniile Vi si Vi sunt asociate intre ele printr-un element de legare
(linker), care asigurd obtinerea unui singur lant polipeptidic cu formarea unei molecule monovalente (a se
vedea, de exemplu, Bird si colab., Science 242: 423-426 (1988) si Huston si colab., Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 85: 5879-5883 (1988)). Asemenca molecule scFv pot avea o structurd comund NH,-Vi -linker-Vg-
COOH sau NH»-Vg-linker-Vi-COOH. Linkerii indicati, cunoscuti din stadiul tehnicii, constau din
secventa de aminoacizi repetitivd GGGGS sau din variantele acesteia. De exemplu, poate fi utilizat un
agent de legare avand secventa de aminoacizi (GGGGS)., insd, de asemenea, pot fi utilizate si variantele
sale (Holliger si colab. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448). Alti linkeri adecvati pentru a fi
utilizati in prezenta inventic sunt descrisi in Alfthan si colab. (1995) Protein Eng. 8: 725-731; Choi si
colab. (2001) Eur. J. Immunol. 31: 94-106; Hu si colab. (1996) Cancer Res. 56: 3055-3061; Kipriyanov si
colab. (1999) I. Mol. Biol. 293: 41-56 si Roovers si colab. (2001) Cancer Immunol.

In unele cazuri, fragmentul de legare la antigen al anticorpului este un diacorp (anticorp bivalent),
in care domeniile Vg §i Vi sunt exprimate pe un singur lant polipeptidic. Cu toate acestea, linkerul utilizat
este prea scurt si aceste doud domenii nu pot forma pe acelasi lant o pereche unul cu celilalt, fiind fortate
sd se imperecheze cu un domeniu complementar pe un alt lant. Datoritd acestui fapt, se¢ formeazi doua
situsuri de legare la antigen (vezi, de exemplu, Holliger P. si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-
6448 (1993) si Poljak R.J. si colab., Structure 2: 1121-1123 (1994)).

Fragmentele de legare la antigen ale anticorpilor (de exemplu, fragmentele de anticorpi indicate
mai sus) pot fi derivate din anticorpii mentionati (de exemplu, anticorpul monoclonal 8D2, descris in
inventia de fatd), folosind metode standard, cunoscute specialistilor in domeniu (de exemplu, prin
tehnologii ADN recombinante sau procedee de clivaj enzimatic sau chimic), si pot fi supuse testirii la
specificitate prin aceleasi procedee ca si anticorpii intacti.

In prezenta inventie, dacd din ontext nu reiese in mod clar altceva, termenul ,,anticorp” include nu
doar anticorpii intacti, dar si fragmentele de legare la antigen ale anticorpilor.

Termenul ,,mAb” sau ,.anticorp monoclonal”, asa cum este utilizat in inventia de fati, se referd la
un anticorp sau la un fragment de anticorp dintr-un grup de molecule de anticorpi in cel mai inalt grad
omogene, §i anume, anticorpii separati, care constituic grupul, sunt identici, cu exceptia unor posibile
mutatii aparute in mod natural. Anticorpii monoclonali sunt inalt specifici in raport cu un epitop al
antigenului. Spre deosebire de anticorpii monoclonali, preparatele anticorpilor policlonali includ, de
reguld, cel putin doud sau mai multe tipuri de diferiti anticorpi care recunosc diferiti epitopi ai
antigenului. De reguld, anticorpii monoclonali pot fi preparati utilizind tehnologia hibridoma, descrisa
pentru prima datd in Kohler si colab. (Nature, 256: 495, 1975), sau pot fi obtinuti folosind tchnologia
ADN recombinanti (vezi, de exemplu, brevetul US Nr. 4816567).

In prezenta inventie, anticorpul monoclonal numerotat este identic cu anticorpul monoclonal
obtinut din hibridomul cu acelasi numir. De exemplu, anticorpul monoclonal 8D2 este identic cu
anticorpul obtinut din linia de celule hibridoma 8D2 sau din subclonele sale, sau din celule fiice.

Termenul ,,anticorp hibrid”, asa cum este utilizat in aceastd inventie, se referd la un asemenca
anticorp, in care o portiune a lantului usor si/sau a lantului greu este obtinutad dintr-un singur anticorp
(care poate fi preparat dintr-o anumita specie sau apartine unei clase sau subclase concrete de anticorpi),
in timp ce cealalta parte a lantului usor si/sau a lantului greu este obtinutd dintr-un alt anticorp (care poate
fi derivatd dintr-o specie identica sau diferitd, sau apartinand unei clase sau subclase identice sau diferite
de anticorpi), cu conditia ci acesta isi pastreazi capacitatea de legare la antigenul tintd (Brevetul US Nr.
4816567, eliberat pe numele Cabilly si colab.; Morrison si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-
6855 (1984)).

Termenul ,anticorp umanizat”, utilizat in prezenta inventie, se referd la un anticorp sau un
fragment de anticorp obtinut dupd inlocuirea tuturor sau a citorva CDR-uri ale unei imunoglobuline
umane (anticorp recipient) cu CDR-uri ale unui anticorp non-uman (anticorp donor), in care anticorpul
donor poate reprezenta un anticorp non-uman (de exemplu, de soarece, de sobolan sau de iepure) cu
specificitatea, afinitateca sau reactivitatea dorite. In afard de aceasta, unele resturi de aminoacizi ale
regiunilor cadru (FR) ale anticorpului recipient pot fi inlocuite cu resturi aminoacide respective de
anticorp non-uman sau cu resturi de aminoacizi ale altor anticorpi, cu scopul de a imbunétiti in continuare
sau de a optimiza caracteristicile anticorpului. Mai multe informatii despre anticorpii umanizati a se
vedea, de exemplu, 1a Jones si colab., Nature, 321: 522-525 (1986); Reichmann si colab., Nature, 332:
323-329 (1988); Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992); si Clark, Immunol. Today 21: 397-402
(2000).

Termenul ,,anticorp de neutralizare”, asa cum este utilizat in inventia propusd, s¢ referd la un
anticorp sau la un fragment de anticorp care este capabil de a elimina sau de a reduce in mod semnificativ
virulenta virusului tintd (de exemplu, capacitatea sa de a infecta celulele).

Termenul ,.epitop”, asa cum este utilizat in aceastd descriere, se referd la o portiune de antigen care
se leagi intr-un mod specific cu o imunoglobulini sau cu un anticorp. In domeniul de referinti al tehnicii,
,.epitopul” mai este denumit si ,,determinant antigenic”. De reguld, epitopul sau determinantul antigenic
constd din grupuri de suprafatd ale moleculei chimic active, cum ar fi, de exemplu, din aminoacizi sau
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compusi de carbohidrati sau din catene laterale de carbohidrati si, de reguld, detine caracteristici specifice
de structurd tridimensionala si caracteristici specifice de sarcind. De exemplu, in mod obisnuit epitopul
include cel putin 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 sau 15 aminoacizi consecutivi sau neconsecutivi intr-
o conformatic spatiald determinatd de citre distanta dintre ¢i. Acesta poate fi un epitop ,liniar” sau
,.conformational”. A se vedea, de exemplu, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology,
Vol. 66, G.E. Morris, Ed. (1996). Intr-un epitop liniar, toate punctele de interactiune dintre proteini si
molecula care interactioncazi (de exemplu, un anticorp) sunt amplasate in mod liniar pe secventa primara
de aminoacizi a proteinei. In epitopul conformational punctele care interactioneazi sunt formate din punti
asociate de resturi aminoacide de proteine, indepartate una fatd de cealalta.

Termenul ,,izolat”, asa cum este utilizat in inventia propusd, inscamni obtinut din stare nativa pe
cale artificiald. In cazul in care substanta sau componentul .izolat” se regiseste in naturd, este posibil ca
mediul sdu natural sa fi fost modificat sau substanta si fi fost izolatd din mediul siu natural, sau si una, si
alta. De exemplu, polinucleotidele neizolate sau polipeptidele se regisesc in naturd in organismele vii in
vivo, iar polinucleotidele si polipeptidele identice de o puritate inaltd, derivate din astfel de stare naturald,
sunt descrise ca fiind ,,izolate”. Termenul ,,izolat” nu exclude existenta unui amestec de substante
artificiale sau sintetice, precum si prezenta altor impurititi care nu afecteazi activitatea substantei.

Termenul ,,sistem de expresie F. coli”, asa cum este utilizat in inventia de fata, se referd la un
sistem de expresie care constd din E. coli (tulpind) si un vector in care E. coli (tulpind) a fost obtinuta, de
exemplu, din tulpinile disponibile comercial, dar fara a se limita la acestea, G1698, ER2566, BL21 (DE3),
B834 (DE3) si BLR (DE3).

Termenul ,,vector”, asa cum este utilizat in inventia propusd, se referd la un sistem purtitor de acid
nucleic in care poate fi incorporatd o polinucleotidd. Atunci cand vectorul permite exprimarea proteinei
codificate de polinucleotida integrata, vectorul in cauzi este denumit vector de expresie. Vectorul poate fi
introdus in celula gazdd prin transformare, transductic sau transfectic in asa mod, incit componenta
geneticd care se contine in acest vector se exprimi in celula gazdd. Vectorii bine cunoscuti specialistilor
in domeniul de referintd includ, fird a sec limita la acestea, plasmidd, fagemidd, cosmidd, cromozomul
artificial, cum ar fi cromozomul artificial al drojdiei (YAC), cromozomul artificial bacterian (BAC) sau
cromozomul artificial pe bazi de P1-plasmida bacteriand (PAC); bacteriofag, cum ar fi fagul A sau fagul
M13, precum si virusul animal si altele similare. Virusurile animale care pot fi utilizate in calitate de
vector includ, fard a se limita la acestea, retrovirusul (inclusiv lentivirusul), adenovirusul, virusul adeno-
asociat, virusul herpetic (de exemplu, virusul herpes simplex), poxvirusul, baculovirusul, virusul
papiloma, papovavirusul (de exemplu, SV40). Vectorul poate contine mai multe componente pentru
controlul expresiei, incluzind, fard a se limita la acestea, secventa-promotor, secventa de initiere a
transcriptiei, secventa amplificatoare, componenta de reproductie si gena reporter. In plus, vectorul poate
cuprinde, de asemenea, situsul de initiere a replicarii.

Asa cum este utilizat aici, termenul ,,celula gazdd™ se referd la celulele care pot fi utilizate pentru
introducerea vectorului. Celulele in cauzi includ, fara a se limita la acestea, celule procariote, cum ar fi E.
coli sau Bacillus subtilis, celule de fungi, cum ar fi celulele de drojdie sau Aspergillus, celule de insecte,
cum ar fi celulele Drosophila S2 sau Sf9, sau celule animale, cum ar fi fibroblastele, celulele CHO,
celulele COS, celulele NSO, celulele Hela, celulele BHK, celulele HEK 293 sau celulele umane.

Termenul ,identitate”, asa cum este utilizat in inventia de fatd, este folosit pentru a descrie
coincidenta secventei dintre doud polipeptide sau dintre doi acizi nucleici. Atunci cind pozitiile
corespunzatoare din cele doud secvente comparate sunt ocupate de citre subunitidti monomerice similare
(aminoacizi sau baze) (de exemplu, ambele pozitii corespunzitoare din cele doud molecule de ADN sunt
ocupate de catre adenind sau ambele pozitii corespunzitoare din cele doud polipeptide sunt ocupate de
catre lizind), moleculele in cauzi aflate in aceastd pozitic sunt identice. ,Identitatea procentuald”™ dintre
doud secvente reprezintd urmitoarca functie: numirul de pozitii care coincid pentru cele doud secvente,
impartit la numarul de pozitii comparate, inmultit cu 100. De exemplu, dacd 6 din 10 pozitii in doud
secvente coincid, atunci aceste doud secvente au o identitate de 60%. De exemplu, ADN-ul secventelor
CTGACT si CAGGTT au identitatea de 50% (un total coincid trei din sase pozitii). De reguld, doud
secvente sunt comparate dupd nivelare, pentru a obtine o identitate maximi. De exemplu, este convenabil
ca o astfel de nivelare si fie efectuatd cu ajutorul unui program de calculator, de exemplu, cu programul
ALIGN (DNAstar, Inc.), prin procedeul descris in Needleman si colab. (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453.
Totodata, algoritmul E. Meyers si W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4: 11-17 (1988)), incorporat in
programul ALIGN (versiunea 2.0) poate fi utilizat pentru a determina identitatea procentuald dintre doud
secvente de aminoacizi folosind tabelul de greutdti pentru substituirea resturilor PAM120, penalizarea
pentru extinderea decalajului 12 si penalizarea pentru extinderea decalajului 4. In afard de aceasta,
algoritmul Needleman si Wunsch (J. Mol Biol. 48: 444-453 (1970)), incorporat in programul GAP din
pachetul GCG (disponibil pe site-ul www.gcg.com), poate fi utilizat pentru a determina identitatea
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procentuald dintre doud secvente de aminoacizi folosind matricea Blossum 62 sau matricea PAM250,
greutatea decalajului 16, 14, 12, 10, 8, 6 sau 4 si greutatea continudrii decalajului 1, 2, 3, 4, 5 sau 6.

Termenul de ,,substitutic conservatoare”, asa cum este folosit in prezenta inventie, se referd la
substitutiile de aminoacizi care nu afecteaza in mod negativ sau nu modifica proprictitile esentiale ale
proteinei/polipeptidei ce cuprinde secventa datd de aminoacizi. De exemplu, substitutiile conservatoare
pot fi administrate prin intermediul unor tehnici standard, cunoscute din stadiul tehnicii, cum ar fi
mutageneza situs-directionatd, mutagenczi mediatd prin tehnologia PCR. Substitutiile conservatoare de
aminoacizi includ substitutiile in care restul de aminoacid este inlocuit cu un rest de aminoacid avand o
catend laterald similard, de exemplu, cu un rest analogic cu restul de aminoacid corespunzitor din punctul
de vedere al proprictitilor fizice sau al functici (de exemplu, avind dimensiunca, forma, incircitura,
proprietatile chimice similare, inclusiv capacitatea de a forma o legiturd covalentd sau o legiturd de
hidrogen, sau altele de acest gen). Familiile de resturi de aminoacizi avand catene laterale similare sunt
definite in stadiul relevant al tehnicii. Aceste familii includ aminoacizi cu catend laterald bazici (de
exemplu, lizina, arginina si histidina), catend laterald acidd (de exemplu, acidul aspartic si acidul
glutamic), catend laterald polard neincircatd (de exemplu, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirozina, cisteina si triptofanul), catena laterald nepolard (de exemplu, alanina, valina, leucina, izoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), catend laterald beta ramificatd (de exemplu, treonina, valina si
izoleucina) si catend laterald aromaticad (de exemplu, tirozina, fenilalanina, triptofanul, histidina). Astfel,
este preferabild substitutia restului de aminoacid corespunzitor cu un alt rest de aminoacid din aceeasi
familie a catenei laterale. Procedecle de identificare a substitutiilor conservatoare de aminoacizi sunt bine
cunoscute in stadiul tehnicii (de vazut, de exemplu, Brummell si colab., Biochem., 32: 1180-1187 (1993);
Kobayashi si colab., Protein Eng. 12(10): 879-884 (1999); si Burks si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
94: 412-417 (1997) care sunt incorporate in inventia de fatd prin referintd).

Termenul ,,imunogenitate”, asa cum este utilizat aici, se referd la capacitatea de a stimula
organismul sd produci anticorpi specifici sau si sensibilizeze limfocitele. Acesta se referd nu numai la
proprietatile antigenului, care poate stimula celulele imune concrete in asemenea mod, incat sd inducd
activarea, proliferarca si diferentierea celulelor imune si in cele din urmid - producerea de substante
efectoare imune, cum ar fi anticorpii, si care poate sensibiliza limfocitele, referindu-se, de asemenea, si la
reactiile specifice imune ale sistemului imunitar al organismului, care induc producerea de anticorpi sau
de limfocite T sensibilizate, ca rezultat al stimuldrii organismului de citre antigen. Imunogenitatea
constituie cea mai importantd proprictate a antigenului. Capacitatea antigenului de a induce cu succes un
raspuns imun in organismul gazdad depinde de trei factori: natura antigenului, reactivitatea organismului
gazda si procedeul de imunizare.

Termenul ,legare specificd”, asa cum este folosit in prezenta inventie, se¢ referd la o reactie
nealeatoare de legare dintre doui molecule, cum ar fi reactia dintre anticorp si antigenul tinti. In unele
variante de realizare a inventiei, legarea specifici a anticorpului la antigen (sau anticorpul este specific in
raport cu antigenul) inscamnd ci anticorpul se leagd la antigen cu o afinitate (Kp) de mai putin de
aproximativ 10 M, de exemplu, mai putin de aproximativ 10° M, 107 M, 10 M, 10° M sau 10-'° M,
sau mai putin.

Termenul , Kp”, utilizat in lucrarea de fati, se referd la constanta echilibrului de disociere a unei
interactiuni particulare anticorp-antigen care este folosit pentru a descrie afinitatea legérii dintre anticorp
si antigen. Cu cat ¢ mai mica constanta echilibrului de disociere, cu atat este mai puternicd legarca
anticorpului la antigen si cu atat este mai inaltd afinitatea dintre anticorp si antigen. De reguld, anticorpul
(de exemplu, anticorpul monoclonal 8D2 conform inventici de fatd) se leagd la antigen (de exemplu, la
proteina L.1) cu constant echilibrului de disociere (Kp) mai mici de aproximativ 10 M, de exemplu, mai
mica de aproximativ 10° M, 107 M, 10 M, 10° M sau 10''® M, sau si mai mici, de exemplu, asa cum
este determinat prin intermediul rezonantei plasmonice de suprafatd (SPR) pe un dispozitiv BIACORE.

Termenii ,,anticorp monoclonal” si ,,mAb”, asa cum sunt utilizati in inventia de fati, au unul si
aceeasi semnificatie si pot fi folositi in mod intersanjabil. De asemenea, termenii ,,anticorp policlonal” si
»pAb” au una si aceecasi semnificatic si pot fi folositi in mod intersanjabil. De asemenea, termenii
polipeptidd” si ,,proteind” au unul si aceeasi semnificatie si pot fi folositi in mod intersanjabil. In afard
de aceasta, in prezenta inventie aminoacizii sunt marcati, de reguld, prin abrevieri formate dintr-o singura
literd sau din trei litere, bine cunoscute in domeniul respectiv al tehnicii. De exemplu, o alanind poate fi
notatd ca A sau ca Ala.

Termenii ,.hibridoma™ i ,linic celulard hibridoma”, asa cum sunt utilizati aici, pot fi folositi in
mod intersanjabil. De asemenca, atunci cand se face referire la termenul | hibridoma” sau la termenul
Llinie celulard hibridoma”, acesta include, de asemenea, subclone si celule fiice ale liniei celulare
hibridoma 4B3.
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Termenul ,,vector acceptabil farmaceutic si/sau excipient”, asa cum este utilizat in inventia
propusd, se referd la vectorul si/sau la excipientul compatibil cu subiectul si cu componenta activa in
farmaccologie si/sau fiziologie, fiind bine cunoscute in stadiul respectiv al tehnicii (a se vedea, de
exemplu, Remington's Pharmaceutical Sciences. Edited by Gennaro AR, 19th ed. Pennsylvania: Mack
Publishing Company, 1995), si include, fard a se limita la acestea, un agent de ajustare a pH-ului, un
agent activ de suprafatd, un adjuvant, un amplificator de intensitate ionicd. De exemplu, agentul de
ajustare a pH-ului include, fard a se limita la acesta, un tampon fosfat; agentul activ de suprafati include,
fard a se limita la acesta, un agent activ de suprafati cationic, anionic sau neionic, cum ar fi, de exemplu,
Tween 80; si un un amplificator de intensitate ionicd include, fara a se limita la aceasta, clorurd de sodiu.

Termenul ,adjuvant”, asa cum este utilizat in inventia de fatd, se referd la un amplificator
nespecific de imunitate care poate spori raspunsul imun al organismului la un antigen sau poate schimba
tipul de rdspuns imun atunci cand este administrat in organism impreuni cu un antigen sau inainte de
administrarea unui antigen. Existd mai multi adjuvanti incluzand, fard limitare la acestia, adjuvantii de
aluminiu (de exemplu, hidroxidul de aluminiu), adjuvantul Freund (de exemplu, adjuvantul Freund
complet si adjuvantul Freund incomplet), lipopolizaharidul Corynebacterium parvum, citokina si altele
asemenca. In prezent, adjuvantul Freund este utilizat cel mai frecvent in experimentele pe animale, iar
hidroxidul de aluminiu este folosit pe scard larga in cadrul studiilor clinice.

Termenul ,,cantitate eficientd”, asa cum este utilizat aici, se¢ referd la o cantitate suficientd pentru a
realiza sau, cel putin, pentru a atinge partial efectele dorite. De exemplu, termenul ,,cantitate eficientd din
punct de vedere profilactic” pentru o afectiune (de exemplu, pentru o boald asociati cu legarea excesiva a
CTLAA4 1a B7 sau cu activitatca CTLA4, cum ar fi o tumoare) sc¢ referd la o cantitate suficientd pentru
prevenirea, suprimarea sau incetinirea progresiei bolii (de exemplu, a unei boli asociate cu excesul
activititii de legare a CTLA4 la B7 sau a activitatii CTLA4, cum ar fi o tumoare); iar termenul ,,cantitate
eficientd din punct de vedere terapeutic” pentru o boald se referd la o cantitate suficientd pentru a vindeca
sau a stopa, cel putin partial, boala si complicatiile sale la un pacient care suferd de aceastid boald.
Determinarea unei asemenea cantititi eficiente tine de competenta specialistilor din domeniul respectiv al
tehnicii. De exemplu, o cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic va depinde de severitatea bolii
care cste tratatd, starea generala a sistemului imunitar al pacientului, starea generald a pacientului, cum ar
fi varsta, greutatea corporald si sexul, calea de administrare a agentului, precum si de alte tipuri de terapie,
realizate simultan, si altele asemenea.

Efectul util al inventiei

Anticorpul monoclonal 8D2 si anticorpii sdi umanizati conform prezentei inventii se pot lega
foarte bine si in mod specific la CTLA4. Dintre acestia, anticorpii 8D2 si 8D2(Re) sc leagi la antigenul
CTLA4 murin cu un randament de legare mai bun decat cel al anticorpilor de control 10D1 (Alan J.
Korman, Edward L. Halk, si colab., HUMAN CTLA-4 ANTIBODIES, US Patent No. US6984720B1) si
11.2.1 (Douglas Charles Hanson, Mark Joseph Neveu, si colab., Human monoclonal antibodies to CTLA-
4, US Patent No. US682736B1). Anticorpul umanizat 8D2HI1L1 se leagi la antigenul murin CTLA4 cu o
eficientd de legare mai buni decat cea a anticorpului de control 10D1 si comparabild cu cea a anticorpului
11.2.1. Anticorpul umanizat 8D2H2L2 se leaga la antigenul CTLA4 uman cu o eficientd comparabila cu
cea a anticorpului 10D1. Anticorpii umanizati 8D2H2L2 si 8D2H3L3 se leagd la antigenul CTLA4
simian cu o eficientd de legare comparabild cu cea a anticorpului 10D1. Anticorpii 8D2H2L15 si
8D2H2L.17 se leagi la antigenul uman CTLA4 cu o eficientd mai buni decét cea a anticorpilor de control
10D1gi 11.2.1.

Anticorpii 8D2, 8D2(Re) si anticorpii umanizati 8D2, 8D2HI1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3,
8D2H2L.15 si 8D2H2L17 pot concura cu B7 pentru legarea la antigenul CTLA4. Dintre acestia, 8D2,
8D2 (Re), 8D2H1L1 si 8D2H2L.2 concureazi cu B7-2 mai puternic decat 10D 1 pentru legarea la CTLA4,
si 8D2H1L1, 8D2H2L.2, 8D2H3L3, 8D2H21.15 si 8D2H21.17 concureazid mai puternic cu B7-1 si B7-2
decat anticorpii 10D1 si 11.2.1 pentru legarea la CTLA4.

Anticorpul monoclonal 8D2 si anticorpii sdi umanizati conform prezentei inventii pot bloca
legarca CLTA4 la B7, in particular, facilitind imunosupresia organismului de citre CTLA4 si activand
limfocitele T cu un grad inal de eficientd. Dintre acestia, 8D2H2L2 si 8D2H2L15 activeaza limfocitele T
mai puternic decat anticorpii de control 10D1 si 11.2.1.

Descrierea succintd a figurilor

Figura 1. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE a proteinei de fuziune CTLA4ECD-mFc. Probele
si cantititile acestora incdrcate in 4 benzi de la stinga la dreapta: M, marker, 10 pl; proteind de fuziune
CTLA4ECD-mFe, 1 pg; proteind de fuziune CTLA4ECD-M mFe, 2 ng; proteind de fuziune
CTLA4ECD-mFc, 3 pg.

Figura 2. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE a anticorpului 8D2. Probele si cantitétile incircate
ale acestora in 4 benzi de la stinga la dreapta: M, marker, 10 ul; proba de anticorp in tamponul reducitor
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de incarcare pentru electroforeza proteinei, 0,3 pg; tampon nereducitor de incdrcare pentru electroforeza
proteinei, 2 ul; probd de anticorp in tamponul reducitor de incircare pentru electroforeza proteinei, 0,3
ug.

Figura 3. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE a anticorpului recombinant 8D2 (8D2(Re)).
Probele si cantititile incarcate ale acestora in 4 benzi de la stAnga la dreapta: M, marker 10 ul; proba de
anticorp in tamponul reducitor de incdrcare pentru electroforeza proteinei, 1 pg; tampon nereducitor de
incarcare pentru electroforeza proteinei, 2 ul; probd de anticorp in tamponul nereducitor de incircare
pentru electroforeza proteinei, 1 ug.

Figura 4. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE anticorpului recombinant 8D2, 8D2HI1L1. Probele
si cantititile acestora incircate in 4 benzi de la stinga la dreapta: M, marker, 10 ul; proba de anticorp in
tamponul reducitor de incircare pentru electroforeza proteinei, 1 pg; tampon nereducitor de incircare
pentru electroforeza proteinei, 2 pl; probd de anticorp in tamponul nereducitor de incdrcare pentru
electroforeza proteinei, 1 pug.

Figura 5. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE a anticorpului recombinant §D2, 8D2H2L2.
Probele si cantititile acestora incircate in 4 benzi de la stinga la dreapta: M, marker, 10 pl; proba de
anticorp in tamponul reducdtor de incdrcare pentru electroforeza proteinei, 1 pg; tampon reducitor de
incarcare pentru electroforeza proteinei, 2 ul; probd de anticorp in tamponul nereducitor de incircare
pentru electroforeza proteinei, 1 ug.

Figura 6. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE a anticorpului recombinant §D2, 8D2H3L3.
Probele si cantititile acestora incircate in 4 benzi de la stinga la dreapta: M, marker, 10 pl; proba de
anticorp in tamponul reducitor de incircare pentru electroforeza proteinei, 1 pg; tampon nereducitor de
incdrcare pentru electroforeza proteinei, 2 ul; probd de anticorp in tamponul nereducitor de incdrcare
pentru electroforeza proteinei, 1 ug.

Figura 7. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE a anticorpului recombinant §D2, 8D2H2L15.
Probele si cantitdtile incércate ale acestora: M, marker, 10 ul; probd de anticorp in tamponul nereducitor
de incércare pentru electroforeza proteinei, 1 pg; probd de anticorp in tamponul reducitor de incarcare
pentru electroforeza proteinei, 1 ug.

Figura 8. Rezultatele electroforezei SDS-PAGE a anticorpului recombinant §D2, 8D2H2L.17.
Probele si cantititile aplicate ale acestora: M, marker, 10 pl; probd de anticorp in tamponul nereducitor
de incircare pentru electroforeza proteinei, 1 pg; probd de anticorp in tamponul reducitor de incadrcare
pentru electroforeza proteinei, 1 ug.

Figura 9. Rezultatele determindrii parametrilor dinamici caracteristici ai mAb 8D2.

Figura 10. Rezultatele determindrii parametrilor dinamici caracteristici ai SD2HILI.

Figura 11. Rezultatele determindrii parametrilor dinamici caracteristici ai SD2H2L2.

Figura 12. Rezultatele determindrii parametrilor dinamici caracteristici ai SD2H3L3.

Figura 13. Rezultatele determindrii parametrilor dinamici caracteristici ai 8D2H2L15.

Figura 14. Rezultatele determindrii parametrilor dinamici caracteristici ai SD2H2L17.

Figura 15. Histograma care indicd expresia CTLA4 pe celulele nemarcate 293F, in controlul
izotipic §i celulele 293F-CTLA4, dupa cum s-a stabilit prin intemediul citometriei in flux continuu
(mumdrul de celule - fluorescenta (FITC)).

Figura 16. Intensitatca medie a fluorescentei (MFI) a expresici CTLA4 pe celulele nemarcate
293F, pe controalele izotipice si celulele 293F-CTL A4, dupd cum s-a stabilit prin intermediul citometriei
in flux continuu.

Figura 17. Rezultatele ECso de legare a anticorpului mAb 8D2 la celulele marcate 293F-CTLA4.

Figura 18. Rezultatele ECso de legare a anticorpului 8D2 (Re) la celulele marcate 293F-CTLAA4.

Figura 19. Rezultatele ECso de legare a anticorpului 8D2H1L1 la celulele marcate 293F-CTLA4.

Figura 20. Rezultatele ECso de legare a anticorpului 8D2H2L2 la celulele marcate 293F-CTLA4.

Figura 21. Rezultatele ECso de legare a anticorpului 8D2H3L3 la celulele marcate 293F-CTLAA4.

Figura 22. Determinarea legirii anticorpilor 8D2, 8D2H1L1 si 8D2(Re) la CTLA4 folosind testul
ELISA.

Figura 23. Determinarea legarii anticorpilor recombinanti 8D2H2L2 si 8D2H3L3 la CTLA4 uman
folosind testul ELISA.

Figura 24. Determinarea legarii anticorpilor recombinanti 8D2H2L2 si 8D2H3L3 la CTLA4
simian folosind testul ELISA.

Figura 25. Determinarea legarii anticorpilor recombinanti 8D2H2L15 si 8D2H2L17 la CTLA4
simian folosind testul ELISA.

Figura 26. Rezultatele testului ELISA la determinarea concurentei anticorpilor 8D2, 8D2HI1L1 si
8D2(Re) cu B7-1.
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Figura 27. Rezultatele testului ELISA la determinarea concurentei anticorpilor 8D2, 8D2HI1L1 si
8D2(Re) cu B7-2.

Figura 28. Rezultatele testului ELISA la determinareca concurentei anticorpilor 8D2H2L2 si
8D2H3L3 cu B7-1.

Figura 29. Rezultatele testului ELISA la determinarca concurentei anticorpilor 8D2H2L2 si
8D2H3L3 cu B7-2.

Figura 30. Rezultatele testului ELISA la determinarea concurentei anticorpilor 8D2H2L15 si
8D2H2L.17 cu B7-1.

Figura 31. Rezultatele testului ELISA la determinarea concurentei anticorpilor 8D2H2L15 si
8D2H2L.17 cu B7-2.

Figura 32. Influenta asupra nivelului secretiei de IL-2 de catre limfocitele T, determinatd prin
intermediul testului ELISA, dupa co-cultivarea timp de 72 de ore cu celulele mononucleare din sangele
periferic (PBMC), celulele Raji i anticorpii umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L2 sau 8D2H3L3, respectiv.
Rezultatele demonstreazd faptul cd anticorpii umanizati mAb 8D2 sporesc secretia de IL-2 de citre
limfocitele T prin blocarea receptorului CTLA4.

Figura 33. Influenta asupra nivelului secretici de IL-2 de citre limfocitele T, determinatd prin
intermediul testului ELISA, dupa co-cultivarea timp de 72 de ore cu celulele mononucleare din sangele
periferic (PBMC), celulele Raji si anticorpii umanizati 8D2H2L15 sau 8D2H2L17, respectiv. Rezultatele
demonstreaza faptul ci anticorpii umanizati mAb 8D2 sporesc secretia de IL-2 de cétre limfocitele T prin
blocarea receptorului CTLA4.

Figura 34. Curba cresterii tumorii, a probei transplantate subcutanat hu-SCID-Raji, care a primit
tratament cu SD2H2L.2.

Exemple concrete de realizare a inventiei

Variantele de realizare a prezentei inventii vor fi descrise in continuare in mod detaliat, cu
referintd la Exemple. Specialistii in domeniul respectiv al tehnicii vor aprecia faptul cid urmitoarele
Exemple sunt destinate ca sd ilustreze prezenta inventie. Exemplele, pentru care nu sunt descrise procedee
sau conditii concrete, au fost realizate prin utilizarea procedeclor si conditiilor descrise in literatura din
domeniul respectiv al tehnicii (de exemplu, J. Sambrook si colab., tradus de citre Peitang HUANG si
colab., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition, Science Press) sau in conformitate cu
instructiunile produseclor. Reactivii si instrumentele, ai ciror furnizori nu sunt indicati, reprezinta produse
conventionale, disponibile in comert.

In urmitoarele Exemple ale prezentei inventii soarecii linici BALB/C au fost achizitionati de la
Guangdong Medical Laboratory Animal Center.

In urmitoarele Exemple ale prezentei inventii limfocitele T au fost primite de la Akeso Biopharma
Inc., Zhongshan.

Anticorpul de control 10D1 a fost obtinut dupd cum este descris in brevetul US Nr.6984720B1; si
anticorpul 11.2.1 a fost obtinut dupa cum este descris in brevetul US Nr.6682736B1.

Exemplul 1. Obtinerca CTLA4-8D2 al liniei de celule hibridoma LTOO01 si obtinerea anticorpului
monoclonal §D2

CTLA4 recombinant a fost exprimat in sistemul de expresic a celulelor de mamifere pentru
imunizarea cu ajutorul acestuia a soarecilor in calitate de antigen, iar celulele hibridoma au fost preparate
prin fuziunea celulelor splenice de soarece cu celule de mielom. Linia de celule hibridoma (CTLA4-8D2
linie de celule hibridoma LT001) a fost obtinutd in urma screeningului unui numir mare de probe.
Respectiva linic de celule putea secreta anticorpul monoclonal 8D2, care se leagd in mod specific la
CTLA4. Procedecle specifice sunt descrise in continuare.

1. Sinteza genei CTLA4ECD-mFc

In conformitate cu schema structurii proteinei de fuziune (SECV. ID Nr. 3), secventa de
aminoacizi (SECV. ID Nr. 2), care corespunde fragmentului extracelular al genei CTLA4 (antigenul 4
NCBI asociat cu T-limfocitele citotoxice al genei ID 1493, SECV. ID Nr. 1) (CTLA4ECD) a fost fuzionat
cu fragmentul de Fc-proteind de IgG (mFc¢) murin, in care mFc constituie un fragment de Fc-proteind a
IgG murin cu secventa de aminoacizi prezentatd sub formé de parte accentuatd a SECV. ID Nr. 3.

Pentru a spori eficienta expresiei genei tintd in sistemul de expresie celulard 293f, secventa de
nucleotide, care codificd secventa de proteind din SECV. ID Nr. 3, a fost optimizatd in Genscript Co.,
Iuandu-se in considerare, in principal, asemenea factori cum ar fi codonii preferintiali, continutul de GC,
structura secundard a mARN si secventele repetitive. Gena finald optimizata, care codificd proteina de
fuziune CTLA4ECD-mFc, a avut urmdtoarea secventd (SECV. ID Nr. 4) si a fost sintetizatd in Genscript
Co.

Secventa genei CTLA4ECD (375 bp):
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GCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAG
CCGAGGCATCGCCAGCTTTGTGTGTGAGTATGCATCTCCAGGCA

AAGCCACTGAGGTCCGGGTGACAGTGCTTCGGCAGGCTGACAG
CCAGGTGACTGAAGTCTGTGCGGCAACCTACATGATGGGGAAT
GAGTTGACCTTCCTAGATGATTCCATCTGCACGGGCACCTCCAG
TGGAAATCAAGTGAACCTCACTATCCAAGGACTGAGGGCCATGG
ACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTGGAGCTCATGTACCCACCG
CCATACTACCTGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTAAT

TGATCCAGAACCGTGCCCAGATTCTGAC (SEQIDNO: 1)

Secventa proteinei, codificatd de catre CTLA4ECD (125 aa):
AMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADS

QVITEVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDT
GLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPCPDSD (SEQ ID NO:

2)
Secventa proteinei de fuziune CTLA4ECD-mFc¢ (364 aa), in care o portiunc a CTLA4ECD este
5 evidentiata printr-o linic ondulatd, iar o portiune a mFc este evidentiatd cu o linie aldini.

AMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADS
QVTEYCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDT
GLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPCPDSDENLYFQGPRG
PTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVS
EDDPDVOISWFVNNVEVHTAQTOTHREDYNSTLRVVSALPIQHOD
WMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPOVYVLPPPEEEM
TKKOVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGS
YFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

(SEQID NO: 3)

Secventa de codificare a genei, corespunzitoare proteinei de fuziune CTLA4ECD-mFc (1092 bp),
in care o portiune a CTLA4ECD este evidentiatd cu o linie ondulata, iar o portiune a mFc este evidentiatd
cu o linie aldina.
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GCAATGCATGTCGCACAGCCTGCAGTGGTCCTGGCAAGCTC
CAGGGGAATCGCTAGCTTCGTGTGCGAATACGCTTCCCCAGGCA
AGGCAACCGAGGTCCGGGTGACAGTCCTGAGACAGGCCGACAG

CCAGGTGACAGAAGTCTGCGCCGCTACTTATATGATGGGCAACG

GGAAACCAAGTGAATCTGACCATCCAGGGCCTGCGCGCTATGG
ACACAGGGCTGTACATTTGTAAAGTGGAGCTGATGTATCCCCCT
CCATACTATCTGGGAATCGGCAACGGGACCCAGATCTACGTGAT
TGATCCTGAACCATGCCCCGACTCCGATGAGAATCTGTATTTCC
AGGGACCACGAGGCCCCACAATTAAGCCATGTCCCCCTTGCAAA
TGTCCTGCACCAAACCTGCTGGGAGGACCAAGCGTGTTCATCTT
TCCACCCAAGATCAAGGACGTGCTGATGATCTCACTGAGCCCCA
TTGTGACCTGCGTGGTCGTGGACGTGAGCGAGGACGATCCTGA
TGTGCAGATCAGTTGGTTCGTCAACAATGTGGAAGTCCACACAG
CTCAGACTCAGACCCATAGGGAGGATTACAATAGTACTCTGCGC
GTCGTGTCAGCACTGCCCATTCAGCACCAGGACTGGATGAGCG
GCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTGAACAACAAGGATCTGCCCGC
ACCTATCGAGAGAACTATTTCCAAGCCTAAAGGGTCTGTGAGGG
CCCCACAGGTGTATGTCCTGCCTCCACCCGAGGAAGAGATGACT
AAGAAACAGGTGACACTGACTTGTATGGCGTCACCGACTTCATGCC
CGAAGATATCTACGTGGAGTGGACTAACAATGGGAAGACCGAA
CTGAACTATAAAAATACAGAGCCTGCTGCTGGACTCAGATGGAAG
CTACTTTATGTATAGCAAGCTGCGAGTGGAAAAGAAAAACTGGG
TCGAGCGGAACAGCTACTCTTGTAGTGTGGTCCACGAAGGGCTG
CATAATCACCACACCACTAAATCATTCTCCCGAACTCCAGGCAA

A (SEQIDNO: 4)

2. Prepararea plasmidului pUC57simple-CTLA4ECD-mFc

Gena de fuziune CTLA4ECD-mFc sintetizatd (SECV. ID Nr. 4) a fost clonatd in vectorul de
expresic pUC57simple (furnizat de citre Genscript Co.) in cadrul Genscript Co., obtinind plasmidul
pUCS57simple-CTLA4ECD-mFc.

3. Construirea plasmidului recombinant pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc

Plasmidul pUC57simple-CTLA4ECD-mFc¢ a fost scindat cu ajutorul endonucleazelor Xbal si
BamHI. Un fragment al proteinei de fuziune CTLA4ECD-mFc a fost izolat prin intermediul
electroforezei si ligat in vectorul de expresic pcDNA3.1 (achizitionat de la Invitrogen Co.). Plasmidul
obtinut pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc a fost utilizat pentru a transfecta celulele competente E. coli ale
tulpinii DH5a (achizitionate de la TIANGEN Co.). Transfectia si cultivareca au fost efectuate in
conformitate cu instructiunile respective. Coloniile E. coli, pozitive conform pcDNA3.1-CTLA4ECD-
mFc, au fost selectate si replicate prin mijloace conventionale. Apoi, plasmidul recombinant a fost extras
cu ajutorul unui kit de reactivi (procurat de la Tiangen Biotech (Beijing) Co. L'TD, DP103-03) in
conformitate cu instructiunile atagate la kitul in cauza.
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4. Celulele 293F (achizitionate de la Invitrogen Co.) au fost transfectate prin intermediul
plasmidului recombinant pcDNA3.1-CTLA4ECD-mFc folosind kitul de reactivi pentru transfectia
Lipofectamine (achizitionat de la Invitrogen Co.).

5. Peste sapte zile dupd transfectia celulelor 293F cu plasmidul recombinant pcDNA3.1-
CTLA4ECD-mFc, proteina de fuziune CTLA4ECD-mFc a fost izolati din lichidul de culturd prin
intermediul centrifugirii de mare viteza, filtrarii in vid printr-o membrani microporoasd de filtrare si cu
cromatografic pe o coloand de HiTrap cu proteina A CP. Dupa purificare, probele au fost colectate, apoi
incdrcate in tamponul reducator pentru electroforeza proteinei si analizate prin intermediul electroforezei
SDS-PAGE. Dupi cum se demonstreazi in Figura 1, proteina tintd este vizibild sub forma unei zone de
mobilitate electroforetica cu o masi de aproximativ 45 kDa.

6. Prepararea CTLA4-8D2 al liniei de celule hibridoma LT001

Utilizand proteina de fuziune CTLA4ECD-mFc in calitate de imunogen, celulele hibridoma au fost
obtinute prin fuzionarea celulelor splenice de soareci imunizati ce tin de linia BALB/C (achizitionati de la
Guangdong Medical Laboratory Animal Center) cu celule de mielom murine conform unui protocol
standard (de exemplu, Stewart, S.J., ,Monoclonal Antibody Production”, in Basic Methods in antibody
Production and Characterization, Eds G.C. Howard si D.R. Bethell, Boca Raton: CRC Press, 2000).
CTLAA4 a fost folosit in calitate de antigen pentru acoperirea plicii ELISA, iar celulele hibridoma, care
secretd noi anticorpi ce s¢ leagd in mod specific la CTLA4, erau obtinute prin screening cu ajutorul
metodei indirecte ELISA. Liniile de celule hibridoma, care secretd anticorpi monoclonali i concureaza cu
ligandul B7-1 (CD80, NCBI Gene ID 941) sau cu ligandul B7-2 (CD86, NCBI Gene ID 942) pentru
legarca la CTLA4, au fost obtinute prin screening, folosind metoda competitivd ELISA, din celule
hibridoma, obtinute la ctapa de screening cu ajutorul metodei indirecte ELISA. Linia celulard hibridoma
stabild a fost preparatd prin dilutie limitativa. Linia de celule hibridoma a fost denumiti linie de celule
hibridoma CTLA4-8D?2 si aceastd linic celulara stabila CTLA4-8D2 a fost preparatd prin dilutie limitativa
(desemnatd in inventia de fatd si ca LTOO1; anticorpul monoclonal, secretat de aceastd linie, a fost
desemnat ca 8D2).

7. Prepararea anticorpului 8G2

Linia de celule CTLA4-8D2 (LT001) din prezenta inventic a fost cultivatd intr-un mediu
suplimentat cu ser bovin fetal de 10% cu un nivel scizut de IgG. Dupd sapte zile, supernatantul de cultura
celulard a fost colectat pentru purificarea anticorpului 8G2.

8. Determinarea anticorpilor 8G2 prin electroforezd SDS-PAGE

Probele purificate au fost addugate in tamponul reducitor de incircare pentru clectroforeza
proteicd si in tamponul nereducdtor de incircare pentru electroforeza proteicd. Dupd fierbere, a fost
efectuatd detectarca. Rezultatele demonstreazi cd proteina tintd este vizibild sub forma a doud zone de
mobilitate electroforeticd cu masa de aproximativ 50 kDa si 25 kDa pentru proba de proteind din
tamponul reducitor, sau sub forma unei zone de mobilitate electroforeticd cu masa de aproximativ 150
kDa pentru proba de proteind din tamponul nereducitor (Figura 2).

Exemplul 2. Determinarea secventelor lantului usor si lantului greu ale anticorpului monoclonal
8D2

Urméand instructiunile referitoare la kitul de reactivi pentru RT-PCR al sistemului de sintezd a
primului lant SuperScript® 111 (Invitrogen), a fost sintetizat ADNc, amplificat cu ajutorul PCR. Produsul
de amplificare PCR a fost supus imediat TA-clondrii in conformitate cu instructiunile referitoare la kitul
de reactivi pentru clonare pEASY-T1 (TransGen, Cat. No. CT101). Produsele TA-clondrii au fost
imediat secventiate, rezultatele secventierii fiind prezentate in continuare.

Rezultatele secventierii ADN-ului regiunii variabile a lantului greu (345 pb):
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GAGGTGAAACTGGACGAAACTGGCGGGGGGCTGGTGCAGC

CCGGACGACCTATGAAGCTGTCATGCGTCGCCAGCGGCTTCACC
TTTAGCGACAACTGGATGAATTGGGTGAGGCAGAGCCCAGAGA

AGGGGCTGGAATGGCTGGCTCAGATCCGCAACAAACCCTACAAT

TATGAGACCTACTATTCTGACAGTGTGAAGGGCCGGTTCACAAT

TTCCAGAGACGATTCTAAAAGCTCCGTCTACCTGCAGATGAACA

ATCTGAGAGGCGAAGATATGGGGATCTACTATTGCACAGCACAG

TTCGCTTATTGGGGACAGGGCACTCTGGTCACAGTCTCCGCC
(SEQID NO: 5)

Secventa de proteind codificata de aceasta (115 aa):
EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTFSDNWMNWYVRQSP

EKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSDSVKGRFTISRDDSKSSVYLQMNN

LRGEDMGIYYCTAQFAYWGQGTLVTVSA ( SEQID NO: 6 )
Rezultatele secventierii ADN-ului regiunii variabile a lantului usor (318 pb):
GACATTCAGATGACACAGAGTCCTGCTTCCCTGAGTGCCTC

AGTGGGGGAGACCGTCACAATCACTTGCGGCACCTCTGAAAACA
TCTACGGCGGGCTGAATTGGTATCAGCGGAAGCAGGGCAAAAG
TCCCCAGCTGCTGATCTTCGGAGCAACAAACCTGGCCGACGGCA
TGAGCTCCCGGTTTAGCGGGTCCGGATCTGGCAGACAGTACAG
CCTGAAGATTTCTAGTCTGCACCCAGACGATGTGGCTACTTACT
ATTGCCAGAATGTCCTGAGGAGTCCCTTCACCTTTGGGTCAGGA

ACAAAGCTGGAGATC (SEQID NO: 7)
Secventa de proteina codificatd de aceasta (106 aa):
DIOMTQSPASLSASVGETVTITCGTSENIYGGLNWYQRKQGKS

PQLLIFGATNLADGMSSRFSGSGSGRQYSLKISSLHPDDVATYYCQN
VLRSPFTFGSGTKLEI (SEQID NO: 8)

Exemplul 3. Designul secventelor lantului usor si lantului greu ale anticorpilor umanizati
8D2HI1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17
In baza structurii cristaline tridimensionale a proteinei CTLA4 (Nat. Struct. Biol. (1997) 4, p. 527)
si a secventelor anticorpului 8D2, obtinut in Exemplul 2, structura anticorpului a fost modelatd pe
calculator. Secventele regiunii variabile a anticorpilor 8D2H1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si
8D2H2L17 au fost construite pe baza secventelor anticorpului si modelului structural (secventele regiunii
constante a anticorpului au fost luate din baza de date NCBI). Secventele regiunii variabile sunt
prezentate in continuare.

1. Secventele lantului usor si lantului greu ale anticorpului monoclonal 8D2HIL1
Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului greu (345 bp):
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GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGCAGC
CAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGGCTTCACC
TTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGGCACCAGGAA
AGGGACTGGAGTGGCTGGCACAGATCCGCAACAAACCTTACAA
CTACGAAACTTACTACAGCGACTCCGTGAAGGGGCGGTTCACCA
TTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGTGTGTACCTGCAGATGAAT
AGCCTGAAGACCGAGGATACAGGAGTCTACTATTGTACCGCACA
GTTTGCTTATTGGGGGCAGGGCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA

(SEQID NO: 9)

Secventa de proteind codificata de accasta(115 aa):
EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWYVYRQAP

GKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSDSVKGRFTISRDDSKNSVYLQMNS

LKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS ( SEQ ID NO: 10 )
Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului usor (321 bp):

GACATTCAGATGACTCAGAGCCCTTCAAGCCTGTCCGCATC
TGTGGGCGACCGAGTCACCATCACATGCAGAACCTCCGAGAACA
TCTACGGCGGGCTGAATTGGTATCAGCGAAAGCAGGGGAAAAG

TCCCAAGCTGCTGATCTACGGGGCAACAAACCTGGCCAGCGGA
ATGAGCTCCAGATTCAGTGGATCAGGCAGCGGGACAGATTATAC

TCTGAAAATTTCTAGTCTGCACCCAGACGATGTGGCAACCTACT
ATTGCCAGAATGTCCTGAGGTCACCCTTCACCTTTGGAAGCGGC

ACAAAACTGGAGATCAAG ( SEQID NO: 11 )
Secventa de proteind codificata de aceasta (107 aa):
DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRTSENIYGGLNWYQRKQGKS

PKLLIYGATNLASGMSSRFSGSGSGTDYTLKISSLHPDDVATYYCQN

VLRSPFTFGSGTKLEIK (SEQ ID NO: 12)

2. Secventele lantului usor si lantului greu 8D2 ale anticorpului monoclonal umanizat 8D2H2L.2
Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului greu (345 bp):

GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGCAGC
CAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGGCTTCACC
TTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGGCACCAGGAA
AGGGACTGGAGTGGCTGGCACAGATCCGCAACAAACCTTACAA
CTACGAAACTTACTACAGCGCCTCCGTGAAGGGGCGGTTCACCA
TTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGTGTGTACCTGCAGATGAAT
AGCCTGAAGACCGAGGATACAGGAGTCTACTATTGTACCGCACA
GTTTGCTTATTGGGGGCAGGGCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA

(SEQID NO: 13)

Secventa de proteind codificata de aceasta (115 aa):
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EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWVRQAP
GKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSASVKGRFTISRDDSKNSVYLQMNS

LKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 14)

Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului usor (321 bp):
GACATTCAGATGACTCAGAGCCCTTCAAGCCTGAGTGCCTC

AGTGGGAGACCGGGTCACCATCACATGCAGAACCAGCGAGAAC
ATCTACGGCGGCCTGAACTGGTATCAGCGAAAGCCAGGCAAGA
GCCCCAAGCTGCTGATCTACGGGGCAACCAACCTGGCCTCTGGA
GTGAGCTCCAGATTCAGCGGCAGCGGCTCTGGGACCGACTATA
CTCTGACCATTTCTAGTCTGCAGCCTGAAGATGTGGCAACATAC
TATTGCCAGAATGTCCTGAGGTCCCCATTCACCTTTGGATCTGG

CACCAAGCTGGAGATCAAG (SEQ ID NO: 15)
Secventa de proteind codificata de aceasta (107 aa):
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSENIYGGLNWYQRKPGKSP

KLLIYGATNLASGVSSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDVATYYCQNYV
LRSPFTFGSGTKLEIK ( SEQ ID NO: 16)

3. Secventele lantului usor si lantul greu ale 8D2 anticorpului monoclonal umanizat 8D2H3L3
Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului greu (345 bp):
GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGCGGCCTGGTGCAGC
CCGGCGGGTCACTGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGGCTTCAC
CTTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTGAGGCAGGCACCCGGG
AAGGGGCTGGAGTGGGTCGCTCAGATCCGCAACAAACCTTACA
ATTATGAGACAGAATACGCAGCCTCTGTGAAGGGGCGGTTCACT
ATTAGTAGAGACGATAGCAAGAACAGCGCCTATCTGCAGATGAA
TAGCCTGAAGACCGAAGATACAGCCGTCTACTATTGTACAGCTC
AGTTTGCATACTGGGGCCAGGGAACTCTGGTGACCGTCAGCTCC
(SEQID NO: 17)

10 Secventa de proteind codificata de aceasta (115 aa):
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDNWMNWVRQAPG

KGLEWVAQIRNKPYNYETEYAASVKGRFTISRDDSKNSAYLQMNSL

KTEDTAVYYCTAQFAYWGQGTLVTYVSS ( SEQ ID NO: 18 )
Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului usor (321 bp):
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GACATTCAGATGACTCAGAGCCCTTCTTCTCTGTCCGCATCT
GTGGGAGACCGGGTCACCATCACATGCAGAGCCAGCGAGAACA
TCTACGGCGGCCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCAGGCAAAGC
TCCCAAGCTGCTGATCTACGGAGCAACCTCCCTGGCATCTGGAG
TGCCATCCCGGTTCAGTGGATCAGGCAGCGGGACCGACTATACT
CTGACCATTAGCTCCCTGCAGCCTGAAGACTTCGCCACATACTA
TTGCCAGAACGTGCTGAGGTCCCCATTCACCTTTGGATCTGGCA

CCAAGCTGGAGATCAAG (SEQID NO: 19)
Secventa de proteind codificata de aceasta (107 aa):
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIYGGLNWYQQKPGKA

PKLLIYGATSLASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQNYV

LRSPFTFGSGTKLEIK (SEQ ID NO: 20)

4. Secventele lantului usor si lantului greu ale 8D2 anticorpului monoclonal umanizat 8D2H2L15
Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului greu (345 bp):

GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGC
AGCCAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGG
CTTCACCTTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGG
CACCAGGAAAGGGACTGGAGTGGCTGGCACAGATCCGCAA
CAAACCTTACAACTACGAAACTTACTACAGCGCCTCCGTGA
AGGGGCGGTTCACCATTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGT
GTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAAGACCGAGGATACAGG
AGTCTACTATTGTACCGCACAGTTTGCTTATTGGGGGCAGG
GCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA (SEQID NO: 13)

Secventa de proteind codificata de aceasta (115 aa):
EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWYVR

QAPGKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSASVKGRFTISRDDSKNSV
YLQMNSLKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS ( SEQ ID

NO: 14)
Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului usor (321 bp):
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GACATCCAGATGACTCAGTCTCCCAGCTCCCTGTCCGC
TTCTGTGGGCGATCGGGTCACTATCACCTGTAGAACCAGCG
AGAACATTTACGGCGGACTGAATTGGTATCAGAGGAAGCCC
GGGAAAAGTCCTAAGCTGCTGATCTACGGAGCAACAAACCT
GGCCTCCGGCGTGTCTAGTCGCTTCAGTGGATCAGGCAGCG
GGACCGACTATACACTGACTATTTCAAGCCTGCAGCCAGAG
GATGTGGCCACATACTATTGCCAGAATGTCCTGAGCCGGCA
CCCCGGATTTGGCTCAGGGACCAAACTGGAAATTAAG (SEQ
ID NO: 21)

Secventa de proteind codificatd de aceasta (107 aa):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSENIYGGLNWYQRKP
GKSPKLLIYGATNLASGVSSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDVAT
YYCQNVLSRHPGFGSGTKLEIK (SEQ ID NO: 22)

5. Secventele lantului usor si lantului greu ale 8D2 anticorpului monoclonal umanizat 8D2H2L.17
5 Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului greu (345 bp):

GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCGGGGGGGGCCTGGTGC
AGCCAGGAGGATCAATGCGACTGAGCTGCGCCGCTTCCGG
CTTCACCTTCAGCGACAACTGGATGAATTGGGTCAGGCAGG
CACCAGGCGAAAGGGACTGCAGTGGCTCGGCACAGATCCGCAA

CAAACCTTACAACTACGAAACTTACTACAGCGCCTCCGTGA
AGGGGCGGTTCACCATTTCTAGAGACGATTCTAAAAACAGT

GTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAAGACCGAGGATACAGG
AGTCTACTATTGTACCGCACAGTTTGCTTATTGGGGGCAGG
GCACTCTGGTGACAGTCTCTTCA (SEQID NO: 13)

Secventa de proteind codificata de aceasta (115 aa):

EVQLVESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFSDNWMNWVR
QAPGKGLEWLAQIRNKPYNYETYYSASVKGRFTISRDDSKNSV
YLQMNSLKTEDTGVYYCTAQFAYWGQGTLVTVSS ( SEQ ID

NO: 14)
10 Secventa de ADN a regiunii variabile a lantului usor (321 bp):
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GACATCCAGATGACTCAGTCACCCAGCTCCCTGAGTG
CTTCAGTGGGCGATCGGGTCACTATCACCTGTAGAACCAGC
GAGAACATTTACGGCGGACTGAATTGGTATCAGAGGAAGCC
CGGGAAAAGCCCTAAGCTGCTGATCTACGGAGCAACAAACC
TGGCCTCCGGCGTGTCTAGTCGCTTCAGCGGCAGCGGCTCT
GGAACCGACTATACACTGACTATTTCAAGCCTGCAGCCAGA
GGATGTGGCCACATACTATTGCCAGAATGTCCTGTCCTCTC
GACCCGGATTTGGCAGTGGGACCAAACTGGAAATTAAG
(SEQID NO: 23)

Secventa de proteind codificata de aceasta (107 aa):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSENTYGGLNWYQRKP
GKSPKLLIYGATNLASGVSSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDVAT
YYCQNVLSSRPGFGSGTKLEIK (SEQ ID NO: 24)

Exemplul 4. Prepararca anticorpului recombinant 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpilor umanizati
8D2HI1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17 si detectarea lor prin intermediul
electroforezei SDS-PAGE

1. Prepararca 8D2 anticorpului recombinant, 8D2(Re) si detectarca lor prin intermediul
electroforezei SDS-PAGE

Secventa de ADNc a lantului greu (secventa regiunii sale variabile este prezentatd in SECV. ID
Nr. 5) si secventa de ADNc a lantului usor (secventa regiunii sale variabile este prezentatd in SECV. ID
Nr. 7) a anticorpului 8D2 au fost clonate in vectorul pUC57simple (furnizat de citre Genscript Co.),
respectiv, obtinand plasmidul pUC57simple-8D2H si plasmidul pUC57simple-8D2L.

Plasmidele pUC57simple-8D2H si pUCS57simple-8D2L au fost scindate cu endonucleaze (HindIIl
si EcoRI), respectiv. Fragmentele care codificd lantul greu si lantul usor, izolate prin intermediul
electroforezei, au fost subclonate in mod individual in vectorul pcDNA3.1. Plasmidele recombinante au
fost extrase si cu ajutorul lor au fost co-transfectate celulele 293F. Dupd sapte zile de cultivare a
celulelor, lichidul de culturd a fost supus procesului de ultracentrifugare, filtrare in vid printr-un filtru cu
membrand microporoasa si purificare pe o coloanid HiTrap cu proteind A HP. Probele purificate au fost
addugate intr-un tampon reducitor de incdrcare pentru clectroforeza proteinei §i intr-un tampon
nereducdtor de incdrcare pentru electroforeza proteinei. Dupd fierbere, a fost realizatd detectarea prin
intermediul electroforezei SDS-PAGE. Dupa cum se aratd in Figura 3, proteina tintd este vizibild sub
forma a doud benzi de mobilitate electroforeticd cu masa de aproximativ 50 kDa si 25 kDa pentru proba
de proteind din tamponul reducdtor, sau in sub formi de zone de mobilitate electroforeticd cu masa de
aproximativ 150 kDa pentru proba de proteind din tamponul nereducitor.

2. Prepararca 8D2 anticorpilor umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L2 si 8D2H3L3, si detectarea lor prin
electroforeza SDS-PAGE

Secventele de ADNc ale lantului greu (secventele regiunilor lor variabile sunt prezentate in SECV.
ID Nr. 9, SECV. ID Nr. 13, SECV. ID Nr. 17, SECV. ID Nr. 13, SECV. ID Nr. 13, respectiv) si
secventele de ADNc ale lantului usor (secventele regiunilor lor variabile sunt prezentate in SECV. ID Nr.
11, SECV. ID Nr. 15, SECV. ID Nr. 19, SECV. ID Nr. 21, SECV. ID Nr. 23, respectiv) ale anticorpilor
8D2HI1L1, 8D2H21.2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17 au fost clonate in vectorul pUC57simple
(furnizat de citre Genscript Co.), respectiv, fiind obtinute plasmidele pUC57simple-8D2HILI,
pUC57simple-8D2H2L2, pUCS57simple-8D2H3L3, pUCS7simple-8D2H2L15 si  pUCS7simple-
8D2H2L17. Aceste plasmide au fost subclonate separat in vectorul pcDNA3. 1 utilizand procedeul descris
mai sus pentru 8D2(Re).

Prin intermediul plasmidelor recombinante au fost co-transfectate celulele 293F. Lichidul de
culturd de la celulele 293F a fost supus detectdrii dupa purificarca sa prin procedeul descris mai sus
pentru 8D2(Re). Rezultatele sunt prezentate in Figura 4, Figura 5, Figura 6, Figura 7 si Figura 8. Proteina
tinta este vizibild sub forma a doud benzi de mobilitate electroforeticd cu masa de aproximativ 50 kDa si
25 kDa pentru probele de proteind din tamponul reducdtor, sau sub formd de zond de mobilitate
electroforetica cu masa de aproximativ 150 kDa pentru probele de proteind din tamponul nereducétor.
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Anticorpul recombinant 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati 8D2HIL1, 8D2H2L2,
8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17, utilizati in exemplele care urmeazi, au fost preparati in
conformitate cu procedeul descris in acest exemplu.

Exemplul 5: Determinarea parametrilor dinamici ai anticorpilor

Parametrii dinamici de legare a anticorpului 8D2 si anticorpilor umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L2 si
8D2H3L3 la antigenul CTLA4 (NCBI Gene ID: 1493 cu secventa nucleotidicd de codificare, prezentati
in SECV. ID Nr. 25, si cu secventa de aminoacizi codificatd, prezentatd in SECV. ID Nr. 26) au fost
determinate folosind analizorul de interactiune moleculara ForteBio.

1. Proteina CTLA4-mFc (CTLA4-mFc a fost preparatd in acelasi mod ca cel descris in Exemplul 1
pentru sinteza CTLA4ECD-mFc) a fost scindatd cu proteazd TEV, iar antigenul CTLA4 a fost obtinut
prin purificare pe coloana.

Secventa genei CTLA4 (636 bp):

ATGGGCGTCCTGCTGACTCAGAGAACCCTGCTGTCCCTGGT

GCTGGCACTGCTGTTTCCTTCAATGGCTTCAATGGCTATGCATG
TGGCTCAGCCAGCAGTGGTCCTGGCAAGCTCCAGGGGGATCGC
CAGTTTCGTGTGCGAGTACGCCTCACCTGGAAAGGCTACAGAAG
TCCGGGTGACTGTCCTGAGACAGGCTGACTCTCAGGTGACCGA
GGTCTGCGCCGCTACATATATGATGGGCAACGAACTGACCTTTC
TGGACGATTCCATTTGTACTGGCACCTCTAGTGGGAACCAACGTG
AATCTGACTATCCAGGGACTGCGAGCAATGGACACCGGACTGTA
CATTTGCAAAGTGGAGCTGATGTATCCCCCTCCATACTATCTGG
GCATCGGGAATGGAACACAGATCTACGTGATTGATCCCGAACCT
TGTCCAGACAGCGATTTCCTGCTGTGGATTCTGGCAGCCGTGTC
AAGCGGCCTGTTCTTTTATAGCTTTCTGCTGACTGCCGTCTCCCT
GTCTAAGATGCTGAAGAAACGATCCCCCCTGACCACAGGGGTG

GTCGTGAAAATGCCACCTACCGAGCCCGAGTGCGAAAAACAGTT
CCAGCCATACTTTATCCCTATCAAT (SEQ ID NO: 25)

Secventa corespunzitoare de aminoacizi codificata cu aceasta (212 aa):

MGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAMHVAQPAVVLASSRGI
ASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYMMGNELTFL
DDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYLGIG
NGTQIYVIDPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAVSLSKMLK

KRSPLTTGVVVKMPPTEPECEKQFQPYFIPIN (SEQ ID NO: 26)

2. Anticorpul 8D2 si anticorpii sii umanizati 8D2HIL1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si
8D2H2L17 au fost imobilizati pe suprafata senzorului AR2G prin legarea aminoacizilor, fiind blocati cu
etanolamind. Dupa echilibrare, in PBS (tampon fosfat salin) a fost adiugat antigenul CTLA4 pentru
legare. CTLA4 a fost diluat de 2 ori in serie in PBS, dupi care s-au obtinut urmitoarele concentratii: 300,
150, 75, 37,5, 18,75, 9,38, 4,69, 0 nM. Disocicrea a avut loc in TFS. Detectarca anticorpilor umanizati
8D2HI1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17 a fost efectuatid dupa acelasi procedeu ca si
8D2, si concentratiile de antigen au constituit 180, 90, 45, 22,5, 11,25, 5,625, 2,813, 0 nM.

Parametrii dinamici ai anticorpului 8D2 si anticorpilor sdi umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L.2,
8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L.17 sunt prezentati in Tabelul 1, iar rezultatele determindrii parametrilor
caracteristicilor dinamice sunt prezentate in Figurile 9-14, respectiv.
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Tabelul 1
Parametrii dinamici ai anticorpilor 8D2, 8D2H1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si
8D2H2L.17

Denumirea Kn Kon Kon K gis Kdis
anticorpului (M) (1/Mc) Eroare (1/c) Eroare

8D2 1,66E-10 1,42E+05 1,22E+03 2,36E-05 2,09E-06
SD2HI1L1 6,08E-10 3,40E+05 1,17E+04 2,07E-04 1,81E-05
8D2H2L.2 9,55E-10 4 OTE+05 1,59E+04 3,88E-04 1,60E-05
8D2H3L3 1,05E-09 3,12E+05 1,01E+04 3,27E-04 1,41E-05
8D2H2L.15 1,02E-09 4, 54E+05 8,18E+03 4,65E-04 9,50E-06
8D2H2L.17 7,66E-10 4,59E+05 8,21E+03 3,52E-04 8,30E-06
10D1 1,21E-09 4, 67TE+05 1,15E+04 5,65E-04 1,51E-05
11.2.1 9,03E-10 3,87E+05 5,46E+03 3,49E-04 7,32E-06

Kp, constanta de afinitate; ko, viteza de asociere antigen-anticorp; kais, viteza de disociere antigen-
anticorp; Kp=Kais/Kon.

Aceste rezultate demonstreazi ci toti cei sase anticorpi au o bund afinitate la antigen, comparabila
sau chiar mai mare decat afinitatea anticorpilor de control 10D1 i 11.2.1.

Exemplul 6. Determinarea activitatii anticorpilor privind legarea antigenului CTLA4 pe suprafata
liniei celulare hibridoma cu ajutorul citometriei in flux continuu

In primul rénd, au fost preparate celulele gazdi 293F, care exprimi antigenul CTLA4, si au fost
marcate cu anticorpul monoclonal 8D2 (Exemplul 1), cu 8D2(Re) si cu 8D2 anticorpii umanizati
8D2HIL1, 8D2H2L2 si 8D2H3L3 (Exemplul 4), obtinute in cadrul prezentei inventii, respectiv. In
continuare, capacitatea anticorpilor de a se lega in mod specific 1a un antigen cu conformatic nativa a fost
evaluatd pe suprafata celulelor prin citometrie in flux continuu.

Etapele specifice sunt prezentate in continuare.

1. Prepararea celulelor gazda 293F, care exprimi antigenul CTL A4

Celulele 293F au fost transfectate cu plasmidul pLenti6.3-CTLA4 pentru CTLA4 (vectorul
pLenti6.3 a fost achizitionat de la Invitrogen Co.) folosind un kit de reactivi pentru transfectia
Lipofectamine (achizitionat de la Invitrogen Co.). Dupd efectuarca screeningului a fost obtinutd o
populatic clonala de celule care exprimi in mod stabil CTLA4 (293F-CTLA4).

2. Marcarea anticorpilor si detectarea lor folosind un citometru in flux continuu

Celulele gazdad 293F, care exprimi antigenul CTLA4, obtinute la etapele precedente, au fost tratate
cu tripsind prin metoda obisnuitd si un numir de 2x10° celule au fost adiugate in fiecare tub de colectare.
Solutiile diluate ale anticorpului 8D2 in PBS, continind 1% BSA, au fost preparate pentru a obtine o
concentratic de 20 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM si 0 nM, respectiv. Dupa incubarea pe un
pat de gheatd timp de 2 ore a celulelor 293F, care exprimd CTLA4, in fiecare tub s-au addugat 100 pl de
FITC-ser de capri-antisoarece 1gG (1:500) si aceste tuburi au fost incubate pe patul de gheatd timp de 1
ord. Dupa addugarea a 300 pl de PBS, semnalul fluorescent a fost inregistrat folosindu-se canalul FITC al
citometrului in flux continuu. Detectarea altor anticorpi a fost realizatd in acelasi mod ca si detectarca
anticorpului §D2.

3. Rezultate

Rezultatele privind evaluarea exprimarii CTLA4 pe celulele 293F-CTLA4 sunt prezentate in
Figura 15 si Figura 16, respectiv. Rezultatele legirii anticorpilor 8D2, 8D2(Re) si a trei anticorpi
umanizati la celulele 293F sunt prezentate in figurile 17-21, respectiv. Dupd cum se demonstreaza in
aceste figuri, anticorpul 8D2 si anticorpii sdi umanizati s¢ pot lega in mod eficient la proteina tintd
CTL A4 de pe suprafata celulelor gazdd 293F, eficacitate de legare a acestora avand un caracter dependent
de doza. Valorile intensitatii fluorescentei pentru fiecare doza sunt prezentate in Tabelul 2.

Eficacitatea de legare ECso a anticorpului 8D2 si a anticorpilor sdi umanizati a fost obtinutd
utilizAndu-se curba de simulare in analiza cantitativd a fluorescentei anticorpului legat 8D2 si a
anticorpilor sii umanizati, care este prezentatd in Tabelul 3.
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Tabelul 2

Analiza intensitdtii fluorescentei, care determind legarea anticorpilor 8D2, 8D2(Re) si 8D2
anticorpilor umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L2 si 8D2H3L3 la antigenul CTL A4 pe suprafata celulelor
gazda 293F-CTLA4, cu ajutorul citometriei in flux continuu.

8D2 | 8D2(Re) | SD2HILI | 8D2H2L2 | 8D2H3L3
Concentratia (nM) Intensitatea fluorescentei
0,001 7,60 24.62 10,84 10,85 10,85
0,01 7,70 2472 10,85 32,48 25,14
0,1 9,10 66,72 21,25 124,03 108,29
1 25,50 321,27 103,04 624,65 623,25
5 182,60 713,87 558,75 972,03 970,80
10 638,60 897,63 943,84 1159,24 1084,74
25 721,80 873,24 1170,64 1132,39 1091,77
Tabelul 3

Eficacitatea de legare ECso a anticorpilor 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpilor umanizati SD2H1L1,
8D2H2L2 si 8D2H3L3 la antigenul CTLA4 pe suprafata celulelor gazda 293F-CTLA4, obtinuta utilizind
curba de simulare in analiza cu citometrie in flux continuu
8D2 8D2(Re) 8D2HIL1 8D2H2L.2

3,84 1,38 5,06 4,37

8D2H3L3
4,54

ECso (nM)

Aceste rezultate indica faptul ci anticorpii 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati 8D2H1L1,
8D2H2L2 si 8D2H3L3 cu totii au o capacitate foarte puternicd de a se lega la antigenul CTLA4 de pe
suprafata celulelor gazdi 293F-CTLA4.

Exemplul 7. Determinarea activitatii anticorpilor privind legarea antigenului CTLA4 cu ajutorul
metodei ELISA

Placa ELISA a fost acoperitd cu CTLA4 la temperatura de 4°C pe parcursul unei nopti. Dupd
blocarea cu BSA de 1% la temperatura de 37°C timp de 2 ore, s-a addugat CTLA4 al anticorpului 8D2,
8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L.2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17, si
anticorpii de control 10D1 (Alan J. Korman, Edward L. Halk, si colab., HUMAN CTLA-4
ANTIBODIES, Brevetul SUA Nr. US6984720B1) si 11.2.1 (Douglas Charles Hanson, Mark Joseph
Neveu, si colab., Human monoclonal antibodies to CTLA-4, Brevetul SUA Nr.US682736B1) pentru
reactionare timp de 30 minute. Anticorpul secundar conjugat cu enzimi a fost addugat pentru incubare
timp de 30 de minute. Apoi a fost determinatd absorbanta la lungimea de undd de 450 nm pe cititorul
pentru plicile ELISA.

Rezultatele privind detectarea legdrii anticorpului 8D2 si a anticorpilor sii umanizati la antigenul
CTL A4 sunt prezentate in Figurile 22-25, respectiv. Dupa cum se demonstreaza in aceste figuri, anticorpii
8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati cu totii se¢ pot lega in mod cficient la proteina CTLA4,
eficacitatea de legare a acestora fiind dependenta de dozid. Valorile intensitatii fluorescentei pentru fiecare
dozad sunt prezentate in Tabelele 4-8. Eficacitatea de legare ECso a anticorpilor 8D2, 8D2(Re) si
anticorpilor umanizati a fost obtinutd folosind curba de simulare in analiza cantitativd a fluorescentei
anticorpului legat 8D2, 8D2(Re) si anticorpilor umanizati (Tabelul 9).

Tabelul 4

Legarea 8D2 si 8D2(Re) la CTLA4 murind (ELISA)
Concentratia de anticorp Antigenul de acoperire: CTLA4 murin, 0,5 pg/ml
(pg/ml) 8D2 8D2(Re) 10D1
1 2,823 2,682 2,672 2,769 2,995 2,975
0,3 2,806 2,763 2,690 2,735 2,852 2,900
0,1 2,754 2,718 2,796 2,685 2,429 2,538
0,03 2,336 2,381 2,305 2,259 1,507 1,704
0,01 1,614 1,560 1,397 1,446 0,673 0,794
0,003 0,784 0,760 0,662 0,674 0,292 0,328
0,001 0,358 0,355 0,315 0,321 0,136 0,142
0 0,063 0,052 0,053 0,046 0,046 0,050

Caprd anti-murin Caprd anti-uman

Anticorpul secundar Anticorp secundar Anticorp secundar
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Tabelul 5
Legarea 8D2, 8D2HI1L1 si 8D2(Re) la CTLA4 umand (ELISA)
Concentratia de|Antigenul de acoperire: CTLA4 uman, 0,5 pg/ml
anticorp
10D1 11.2.1 BD2H1L1 8D2 BD2(Re)
pg/mb)
1 3,479 pB432 PB,)584 B,547 B,016 B,031 B,029 B,107 B,058 PB,085
1:3 3,323  B,155 PB.499 PB479 P.834 904 B,076  B,074 P,930 B,072
1:9 2,506 293 B,211 B,187 P610 PR670 P878 PO988 P.BO5S P,868
1:27 1,331 [1,194 P337 P293 [1,834 1,944 P265 P,287 P,052 P,064
1:81 0,552 P,528 1,254 1,267  P,969  D,996 1,335 1,479 1,398 |1,271
1:243 0,202 0,222 0,536 0,552 D450 DPS1S 0 P66 D770 D634 0,649
1:729 0,141 D,115 0,253 P,263  pP204  P206 0277 0B,351 D307 10,309
0 0,090 D086 0,072 P64 D067 PO67 D064 D067 D071 0,086
Anticorpul [gG caprd anti-uman [gG caprd anti-murin
secundar Anticorp secundar IAnticorp secundar
Tabelul 6
Legarea anticorpilor 8D2H21.2 si 8D2H3L3 la CTLA4 umani (ELISA)
Concentratia de anticorp  |[Antigenul de acoperire: CTLA4 umand, 0,5 pg/ml
(ng/ml) SD2H2L2 SD2H3L3 10D1 11.2.1
1 1,489 1,411 1,631 1,601 1,775 2,069 2,206 2,150
1:3 1,178 1,262 1,192 1,455 1,527 1,480 1,825 2,047
1:9 0,710 0,872 0,943 1,007 1,073 1,204 1,292 1,409
1:27 0,336 0,370 0,642 0,658 0,663 0,585 0,893 0,682
1:81 0,192 0,195 0,415 0,374 0,349 0,323 0,499 0,426
1:243 0,097 0,109 0,230 0,214 0,132 0,146 0,223 0,219
1:729 0,075 0,083 0,100 0,130 0,099 0,099 0,127 0,136
0 0,052 0,055 0,052 0,057 0,056 0,053 0,057 0,061
Anticorpul secundar IgGlcapré anti-uman conjugat cu HRP
Anticorp secundar
Tabelul 7
Legarea anticorpilor 8D2H21.2 si 8D2H3L3 la CTLA4 simiand (ELISA)
Concentratia de| Antigenul de acoperire: CTLA4-hFc simiand, 0,25 pg/ml
anticorp (pg/ml) 8D2H2L2 8D2H3L3 10D1 11.2.1
1 1,576 1,624 1,235 1,321 1,788 1,846 1,718 1,632
1:3 1,223 1,199 0,921 0,873 1,250 1,344 1,540 1,460
1:9 0,793 0,775 0,654 0,724 0,845 0,868 1,114 1,054
1:27 0,471 0,426 0,441 0,403 0,429 0,402 0,625 0,665
1:81 0,220 0,230 0,239 0,218 0,190 0,191 0,297 0,313
1:243 0,114 0,117 0,123 0,119 0,104 0,108 0,130 0,172
1:729 0,071 0,076 0,088 0,096 0,063 0,067 0,082 0,094
0 0,048 0,048 0,048 0,050 0,049 0,053 0,048 0,051
Anticorpul secundar IgGlcapré anti-uman conjugat cu HRP, F(ab'),
Anticorp secundar
Tabelul 8
Legarea anticorpilor 8D2H2L15 si 8D2H2L.17 cu CTLA4 umani (ELISA)
Concentratia de|Antigenul de acoperire: CTLA4, 1a 0,5 pg/ml
anticorp 8D2H2L2 8D2H2L15 (8D2H2L17 (10D1 11.2.1 8D2H2L2
(pg/ml) 20150327 20140422
1 2,34 (2,37 (2,58 (2,55 (2,61 (2,81 2,56 (2,74 2,75 2,69 |2,23 (2,40
1:3 2,22 (2,09 (2,65 (2,72 (2,73 |2,78 |2,42 (2,44 2,56 |2,66 |2,09 |2,07
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1:9 2,03 1,87 2,79 (2,45 2,59 (2,73 |2,20 |2,20 [2,69 |2,44 (1,92 |1,95
1:27 1,82 1,93 |243 (2,21 |2,41 (2,28 (1,81 |1,70 (2,13 |2,28 (1,47 |1,63
1:81 Lo  |1,17 1,95 (1,83 |1,80 (1,68 (1,03 |1,09 (1,37 |1,53 |1,10 |1,01
1:243 0,65 0,58 (1,05 (1,02 (1,14 |1,19 (0,51 (0,53 0,75 |0,79 (0,49 (0,50
1:729 0,26 0,21 0,53 (0,44 10,57 0,50 (0,21 0,24 (0,32 (0,31 0,23 |0,20
0 0,04 10,05 10,05 (0,04 (0,04 10,05 |0,04 0,05 |0,05 (0,05 (0,05 0,05
Anticorp secundar: IgG caprd anti-uman conjugat cu HRP (1:5000)
Tabelul 9

Eficacitatea de legare ECso a anticorpilor 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpilor umanizati SD2HILI,
8D2H2L.2, SD2H3L3, 8D2H2L.15 si 8D2H21.17 la antigenul CTLA4, obtinuta prin intermediul curbei de

simulare in analiza efectuatd prin metoda ELISA
Sursa de antigen | Anticorpul ECsq 10D1 ECso 11.2.1 ECsg
CTLA4 (nM) (nM) (nM)
8D2 Soarece 0,015 0,062 0,023
0,071 0,24
8D2(Re) Soarece 0,015 0,062 0,023
0,085 0,24
SD2HIL1 Soarece 0,025 0,062 0,023
8D2H2L2 Om 0,12 0,125 0,09
8D2H2L2 Om 0,082 0,125 0,09
8D2H2L2 Om 0,118 0,125 0,09
8D2H3L3 Om 0,129 0,125 0,09
8D2H2L2 Maimuta 0,227 0,258 0,075
8D2H3L3 Maimuta 0,385 0,258 0,075
8D2H2L15 Om 0,042 0,138 0,075
8D2H2L.17 Om 0,047 0,138 0,075

Nota: Anticorpul 8D2H2L2 a fost mdsurat in trei repetitivititi.

Rezultatele prezentate mai sus aratd cd anticorpii 8D2 si 8D2(Re) se leagd la antigenul murin
CTLA4 cu o eficientd mai buni in comparatic cu anticorpii de control 10D1 si 11.2.1. Anticorpul
umanizat 8D2H1L1 se leagd la antigenul murin CTLA4 cu o eficientd mai mare in comparatie cu
anticorpul de control 10D1 si cu o eficientd comparabild cu 11.2.1.

Anticorpul umanizat 8D2H2L2 se leagd la antigenul uman CTLA4 cu o eficientd comparabila cu
cea a eficientei de legare a 10D 1. Anticorpii umanizati 8D2H2L2 si 8D2H3L3 se leagi la antigenul uman
CTLA4 cu o cficienti comparabild cu cficienta legirii 10D1. Anticorpii umanizati 8D2H2L15 si
8D2H2L17 sc leagd la antigenul uman CTLA4 cu o eficientd care depaseste cu mult cficienta legarii
anticorpilor de control 10D1 si 11.2.1.

Exemplul 8. Determinarea activititii anticorpilor privind concurenta lor cu B7-1/2 pentru legarea
la antigenul CTLA4 folosind testul de competitivitate ELISA

1. Determinarea activitdtii anticorpilor privind concurenta lor cu B7-1 pentru legarea la antigenul
CTLA4 folosind testul ELISA

Plicile ELISA au fost acoperite cu B7-1 la temperatura de 4°C pe parcursul unei nopti. Dupa
blocarea cu BSA de 1% la temperatura de 37°C timp de 2 ore, au fost addugati anticorpii anti-CTLA4,
adicd anticorpii monoclonali 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L2, 8D2H3L3,
8D2H2L15 si 8D2H2L.17, precum si anticorpii de control 10D1 si 11.2.1. Dupa incubarea timp de 10
minute, a fost addugat CTLA4-mFc. Dupi incubarea la temperatura de 37°C timp de 40 de minute, a fost
adiugat anticorpul secundar conjugat cu enzimi. Dupd incubarea la temperatura de 37°C timp de 30
minute, a fost determinatd absorbanta la lungimea de unda de 450 nm pe cititorul placilor ELISA.

2. Determinarea activitdtii anticorpilor privind concurenta lor cu B7-2 pentru legarea la antigenul
CTLAA4 cu ajutorul testului ELISA

Plicile ELISA au fost acoperite cu CTLA4-mFc la temperatura de 4°C pe parcursul unei nopti.
Dupi blocarea cu BSA de 1% la temperatura de 37°C timp de 2 ore, au fost adiugati anticorpii anti-

CTL A4, adici anticorpii monoclonalii 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati 8D2H1L1, 8D2H2L2,
8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17, precum si anticorpii de control 10D1 si 11.2.1. Dupa incubarea
timp de 10 minute, a fost addugat B7-2. Dupi incubarea la temperatura de 37°C timp de 40 minute, a fost
adiugat anticorpul secundar conjugat cu enzimi. Dupi incubarea la temperatura de 37°C timp de 30
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minute, a fost determinati absorbanta la lungimea de undid de 450 nm pe cititorul placii ELISA.
Rezultatele privind detectarca legarii 8D2, 8D2(Re) si anticorpilor umanizati la antigenul CTLA4 sunt
prezentate in Figurile 26-31, respectiv. Dupd cum se demonstreazd in aceste figuri, anticorpii 8D2,
8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati se pot lega in mod eficient la proteina CTLAA4, eficienta de legare a
acestora fiind dependentd de dozi. Valorile intensititii fluorescentei pentru fiecare doza sunt prezentate in
Tabelele 10-16. Eficacitate de legare ECso a anticorpilor 8D2, 8D2(Re) si a anticorpilor umanizati a fost
obtinutd folosindu-se curba de simulare in analiza cantitativd a fluorescentei anticorpului legat 8D2,
8D2(Re) si anticorpilor umanizati (Tabelul 17).

Tabelul 10
Anticorpii 8D2 si 8D2(Re) concureazi cu B7-1, testul ELISA
Concentratia de anticorp Antigenul de acoperire: CTLA4-mFc, 0,2 pg/ml
(pg/ml) 8D2 8D2(Re)
3 0,163 0,149 0,176 0,215
1 0,208 0,188 0,200 0,214
0,3 0,354 0,347 0,355 0,390
0,1 0,680 0,695 0,668 0,721
0,03 1,378 1,262 1,430 1,708
0,01 1,758 1,612 1,630 1,824
0,003 1,982 1,711 1,890 1,937
0 2,228 1,766 1,805 1,779
B7/1-hFc (0,3 pg/ml)
Anticorpul secundar | Anticorp secundar caprd anti-uman
Tabelul 11
Anticorpii 8D2, 8D2H1L1 si 8D2(Re) concureazi cu B7-1, testul ELISA
Concentratia de anticorp Proteina de acoperire: B7/1- hFc, 0,2 pg/ml T
-mFc
(ng/ml) 10D1 11.2.1 SD2 H1L1 (0.6 pg/ml) 1:2
3 0,168 10,158 (0,101 |0,105 0,123 10,138 (0,824 0,791
1:3 0,258 10,232 (0,119  |0,133 0,206 0,231 (0,640 0,768
1:9 0,515 10,466 (0,381 |0,485 0,445 10,529 (0,750 0,717
1:27 0,577 10,508 10,597 10,579 10,509 10,659 0,653 0,626
1:81 0,801 10,730 [0,650 0,613 0,669 10,723 0,571 0,522
1:243 0,814 10,848 10,900 0,520 |0,841 0,821 10,459 0,327
1:729 0,854 10,732 (0,993 0,841 0,848 10,822 (0,312 0,232
0 0,856 10,812 (0,826 |0,550 0,672 10,600 (0,071 0,074
Antigenul CTLA4-mFc 0,3 pg/ml Controlul
Anticorpul secundar IgG. caprd anti-murin conjugat cu HRP
Anticorp secundar
Tabelul 12
Anticorpii 8D2, 8D2H1L1 si 8D2(Re) concureazi cu B7-2, testul ELISA
Concentratia Antigenul de acoperire: CTLA4- mFc, 0,5 pg/ml
de anticorp
(pg/ml) 10D1 11.2.1 SD2H1L1 8D2 8D2(Re)
3 0,569 10,550 0,492 (0,442 (0,450 0,384 (0,407 (0,336 0,367 |0,375
1:3 0,500 [0,466 0,387 (0,402 (0,404 0,332 |0,359 [0,306 0,331 (0,289
1:9 0,736 10,782 0,412 (0,482 (0,467 0,371 (0,456 (0,355 0,384 |0,315
1:27 0,982 |1,137 0,676 (0,585 [0,671 0,633 (0,675 0,675 0,464 (0,443
1:81 1,196 (1,355 1,120 [0,965 (1,038 1,007 |1,091 (1,050 0,713 0,622
1:243 1,171 |1,380 |1,237 1,214 1,215 [1,069 (1,154 1,172 0,862 0,766
1:729 1,307 |1,388 1,362 1,229 |1,231 (1,253 [1,242 |1,264 0,826 |0,725
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0 1,030 [i,171 [1,187 [L100 {1,130 [1.076 [1,034 [1,183 Jo915  Josel

Receptorul B7/2-His, 1 ug/ml

Anticorpul Anti-His murin conjugat cu HRP

secundar Anticorp secundar

Tabelul 13

Anticorpii 8D2H2L2 si 8D2H3L3 concurcazi cu B7-1, testul ELISA
Concentratia de anticorp |Proteina de acoperire: B7/1- hFc, 0,3 pg/ml
(pg/ml) 8D2 H2L.2 8D2 H3L3 10D1 11.2.1
5 0,207 10,232 0,187 0,202 [0,166 0,172 |0,080  [0,089
1:3 0,346 0,267 0,286 0,327 0,210 10,194 10,090 10,097
1:9 0,625 0,702 |0,416 0,388 0,486 10,548 0,160  |0,138
1:27 0,577 10,727 0,590 10,503 0,673 0,621 0,488 0,369
1:81 0,830 10,743 0,747 0,617 0,663 0,647  |0,698 0,660
1:243 0,707 10,760 10,673 0,768 0,652 10,775 0,755 0,900
1:729 0,780 10,882 10,840 0,842  |0,705 0,691 0,909 10,793
0 0,577 10,752 10,632 10,745 0,732 10,909 0,683 0,735
Antigenul CTLA4-mFc 0,3 pg/ml
Anticorpul secundar IgGlcapré anti-murin conjugat cu HRP
Anticorp secundar
Tabelul 14

Anticorpii 8D2H2L2 si 8D2H3L3 concureazd cu B7-2 pentru legarea la CTL A4, testul ELISA

Concentratia de anticorp Antigenul de acoperire: CTLA4- mFc, 0,5 pg/ml
(pg/ml) 8D2 H2L.2 8D2 H3L3 10D1 11.2.1
1.5 0,377 | 0,376 | 0,417 | 0,432 | 0,449 | 0,408 [ 0,372 | 0,494
1:3 0,616 | 0,537 | 0,540 | 0,511 | 0,553 | 0,602 | 0,437 [ 0,348
1:9 0,988 | 0,927 | 0,548 | 0,614 | 0,806 | 0,788 [ 0,479 | 0412
1:27 1,085 | 1,038 | 0,717 | 0,728 | 0,969 | 0,890 [ 0,622 | 0,529
1:81 1,227 | 1,059 | 1,010 | 0,951 | 0,974 | 0916 [ 0,805 | 0,649
1:243 1,136 | 1,066 | 1,255 | 1,160 | 0,935 | 0,921 [ 0,930 | 0,754
1:729 1,218 | 1,158 | 1,239 | 1,162 | 1,108 1,045 | 0,981 | 0,746
0 1,094 | 1,068 | 1,198 | 1,214 | 1,082 | 1,047 | 0,987 | 0,819
Ligandul B7/2-His, 1 pg/ml
Anticorpul secundar Ant%-His murin conjugat cu HRP

Anticorp secundar

Tabelul 15

Anticorpii 8D2H2L15 si 8D2H2L17 concureazd cu B7-1 pentru legarea la CTLA4, testul ELISA
Reproduc  |Antigenul de acoperire: B7/1- hFc, 0,5 pg/ml
tie anticorp  (8D2 H2L.2 8D2 H2LL15 |8D2 H2L17 |10D1 11.2.1 8D2 H2L.2

(20150327) (20140422)

5 pg/ml 0,09 0,10 |0,07 10,07 (0,06 [0,07 0,08 0,11 0,06 [0,06 (0,12 0,14
1:3 0,13 0,14 10,07 10,07 10,06 (0,07 10,33 10,24 10,09 |0,08 10,26 0,24
1:9 0,29 0,26 0,07 10,09 10,08 (0,08 10,71 10,78 10,33 |0,30 10,45 0,49
1:27 0,66 0,58 10,70 (1,03 10,89 0,93 |1,11 1,17 |1,14 |1,19 (1,06 1,10
1:81 0,69 0,62 (0,68 |1,18 10,97 (0,79 |L,16 |1,35 [1,17 [1,20 |1,09 1,09
1:243 0,66 0,64 (0,75 1,13 [1,05 (0,99 1,27 (1,48 (1,30 [1,31 |1,19 0,99
1:729 0,69 0,64 10,74 (1,07 1,25 1,35 [1,33 1,56 1,32 |1,31 (1,16 1,12
0 0,59 0,66 (0,53 1,09 (1,18 (1,18 1,33 1,29 1,28 (1,30 1,11 1,04
Ligandul CTLA4-mFe, 0,3 pg/ml
Anticorpul [Anti-His murin conjugat cu HRP
secundar Anticorp secundar
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Tabelul 16
Anticorpii 8D2H2L15 si 8D2H2L17 concureazid cu B7-2 pentru legarea la CTLA4, testul ELISA

Reproductia CTLA4-mFc, 2 pg/ml
anticorpului  fgpyoH2I > [8D2H2LIS [8D2H2L17  [10D1 11.2.1 8D2H2L2

20140422 20150327
1 pg/ml 0,05 10,05 (0,05 (0,05 (0,05 (0,05 (0,05 (0,05 |0,04 (0,04 0,05 (0,05
1:3 0,05 10,05 (0,05 (0,05 (0,05 |0,05 0,07 10,07 (0,05 [0,05 (047 |0,37
1:9 0,15 |0,16 |0,17 (0,19 (0,06 (0,12 |0,44 0,35 (0,17 (0,16 |0,65 0,58
1:27 0,55 10,59 (0,42 (048 (0,50 0,57 0,73 (0,70 0,57 (0,57 0,79 (0,70
1:81 0,76 10,84 (0,75 (0,75 (0,77 0,81 0,85 10,86 (0,84 (0,76 0,86 (0,77
1:243 0,84 10,79 (0,83 (0,84 (0,82 (0,87 0,86 (0,89 0,84 (0,85 0,83 (0,84
1:729 0,77 10,76 (0,94 |1,00 (0,97 0,98 0,99 (0,91 (0,87 (0,85 0,82 (0,80
0 0,77 10,78 (0,92 (097 (0,81 (0,82 0,76 10,96 |0,91 (0,80 0,80 0,76
Ligandul B7/2-His, 0,5 pg/ml
Anticorpul Anti-His murin conjugat cu HRP
secundar Anticorp secundar (1:4000)

Tabelul 17

Eficacitatea de legare ECso a anticorpilor 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpilor umanizati 8D2HIL1,
8D2H2L.2, 8D2H3L3, 8D2H2L.15 si 8D2H21.17 la antigenul CTLA4 in concurenti cu B7, obtinuti cu
ajutorul curbei de simulare in procesul de analizi, folosind testul competitiv ELISA

Anticorpul ECso 10D1 ECsp 11.2.1 ECso

(nM) (nM) (nM)

B7-1 B7-2 B7-1 B7-2 B7-1 B7-2
8D2 0,44 0,208 - 0,404 - 0,15
8D2(Re) 0,514 0,153 - 0,404 - 0,15
S8D2HIL1 2,478 0,178 1,91 0,404 1,691 0,15
SD2H2L.2 5,932 1,643 5,15 2,056 1,073 0,172
8D2H2L2 2,973 0,368 - - - -
SD2H2L.2 3,118 0,301 - - - -
8D2H3L3 2,144 0,167 5,15 2,056 1,073 0,172
8D2H2L15 1,973 0,227 4,586 0,629 2,606 0,349
8D2H2L17 1,787 0,296 4,586 0,629 2,606 0,349

Rezultatele prezentate mai sus aratd cd anticorpii 8D2, 8D2(Re) si 8D2 anticorpii umanizati
8D2HI1L1, 8D2H2L.2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17 cu totii pot concura cu B7 pentru legarea la
antigenul CTLA4. In particular, anticorpii 8D2, 8D2(Re), 8D2HI1L1 si 8D2H2L2 concurcaza cu B7-2 mai
puternic decat 10D1 pentru legarca la CTLA4, in timp ce 8D2H2L17 concurcazd mai puternic decat
anticorpii 10D1 si 11.2.1 atat cu B7-1, cat si cu B7-2 pentru legarea la CTLAA4.

Exemplul 9. Analiza activititii biologice a anticorpului monoclonal 8D?2 si a anticorpilor umanizati
8D2HI1L1, 8D2H21.2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L.17 in celule

Pentru a determina influenta anticorpului monoclonal 8D2 i a anticorpilor umanizati 8D2HI1L1,
8D2H2L2, 8D2H3L3, 8D2H2L15, 8D2H2L17 si a anticorpilor de control 10D1 si 11.2.1 asupra
exprimirii IL-2 de catre celulele mononucleare din sangele periferic (PBMC), sangele periferic a fost
colectat de la donatori sdnitosi in tuburi pentru colectare continidnd heparind de sodium. PBMC a fost
preparat sub form3 de suspensie de celule dupa diluare in PBS si centrifugare in mediul de separare (la
2550 rot/min, timp de 20 minute). In suspensia de celule a fost adaugat SEB (1 pg/ml)/PHA (30 pg/ml),
fiind apoi plasati intr-un incubator la o temperaturi de 37°C si o atmosferd saturati de umiditate,
continind 5% CO., pentru cultivare ulterioard. S-au addugat, de asemenea, limfocitele Raji si anticorpul.
Dupa co-incubare timp de 48 de ore, PBMC a fost spalat de doud ori cu PBS si addugat in placi cu 96 de
godeuri, cate 10.000 de celule per godeu. Apoi au fost addugati anticorpii cu un gradient adecvat de
concentratic. Dupd incubare timp de 20 minute, celulele Raji tratate cu PBS timp de 1 ord au fost
addugate in numir de 10.000 celule per godeu pentru co-cultivare timp de 72 ore. Dupa co-cultivarea
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timp de 72 h, cultura de celule a fost colectati pentru a obtine supernatantul si profilul expresiei IL-2 din
supernatantul co-culturii de celule a fost determinat folosind kitul de reactivi pentru testul ELISA
conform instructiunilor atasate la acest kit (Dakewe Co., DKW12-1020-096).

Dupa efectuarea analizei statistice, rezultatele experimentelor au fost prezentate in Figurile 32 si
33. In comparatie cu grupul de limfocite T si grupul de celule Raji in cazul anticorpului monoclonal 8D2,
toti anticorpii umanizati ai acestuia 8D2H1L1, 8D2H2L.2, 8D2H3L3, 8D2H2L15 si 8D2H2L17 pot bloca
in mod efectiv legarca CTLA4 la B7 si imbunititi expresia IL-2 de catre limfocitele T (Figurile 32 si 33).
In particular, autorii inventiei de fati au descoperit in mod surprinzitor faptul ci anticorpii 8D2H2L2,
8D2H2L15 si 8D2H2L17 depasesc semnificativ anticorpii de control 10D1 si 11.2.1. La o concentratie de
10 nM, acestia asigurd un nivel de IL-2 comparabil sau chiar mai mare decat nivelul pe care il asigurad
10D1 sau 11.2.1 la o concentratie de 100 nM. Astfel, anticorpii din prezenta inventie au capacitatea de a
spori nivelul de IL-2 la concentratii mai scizute, de exemplu, de circa 10 nM.

Exemplul 10. Activitatea anti-tumorald a anticorpului monoclonal 8D2H2L2 in vive

Activitatea antitumorald a anticorpului monoclonal 8D2H2L2 in vivo a fost evaluatid utilizand
modelul animal hu-SCID-Raji. Celulele mononucleare din singele periferic (PBMC) uman a fost izolat
cu ajutorul reactivului Ficoll si activat folosind SEB intr-o concentratie de 1 pg/ml, timp de 3 zile. Apoi,
un numéir de 1,25x10¢ PBMC activate au fost amestecate cu un numir de 5x10° celule Raji din limfomul
Burkitt si cu 8D2H2L2 (20 mg/kg), fiind injectat subcutanat in soldul soarecilor SCID cu absentd
congenitald a celulelor natural-killer (NK). In paralel, a fost format un grup de control izotipic cu 5
animale in grup. In continuare, acestor animale le-a fost administrati o dozi de 20 mg/kg prin injectic
intravenoasa o dati pe saptdmand, timp de trei sdptimani consecutive. Volumul tumorii a fost misurat de
doud ori pe sdptdmana pani la sfarsitul experimentului sau pana in momentul cand volumul tumorii a
atins 1000 mm?.

Dupa cum se demonstreaza in Figura 34, anticorpul 8D2H2L2 poate suprima in mod semnificativ
cresterea tumorii in modelul hu-SCID-Raji. Acest rezultat indicd asupra faptului cd anticorpul in cauzi
poate fi utilizat in conditii clinice pentru tratamentul limfomului.

Desi exemplele specifice de realizare a prezentei inventii au fost descrise in detaliu, in lumina
informatiei dezviluite in descriere specialistii din domeniul dat al tehnicii vor putea aprecia cid pot fi
facute diferite schimbiri si modificari in cazul unor anumite detalii. Volumul complet al inventiei de fatd
este determinat de citre revendicarile anexate.

Lista secventelor
<110> AKESO BIOPHARMA, INC.
<120> ANTICORP MONOCLONAL ANTI-CTLA4 SAU FRAGMENT DE LEGARE A
ANTIGENULUI ACESTUIA, COMPOZITIE FARMACEUTICA SI UTILIZARE A ACESTEIA
<130> IEC150044PCT
<150> 201410377352.9
<151> 2014-08-01
<160> 34
<170> Patentin version 3.2
<210> 1
<211> 375
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Secventa nucleotida, care codifica proteina CTLA4ECD
<400> 1
gcaatgeacg tggeceagece tgetgtggta ctggecagea geegaggeat cgecagettt 60
gtgtgtgagt atgeatctce aggcaaagec actgaggtee gggtgacagt getteggeag 120
gctgacagee aggtgactga agtetgtgeg geaacctaca tgatggggaa tgagttgace 180
ttcctagatg attccatetg cacgggeace tccagtggaa atcaagtgaa cetcactate 240
caaggactga gggccatgga cacgggacte tacatctgea aggtggaget catgtaceca 300
ccgecatact acctgggeat aggcaacgga acccagattt atgtaattga tccagaaccg 360
tgcccagatt ctgac 375

<210> 2
<211> 125
<212> Proteina
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<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a proteinei CTLA4ECD
<400> 2
Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly
1 5 10 15
Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu
20 25 30

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val
35 40 45
Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp
50 55 60
Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile

65 70 75 80
Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu
85 90 95
Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln
100 105 110
Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120 125
<210> 3
<211> 364

<212> Proteina
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a proteinei hibride CTLA4ECD-mFc
<400> 3
Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly
1 5 10 15
Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu
20 25 30
Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val
35 40 45
Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp
50 55 60
Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile
65 70 75 80
Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu
85 90 95
Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln
100 105 110
Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Glu Asn Leu
115 120 125
Tyr Phe GIn Gly Pro Arg Gly Pro Thr Ile Lys Pro Cys Pro Pro Cys
130 135 140
Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe
145 150 155 160
Pro Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro Ile Val
165 170 175
Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln Ile
180 185 190
Ser Trp Phe Val Asn Asn Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Thr
195 200 205
His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser Ala Leu Pro
210 215 220
Ile Gln His Gln Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val
225 230 235 240
Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Pro
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245 250 255
Lys Gly Ser Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu
260 265 270

Glu Glu Met Thr Lys Lys Gln Val Thr Leu Thr Cys Met Val Thr Asp
275 280 285
Phe Met Pro Glu Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr
290 295 300
Glu Leu Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser

305 310 315 320
Tyr Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu
325 330 335
Arg Asn Ser Tyr Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn His
340 345 350
His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys
355 360
<210> 4
<211> 1092
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica proteina hibrida CTLA4ECD-mFc
<400> 4

gcaatgeatg tcgecacagec tgeagtggte ctggeaagcet ccaggggaat cgetagette 60
gtgtgcgaat acgettccee aggeaaggea accgaggtee gggtgacagt cctgagacag 120
gecgacagec aggtgacaga agtctgegece getacttata tgatgggeaa cgagetgace 180
tttctggacg atagcatttg taccgggaca tetagtggaa accaagtgaa tetgaccate 240
cagggceetge gegetatgga cacagggetg tacatttgta aagtggaget gatgtatcee 300
cctecatact atctgggaat cggeaacggg acccagatct acgtgattga tcctgaacca 360
tgececegact ccgatgagaa tetgtatttc cagggaccac gaggecceac aattaageca 420
tgtcceectt geaaatgtee tgeaccaaac ctgetgggag gaccaagegt gtteatettt 480
ccacccaaga tcaaggacgt getgatgate tcactgagec ceattgtgac ctgegtggte 540
gtggacgtga gcgaggacga tectgatgtg cagatcagtt ggttegtcaa caatgtggaa 600
gtccacacag ctcagactca gacccatagg gaggattaca atagtactct gegegtegtg 660
tcagcactge ccattcagca ccaggactgg atgageggea aggagttcaa gtgeaaagtg 720
aacaacaagg atctgcecge acctatcgag agaactattt ccaagectaa agggtetgtg 780
agggceecac aggtgtatgt cetgeeteca cccgaggaag agatgactaa gaaacaggtg 840
acactgactt gtatggtcac cgacttcatg cccgaagata tctacgtgga gtggactaac 900
aatgggaaga ccgaactgaa ctataaaaat acagagectg tgctggactc agatggaage 960
tactttatgt atagcaagcet gcgagtggaa aagaaaaact gggtegageg gaacagetac 1020
tcttgtagtg tggtccacga agggetgeat aatcaccaca cecactaaate attctcecega 1080
actccaggcea aa 1092

<210> 5

<211> 345

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al lantului
greu al anticorpului monoclonal 8D2

<400> 5

gaggtgaaac tggacgaaac tggeggggee ctggtgeage ceggacgacc tatgaagetg 60
tcatgegteg ccageggctt cacctttage gacaactgga tgaattgggt gaggeagage 120
ccagagaagg ggctggaatg getggeteag atccgeaaca aaccetacaa ttatgagace 180
tactattctg acagtgtgaa gggecggtte acaatttcca gagacgattc taaaagetec 240
gtctacctge agatgaacaa tctgagagge gaagatatgg ggatctacta ttgcacagea 300
cagttcgcett attggggaca gggeactetg gtcacagtct ccgee 345
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<210> 6

<211> 115

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului greu

al anticorpului monoclonal 8D2

<400> 6

Glu Val Lys Leu Asp Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

Pro Met Lys Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Asn

20 25 30
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Ala Gln Ile Arg Asn Lys Pro Tyr Asn Tyr Glu Thr Tyr Tyr Ser Asp
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser

65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Gly Glu Asp Met Gly Ile Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Ala Gln Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ala
115
<210> 7
<211> 318
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al lantului
usor al anticorpului monoclonal 8D2

<400> 7

gacattcaga tgacacagag tcctgettce ctgagtgect cagtggggga gacegtcaca 60
atcacttgeg geacctetga aaacatetac ggegggetga attggtatca geggaageag 120
ggcaaaagtc cccagetget gatcttcgga geaacaaace tggecgacgg catgagetee 180
cggtttagcg ggtecggate tggeagacag tacagectga agatttctag tetgeaccea 240
gacgatgtgg ctacttacta ttgccagaat gtcetgagga gteectteac ctttgggtca 300
ggaacaaagc tggagatc 318

<210> 8

<211> 106

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului usor

al anticorpului monoclonal 8D2

<400> 8

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Gly Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Gly Gly

20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Gln Gly Lys Ser Pro GIn Leu Leu Ile
35 40 45

Phe Gly Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Met Ser Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Arg Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Ser Ser Leu His Pro

65 70 75 80

Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Arg Ser Pro Phe
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85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105
<210> 9
<211> 345
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al

lantului greu al anticorpului monoclonal 8D2H1L1

<400> 9

gaagtgeage tggtegagic cggggeggec ctggtgcage caggaggate aatgegactg 60
agctgcgeeg cttccggett cacettcage gacaactgga tgaattgggt caggeaggea 120
ccaggaaagg gactggagtg getggeacag atccgeaaca aaccttacaa ctacgaaact 180
tactacagcg actccgtgaa ggggcggtte accatttcta gagacgatte taaaaacagt 240
gtgtacctge agatgaatag cctgaagacc gaggatacag gagtctacta ttgtaccgea 300
cagtttgett attgggggca gggeactctg gtgacagtct cttca 345

<210> 10

<211> 115

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului usor al

anticorpului monoclonal SD2H1L.1

<400> 10

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Met Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Asn

20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Ala Gln Ile Arg Asn Lys Pro Tyr Asn Tyr Glu Thr Tyr Tyr Ser Asp

50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser

65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Gly Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Ala Gln Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 11
<211> 321
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al lantului
usor al anticorpului monoclonal 8D2H1L1

<400> 11

gacattcaga tgactcagag cccttcaagce ctgtcegeat ctgtgggega cegagtcace 60
atcacatgca gaacctccga gaacatctac ggegggetga attggtatca gcgaaageag 120
gggaaaagtc ccaagetget gatctacggg geaacaaacc tggecagegg aatgagetce 180
agattcagtg gatcaggcag cgggacagat tatactctga aaatttctag tctgcaccca 240
gacgatgtgg caacctacta ttgccagaat gteetgaggt cacectteac ctttggaage 300
ggcacaaaac tggagatcaa g 321
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<210> 12
<211> 107
<212> Proteina
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului usor al
anticorpului monoclonal SD2H1L.1
<400> 12
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Gly Gly
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Gln Gly Lys Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Ser Gly Met Ser Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Lys Ile Ser Ser Leu His Pro

65 70 75 80
Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Arg Ser Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 13
<211> 345
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al lantului
greu al anticorpului monoclonal SD2H2L.2, 8D2H2L15 sau 8D2H2L.17
<400> 13

gaagtgeage tggtegagic cggggeggec ctggtgcage caggaggate aatgegactg 60
agctgcgeeg cttccggcett caccttcage gacaactgga tgaattgggt caggeaggea 120
ccaggaaagg gactggagtg getggeacag atccgeaaca aaccttacaa ctacgaaact 180
tactacagcg cctccgtgaa ggggeggtte accattteta gagacgatte taaaaacagt 240
gtgtacctge agatgaatag cctgaagacc gaggatacag gagtctacta ttgtaccgea 300
cagtttgett attgggggca gggeactetg gtgacagtet cttca 345

<210> 14
<211> 115
<212> Proteina
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului greu al
anticorpului monoclonal 8D2H2L.2, 8D2H2L.15 sau 8D2H2L.17
<400> 14
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Met Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Asn
20 25 30
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45
Ala Gln Ile Arg Asn Lys Pro Tyr Asn Tyr Glu Thr Tyr Tyr Ser Ala
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Gly Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Ala Gln Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
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100 105 110
Val Ser Ser
115

<210> 15

<211> 321

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al

lantului usor al anticorpului monoclonal 8D2H2L.2

<400> 15

gacattcaga tgactcagag cccttcaage ctgagtgect cagtgggaga cegggtcace 60
atcacatgca gaaccagcga gaacatctac ggeggectga actggtatca gegaaageea 120
ggcaagagce ccaagetget gatctacggg geaaccaace tggectetgg agtgagetee 180
agattcagcg geageggcte tgggaccgac tatactetga ccatttctag tetgeagect 240
gaagatgtgg caacatacta ttgccagaat gtectgaggt ceecatteac ctttggatet 300
ggcaccaage tggagatcaa g 321

<210> 16
<211> 107
<212> Proteina
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului usor al
anticorpului monoclonal SD2H2L.2
<400> 16
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Gly Gly
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Ser Gly Val Ser Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Arg Ser Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 17
<211> 345
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al

lantului greu al anticorpului monoclonal 8D2H3L3

<400> 17

gaggtgcage tggtcgagte tggaggeggc ctggtgeage ccggegggte actgegactg 60
agctgcgecg cttccggett caccttcage gacaactgga tgaattgget gaggeaggea 120
cccgggaagg ggctggagtg ggtegetcag atccgeaaca aaccttacaa ttatgagaca 180
gaatacgcag cctetgtgaa ggggeggtic actattagta gagacgatag caagaacage 240
gectatctge agatgaatag cctgaagace gaagatacag ccgtetacta ttgtacaget 300
cagtttgeat actggggeca gggaactetg gtgacegtea getee 345

<210> 18
<211> 115
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<212> Proteina
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului greu al
anticorpului monoclonal 8D2H3L3
<400> 18
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Asn
20 25 30
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Gln Ile Arg Asn Lys Pro Tyr Asn Tyr Glu Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser

65 70 75 80
Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Ala Gln Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 19
<211> 321
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al lantului
usor al anticorpului monoclonal 8D2H3L3

<400> 19

gacattcaga tgactcagag cccttcttct ctgtcegeat ctgtgggaga cecgggtcace 60
atcacatgca gagecagega gaacatctac ggeggectga actggtatca gecagaageca 120
ggcaaagete ccaagetgcet gatctacgga geaacctecce tggeatetgg agtgecatce 180
cggttcagtg gatcaggeag cgggaccegac tatactetga ccattagete cctgeageet 240
gaagacttcg ccacatacta ttgccagaac gtgetgaggt ceecattcac ctttggatet 300
ggcaccaage tggagatcaa g 321

<210> 20
<211> 107
<212> Proteina
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului usor al
anticorpului monoclonal 8D2H3L3
<400> 20
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Gly Gly
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Thr Ser Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Arg Ser Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
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100 105
<210> 21
<211> 321
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al lantului
usor al anticorpului monoclonal 8D2H2L.15

<400> 21

gacatccaga tgactcagte tcccagetec ctgtecgett ctgtgggega tegggteact 60
atcacctgta gaaccagcga gaacatttac ggeggactga attggtatca gaggaageee 120
gggaaaagtc ctaagetget gatctacgga geaacaaace tggeetecgg cgtgtetagt 180
cgettcagtg gatcaggeag cgggaccgac tatacactga ctatttcaag cetgeageca 240
gaggatgtgg ccacatacta ttgccagaat gtectgagee ggeaceecgg atttggetca 300
gggaccaaac tggaaattaa g 321

<210> 22
<211> 107
<212> Proteina
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului usor al
anticorpului monoclonal SD2H2L.15
<400> 22
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Gly Gly
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Ser Gly Val Ser Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Ser Arg His Pro
85 90 95
Gly Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 23
<211> 321
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica domeniul variabil al

lantului usor al anticorpului monoclonal 8D2H2L.17

<400> 23

gacatccaga tgactcagtc acccagetec ctgagtgett cagtgggega tegggteact 60
atcacctgta gaaccagcga gaacatttac ggeggactga attggtatca gaggaageee 120
gggaaaagce ctaagetget gatctacgga geaacaaace tggeeteegg cgtgtetagt 180
cgettcageg geageggcte tggaaccgac tatacactga ctatttcaag cetgeageca 240
gaggatgtgg ccacatacta ttgccagaat gtectgtect ctegaceegg atttggeagt 300
gggaccaaac tggaaattaa g 321

<210> 24

<211> 107

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala
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<220>

<223> secventa aminoacida a domeniului variabil al lantului usor al

anticorpului monoclonal 8D2H2L.17

<400> 24

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Gly Gly
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Leu Leu Ile

35 40 45
Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Ser Gly Val Ser Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Val Leu Ser Ser Arg Pro
85 90 95
Gly Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 25
<211> 636
<212> ADN
<213> Secventa artificiala
<220>

<223> secventa nucleotida, care codifica proteina CTLA4

<400> 25

atgggegtec tgetgactca gagaacceetg ctgteeetgg tgetggeact getgttteet 60
tcaatggett caatggetat geatgtgget cagecageag tggtectgge aagetccagg 120
gggatcgeca gtttegtgtg cgagtacgec teacctggaa aggetacaga agtcegggtg 180
actgtectga gacaggetga ctetcaggtg accgaggtet gegecgetac atatatgatg 240
ggcaacgaac tgacctttct ggacgattee atttgtactg geacctetag tgggaaccaa 300
gtgaatctga ctatccaggg actgcgagea atggacaceg gactgtacat ttgcaaagtg 360
gagctgatgt atcccectee atactatctg ggeatcggga atggaacaca gatctacgtg 420
attgatcceg aaccttgtec agacagegat ttectgetgt ggattetgge agecgtgtca 480
agcggcecetgt tettttatag ctttetgetg actgeegtet ceetgtetaa gatgetgaag 540
aaacgatccc ccetgaccac aggggtggte gtgaaaatge cacctacega geeegagtge 600
gaaaaacagt tccagecata ctttatccct atcaat 636

<210> 26

<211> 212

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida a proteinei CTLA4

<400> 26

Met Gly Val Leu Leu Thr Gln Arg Thr Leu Leu Ser Leu Val Leu Ala

1 5 10 15

Leu Leu Phe Pro Ser Met Ala Ser Met Ala Met His Val Ala Gln Pro
20 25 30

Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu

35 40 45
Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val Arg Val Thr Val Leu Arg
50 55 60

Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met

65 70 75 80

Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser

85 90 95

Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp

100 105 110
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Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr
115 120 125
Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gln Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu
130 135 140
Pro Cys Pro Asp Ser Asp Phe Leu Leu Trp lle Leu Ala Ala Val Ser
145 150 155 160
Ser Gly Leu Phe Phe Tyr Ser Phe Leu Leu Thr Ala Val Ser Leu Ser
165 170 175
Lys Met Leu Lys Lys Arg Ser Pro Leu Thr Thr Gly Val Val Val Lys
180 185 190
Met Pro Pro Thr Glu Pro Glu Cys Glu Lys Gln Phe Gln Pro Tyr Phe
195 200 205
Ile Pro Ile Asn
210

<210> 27

<211> 8

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR
<400> 27

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Asn Trp
1 5

<210> 28

<211> 10

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR

<400> 28

Ile Arg Asn Lys Pro Tyr Asn Tyr Glu Thr
1 5 10

<210> 29

<211> 6

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR
<400> 29

Thr Ala Gln Phe Ala Tyr

1 5

<210> 30

<211> 6

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR
<400> 30

Glu Asn Ile Tyr Gly Gly
1 5

<210> 31
<211> 3
<212> Proteina
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<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR
<400> 31

Gly Ala Thr

1

<210> 32

<211> 9

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR
<400> 32

Gln Asn Val Leu Arg Ser Pro Phe Thr
1 5

<210> 33

<211> 9

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR
<400> 33

Gln Asn Val Leu Ser Arg His Pro Gly
1 5

<210> 34

<211> 9

<212> Proteina

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> secventa aminoacida CDR
<400> 34

Gln Asn Val Leu Ser Ser Arg Pro Gly
1 5

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Grosso JF., Jure-Kunkel MN. CTLA-4 blockade in tumor models: an overview of preclinical and
translational research. Cancer Immun., 2013; V. 13:5, Online, URL:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3559193/

2.US 6984720 B1 2006.01.10

3. US 6682736 B1 2004.10.27

(57) Revendiciri:

1. Anticorp sau fragment al acestuia de legare la antigen, care se leagd cu CTLA4 uman,
selectat din grupa constand din:

a) anticorp sau fragment al acestuia de legare la antigen, care cuprinde regiunca variabild a
lantului greu SECV. ID NO: 14 si regiunea variabild a lantului usor SECV. ID NO: 16; si

b) anticorp sau fragment al acestuia de legare la antigen care cuprinde regiunea variabila a
lantului greu SECV. ID NO: 14 si regiunea variabild a lantului usor SECV. ID NO: 16, in care in
secventa SECV. ID NO: 14 metionina din pozitia 18 poate fi substituitd cu un aminoacid selectat din
grupa constind din: leucind, valind, izoleucina si alanin.
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2. Anticorp sau un fragment al acestuia de legare la antigen, conform revendicarii 1, in care
metionina din pozitia 18 in SECV. ID Nr. 14 este substituitd cu leucind si regiunca variabild a
lantului usor SECV. ID Nr. 16.

3. Anticorp sau un fragment al acestuia de legare la antigen, conform revendicarii 1 sau 2,
care reprezintd un anticorp umanizat sau un fragment al acestuia de legare la antigen.

4. Anticorp sau un fragment al acestuia de legare la antigen, conform oricireia dintre
revendicirile 1-3, care se leagi la CTLA4 uman cu un Kp mai mic de aproximativ 10° M, dupd cum a
fost determinat prin rezonantd plasmatica de suprafati.

5. Anticorp sau un fragment al acestuia de legare la antigen, conform oricdreia dintre
revendicarile 1-4, in care anticorpul sau fragmentul acestuia de legare 1a antigen:

(a) blocheazi legarea CTLA4 uman cu B7 uman;

(b) regleazi activitatea CTLA4 uman;

(c) inlaturd imunosupresia organismului de citre CTLA4 uman;

(d) activeazi limfocitele T; si/sau

(e) sporeste nivelul de expresie al IL-2 in limfocitele T.

6. Una sau mai multe molecule de acizi nucleici izolate, care codificd anticorpul sau
fragmentul acestuia de legare 1a antigen, conform revendicarii 1.

7. Una sau mai multe molecule de acizi nucleici izolate, conform revendicarii 6, in care una
sau mai multe molecule de acizi nucleici izolate contine secventa nucleotida, reprezentati de secventa
SECV. ID NO: 13 sau SECV. ID NO: 15.

8. Vector, care contine o moleculd de acid nucleic izolatd, conform revendicérii 6.

9. Celulad gazda care contine vectorul, conform revendicarii 8.

10. Procedeu de obtinere a unui anticorp sau a unui fragment al acestuia de legare la antigen,
conform oricdreia dintre revendicdrile 1-5, care cuprinde etapele de cultivare a celulei gazda, conform
revendicdrii 9, in conditii adecvate si de izolare a anticorpului sau a fragmentului acestuia de legare la
antigen din cultura celulard.

11. Compozitie farmaceutica cu continut de un anticorp sau un fragment al acestuia de legare
la antigen, conform oricireia dintre revendicarile 1-5, si un purtitor farmaceutic acceptabil si/sau un
adjuvant.

12. Anticorp sau un fragment al acestuia de legare la antigen, conform oricdreia dintre
revendicdrile 1-5, pentru utilizare intr-un procedeu de tratare a unui subiect, care este o fiintd umana,
suferindd de tumoare, cum ar fi melanom, tumoare renald/cancer renal, cancer de prostatd, cancer de
vezicd urinard, cancer colorectal, cancer al tractului gastro-intestinal si/sau tumoare hepaticd/cancer
hepatic.

13. Anticorp sau un fragment al acestuia de legare la antigen, conform oricdreia dintre
revendicdrile 1-5, pentru utilizare in procedeul de tratare a limfomului.

14. Procedeu in vitro, care cuprinde etapa de introducere in celule a unei cantitdti eficiente
dintr-un anticorp sau dintr-un fragment al acestuia de legare la antigen, conform oricareia dintre
revendicdrile 1-5, in care acest procedeu este selectat dintre urméitoarele procedee:

(a) procedeu de detectare a nivelului de CTLA4 uman intr-o proba,

(b) procedeu de blocare a legarii CTLA4 uman cu B7 uman,

(c) procedeu de reglare a activititii CTLA4 uman sau a nivelului de CTLA4 uman,

(d) procedeu de inldturare a imunosupresici organismului de citre CTLA4 uman,

(e) procedeu de activare a limfocitelor T, sau

(f) procedeu de crestere a nivelului de exprimare a IL-2 in limfocitele T.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuald
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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