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Modifiserte kimaere polypeptider med forbedrede farmakokinetiske egenskaper beskrives. Nasrmere bestemt
beskrives modifiserte kimasre Fit1-reseptor-polypeptider som er blitt modifisert pa en mate som forbedrer
deres farmakokinetiske profil. Ogsa beskrevne er fremgangsmater ved fremstilling og anvendelse av de
modifiserte polypeptider, omfattende, men ikke begrenset til, anvendelse av de modifiserte polypeptider til &
nedsette eller inhibere plasmalekkasje og/eller den vaskulzere permeabilitet i et pattedyr.
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Omradet for foreliggende oppfinnelse er et isolert nuklinsyremolekyl som angitt i
krav 1 og som koder for modifiserte polypeptider med forbedrede farmakokinetiske
egenskaper. Slike polypeptider er Flt1-reseptor-polypeptider som er blitt modifisert
pa en mate som forbedrer deres farmakokinetiske profil. Omradet for foreliggende
oppfinnelse vedrgrer ogsa fremgangsmater ved fremstilling og anvendelse av slike
polypeptider som angitt i henholdsvis krav 14 og 17 for & nedsette eller inhibere
plasmalekkasje og/eller den vaskulzere permeabilitet i et pattedyr.

BAKGRUNN

Evnen av polypeptidligander til & bindes til celler og dermed utlgse en fenotypisk
respons sa som cellevekst, overlevelse, celleproduktutsondring eller differensiering,
medieres ofte av transmembrane reseptorer pa cellene. Den ekstracellulaere dome-
ne av slike reseptorer (dvs. det parti av reseptoren som vises frem pa overflaten av
cellen) er generelt det mest karakteristiske parti av molekylet, idet det tilfgrer pro-
teinet dets ligandbindingskarakteristikk. Bindingen av en ligand til den ekstracellu-
lzere domene fgrer generelt til en signaltransduksjon som overfgrer et biologisk
signal til intracellulzere mal. Ofte virker denne signaltransduksjon via en katalytisk
intracellulzer domene. Den bestemte anordning av sekvensmotiver av denne kataly-
tiske intracellulzere domene bestemmer dens tilgang til potensielle kinasesubstrater
(Mohammadi et al., 1990, Mol. Cell. Biol. 11: 5068-5078; Fantl et al., 1992, Cell
69: 413-413). Eksempler pa reseptorer som transduserer signaler via katalytiske
intracellulzere domener, omfatter reseptor-tyrosinkinaser (RTK'er) sa som Trk-
reseptorfamilien, som generelt er begrenset til celler i nervesystemet, cytokin-
reseptorfamilien omfattende tripartat-CNTF-reseptorkompleks (Stahl & Yancopou-
los, 1994, J. Neurobio. 25: 1454-1466), som ogsa er generelt begrenset til cellene i
nervesystemet, G-protein-koblede reseptorer sa som B,-adrenergisk reseptor som
f.eks. foreligger pa hjertemuskelceller, og den flerverdige IgE-hgyaffinitetsreseptor
FceRI som hovedsakelig finnes p@ mastceller og basofiler (Sutton & Gould, 1993,
Nature 366: 421-428).

Alle reseptorer som hittil er blitt identifisert, virker 8 gjennomga en dimerisering,
multimerisering eller en beslektet konformasjonell endring etter ligandbinding
(Schlessinger, 1., 1998, Trend Biochem. Sci. 13: 443-447,; Ullrich & Schlessinger,
1990, Cell 61: 203-212; Schlessinger & Ullrich, 1992, Neuron 9: 383-391), og mo-
lekyleere vekselvirkninger mellom dimeriserende intracellulaare domener fgrer til en
aktivering av den katalytiske funksjon. I noen tilfeller, s3 som blodplate-avledet
vekstfaktor (PDGF), er liganden en dimer som binder to reseptormolekyler (Hart et
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al., 1998, Science, 240: 1529-1531; Heldin, 1989, J. Biol. Chem. 264: 8905-8912),
mens liganden f.eks. i tilfellet av epidermal vekstfaktor (EGF) er en monomer (We-
ber et al., 1984, J. Biol. Chem. 259: 14631-14636). I tilfellet av FCeRI-reseptor,
foreligger liganden, IgE, bundet til FceRI p& monomer mate, og aktiveres fgrst nar
antigen bindes til IgE/FceRI-komplekset og fornetter hosliggende IgE-molekyler
(Sutton & Gould, 1993, Nature 366: 421-428).

Ofte gir vevfordelingen av en bestemmt reseptor i hgyere organismer en forstaelse
for den biologiske funksjon av reseptoren. RTK'ene for noen vekst- og differensie-
ringsfaktorer, s& som fibroblast-vekstfaktor (FGF), uttrykkes bredt og virker derfor
3 spille en generell rolle i vevets vekst og vedlikehold. Medlemmer av Trk-RTK-
familien (Glass & Yancopoulos, 1993, Trends in Cell Biol. 3: 262-268) av reseptorer
er mer generelt begrenset til celler i nervesystemet, og nervevekstfaktor-familien
bestdende av nervevekstfaktor (NGF), hjerne-avledet neurotrofisk faktor (BDNF),
neurotrofin-3 (NT-3) og neurotrofin-4/5 (NT-4/5), som binder reseptorer av Trk-
RTK-familie, fremmer differensieringen av forskjellige grupper av neuroner i hjer-
nen og periferien (Lindsay, R.M., 1993, i Neurotrophic Factors, S.E. Loughlin & J.H.
Fallon, utg., s. 257-284, San Diego, CA, Academic Press). FceRI er begrenset til et
meget lite antall celletyper, s& som mastceller og basofiler. Mastceller stammer fra
benmarg-flerpotent hematopoietisk stamcellelinjen, men fullfgrer sin modning i
vevet etter en migrasjon fra blodstremmen (se Janeway & Travers, 1996, i Immu-
nobiology, 2. utg., M. Robertson & E. Lawrence, utg., s. 1:3-1:4, Current Biology
Ltd., London, UK, forlag) og er omfattet i allergiske responser.

Mange undersgkelser har vist at den ekstracellulaere domene av en reseptor tilveie-
bringer den spesifikke ligandbindingskarakteristikk. Videre kan det celluleere miljg
hvor en reseptor uttrykkes, pavirke den biologiske respons som oppvises etter bin-
ding av en ligand til reseptoren. F.eks. ndr en neuronal celle som uttrykker en Trk-
reseptor, utsettes for et neurotrofin som bindes til denne reseptor, fgrer dette til en
neuronal overlevelse og differensiering. Nar den samme reseptor uttrykkes av en
fibroblast, farer en utsettelse for neutrotrofinet til en proliferasjon av fibroblasten
(Glass et al., 1991, Cell 66: 405-413).

En klasse celleavledede dimere mitogener med selektivitet for vaskulaere endotel-
celler er blitt identifisert og benevnt endotelcellevekstfaktor (VEGF). VEGF er blitt
isolert fra kondisjonert vekstmedium av rotte-gliomaceller [Conn et al., (1990),
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87, s. 2628-2632]; og kondisjonert vekstmedium fra
bovine hypofysefolikkel-stellatceller [Ferrara og Henzel, (1989), Biochem. Biophys.
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Res. Comm., 161, s. 851-858; Gozpadorowicz et al., {(1989), Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 86, s. 7311-7315] og kondisjonert vekstmedium fra humane U937-celler
[Conolly, D.T. et al. (1989), Science, 246, s. 1309-1312]. VEGF er en dimer med en
tilsynelatende molekylmasse pa ca. 46 kDa, hvor hver delenhet har en tilsynelaten-
de molekylmasse pa ca. 23 kDa. VEGF har noen strukturelle likheter med blodplate-
avledet vekstfaktor (PDGF), som er et mitogen for bindevevceller, men som ikke er
mitogent for vaskulzere endotelceller fra store kar.

Den membranbundne tyrosinkinasereseptor, kjent som Flt, ble demonstrert & vaere
en VEGF-reseptor [DeVries, C. et al., (1992), Science, 255, s. 989-991]. Flt-
reseptor binder spesifikt VEGF, hvilket induserer mitogenese. En annen form for
VEGF-reseptor, benevnt KDR, er ogsa kjent for & binde VEGF og indusere mitoge-
nese. Den delvise cDNA-sekvens og naermest hellengdes proteinsekvens av KDR er
ogsa kjent [Terman, B.I. et al., (1991), Oncogene 6, s. 1677-1683; Terman, B.I. et
al., (1992), Biochem. Biophys. Res. Comm. 187, s. 1579-1586].

En vedvarende angiogenese kan forarsake eller forverre visse sykdommer s som
psoriasis, rheumatoid artritt, hemangiomaer, angiofibromaer, diabetisk retinopati
og neovaskulaer glaukoma. En inibitor av VEGF-aktiviteten vill veere nyttig for be-
handling av slike sykdommer og annen VEGF-indusert patologisk angiogenese og
vaskulaere permeabilitetstilstander, s8 som svulstvaskularisering. Foreliggende opp-
finnelse vedrgrer en VEGF-antagonist ifslge krav 15 som baserer seg p8 VEGF-
reseptor Flt1.

Plasmalekkasje, en hovedkomponent under betennelse, finner sted i en bestemt
undergruppe av mikrokar. Spesielt finner i de fleste organer, plasmalekkasje sted i
venulene. Til forskjell fra arterioler og kapillaerer, begynner venuler & lekke som
respons pa forskjellige inflammatoriske mediatorer omfattende histamin, bradykinin
og serotonin. Ett kjennetegn av betennelse er plasmalekkasjen som resulterer av
intercelluleere hulrom som dannes i endotel av venuler. De fleste eksperimentelle
modeller for betennelse tyder pa at disse intercellulzere hulrom forekommer mellom
endotelcellene av postkapilleere og oppsamlende venuler(Baluk, P. et al., Am. J.
Pathol. 1998, 152: 1463-1476). Det er blitt vist at visse lektiner kan brukes for &
vise fokale seter for plasmalekkasje, endotele hulrom og fingerlignende utstikkere i
endotelcellegrenser i betente venuler (Thurston, G. et al., Am. J. Physiol., 1996,
271: H2547-2562). Spesielt er plantelektiner blitt brukt for & visualisere morfolo-
giske endringer i endotelcellegrenser i betente venuler av f.eks. rotte-trachea. Lek-
tiner s& som konkonavalin A og ricin, som bindes fokalt til betente venuler, viser
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omrader av subendotelkarveggen som har hulrom som tilsvarer steder for plasma-
lekkasje (Thurston, G. et al., Am. J. Physiol. 1996, 271: H2547-2562).

Egenskapene av mikrokarene er dynamiske. Kroniske betennelsessykdommer for-
bindes f.eks. med mikrovaskulaer ommodellering, omfattende angiogenese og
mikrokarforstgrrelse. Mikrokar kan ogsa gjenmodelleres ved & anta abnormale fe-
notypiske egenskaper. I en murin modell for kronisk luftveisbetennelse antar luft-
veis-kapillaerer egenskapene av venuler, 0955 en forstgrret kardiameter, en hevet
immunoreaktivitet for von Willebrand-faktor og gkt immunoreaktivitet for P-
selektin. I tillegg lekker disse ommodellerte kar som respons pa inflammatoriske
mediatorer, mens kar i den samme posisjon i luftveiene av normale mus ikke gjgr
dette.

Visse substanser har vist seg a8 nedsette eller inhibere den vaskulzere permeabilitet
og/eller plasmalekkasje. F.eks. er mystixiner syntetiske polypeptider som er blitt
beskrevet & inhibere plasmalekkasje uten 8 blokkere dannelsen av endotelhulrom
(Baluk, P. et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1998, 284: 693-699). Dessuten nedset-
ter den beta-2-adrenergiske reseptoragonist formoterol den mikrovaskulaere lekka-
sje ved & inhibere dannelsen av endotelhulrom (Baluk, P. og MacDonald, D.M., Am.
J. Physiol., 1994, 266: L461-468).

Angiopoietiner og medlemmer av vaskulaer endotel-vekstfaktor (VEGF)-familien er
de eneste vekstfaktorer som antas 8 vaere overveiende spesifikke for vaskulaere
endotelceller. MalIrettede gen-inaktiveringsundersgkelser i mus har vist at VEGF er
ngdvendig for de tidlige faser av den vaskulaere utvikling, og at Ang-1 er ngdvendig
for senere trinn av den vaskulaare ommodellering.

US-patent nr. 6.011.003, utstedet den 4. januar 2000 til Metris Therapeutics Limi-
ted, beskriver en endret, Igselig form for FLT-polypeptid som har evnen til & bindes
til VEGF og som derfor utgver en inhibitorisk virkning p& den, hvor polypeptidet
omfatter fem eller faerre fullstendige immunoglobulindomener.

US-patent nr. 5.712.380, utstedet den 27. januar 1998 og overdratt til Merck &
Co., beskriver vaskulzere endotelcelle-vekstfaktor (VEGF)-inhibitorer som er natur-
lig forekommende eller rekombinant konstruerte Igselige former med eller uten et
C-terminalt transmembrant omrade av reseptoren for VEGF.
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Ogsa overdratt til Merck & Co. er PCT-publikasjon nr. WO 98/13071, publisert den
2. april 1998, som beskriver genterapimetoder for inhibering av primaer svulstvekst
0g metastase ved genoverfgring av en nukleotidsekvens som koder for et Igselig
reseptorprotein som bindes til VEGF.

PCT-publikasjon nr. WO 97/44453, publisert den 27. november 1998 i navnet til
Genentech, Inc., beskriver nye kimaere VEGF-reseptorproteiner som omfatter ami-
nosyresekvenser avledet fra vaskulaer endotel-vektfaktor (VEGF)-reseptorene Fitl
og KDR, medregnet den murine homolog for human KDR-reseptor FLK1, hvor de
kimaere VEGF-reseptorproteiner bindes til VEGF og antagoniserer den proliferative
og angiogene aktivitet derav pa endotelceller.

PCT-publikasjon nr. WO 97/13787, publisert den 17. april 1997 i navnet til Toa Go-
sei Co., Ltd., beskriver en VEGF-inhibitor med lav molekylvekt som kan brukes ved
behandling av sykdommer som ledsages av neovaskularisering, s& som faste svuls-
ter. Et polypeptid som inneholder den fgrste immunoglobulin-lignende domene og
den andre immunoglobulin-lignende domene i den ekstracellulzere region av en
VEGF-reseptor FLT, men som ikke inneholder den sjette immunoglobulin-lignende
domene og den syvende immunoglobulin-lignende domene derav, viser en VEGF-
inhibitorisk aktivitet.

Sharifi, J. et al., 1998, The Quarterly Jour. of Nucl. Med. 42: 242-249, beskriver at
fordi monoklonale antistoffer (mAb'er) er basiske, positivt ladede proteiner, og pat-
tedyrceller er negativt ladet, kan de elektrostatiske vekselvirkninger mellom disse
to fore til hgyere niv@er av bakgrunnsbinding, som farer til lave forhold mellom
svulster og normale organer. For & overvinne denne virkning, forsgkte forskerne &
forbedre Mab-utskillingen ved bruk av forskjellige metoder sd som sekundasre mid-
ler, samt kjemiske og ladningsmessige modifikasjoner av selve mAb'et.

Jensen-Pippo et al., 1996, Pharmaceutical Research 13: 102-107, beskriver at en
pegylering av et terapeutisk protein, rekombinant humant granulocytt-
kolonistimulernede faktor (PEG-G-CSF), fgrer til en hevet stabilitet og retensjon av
in vivo-bioaktiviteten ndr det administreres ved intraduodenal rute.

Tsutsumi et al., 1997, Thromb Haemost. 77: 168-173, beskriver eksperimenter
hvor den trombopoietiske aktivitet in vivo av polyetylenglykol-modifisert interleu-
kin-6 (MPEG-IL-6), hvor 54% av de 14 lysin-aminogrupper av IL-6 var koblet til
PEG, ble sammenlignet med daktiviteten av nativt IL-6.
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Yang et al., 1995, Cancer 76: 687-694, beskriver at konjugering av polyetylengly-
kol til rekombinant humant interleukin-2 (IL-2) fgrer til en forbindelse, polyetylen-
glykol-modifisert IL-2 (PEG-IL-2) som beholder in vitro- og in vivo-aktiviteten av
IL-2, men som oppviser en merkbart forlenget sirkulasjonshalveringstid.

R. Duncan og F. Spreafico, Clin. Pharmacokinet. 27: 290-306, 296 (1994) beskriver
forsgk pa 8 forlenge plasma-halveringstiden av asparaginase ved & konjugere det
med polyetylenglykol.

Den internasjonale PCT-publikasjon WO 99/03996, publisert den 28. januar 1999 i
navnet til Regeneron Pharmaceuticals, Inc. og The Regents Of The University of
California, beskriver modifiserte humane noggin-polypeptider som har delesjoner
av omrader med basiske aminosyrer. De modifiserte humane noggin-polypeptider
beskrives & beholde sin biologiske aktivitet, mens de har en nedsatt affinitet for
heparin og overlegne farmakokinetiske egenskaper i dyreserum sammenlignet med
umodifisert humant noggin.

1 WO 97/44453 A1l er det beskrevet kimaere VEGF-reseptorer der et eller flere av de
Ig-liknende domenene fra et Flt1-IgG-konstrukt er byttet ut med det eller de tilsva-
rende domene fra enten KDR eller Flt4-reseptorene og anvendelsen av disse kimae-
rene i farmasgytiske preparater til behandling av tilstander hvor vaskularisering og
angiogenese er gnskelig.

SAMMENFATNING AV OPPFINNELSEN

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer VEGF-antagonister med forbedrede farmakokine-
tiske egenskaper. En foretrukken utfgrelse er et isolert nukleinsyremolekyl som
koder for et fusjonspolypeptid som har evnen til & binde et VEGF-polypeptid, omfat-
tende (a) en nukleotidsekvens som koder for en VEGF-reseptorkomponent som
angitt i krav 1 og som er operabelt bundet til (b) en nukleotidsekvens som koder
for en multimeriserende komponent, hvor VEGF-reseptorkomponenten er den enes-
te VEGF-reseptorkomponent av fusjonspolypeptidet, og hvor nukleotidsekvensen av
(a) i det vesentlige bestdr av en nukleotidsekvens som koder for aminosyresekven-
sen av Ig-domene 2 av det ekstracellulaere domene av en fgrste VEGF-reseptor, og
en nukleotidsekvens som koder for aminosyresekvensen av Ig-domene 3 av det
ekstracellulaaere domene av en andre VEGF-reseptor, hvor fgrste VEGF-reseptor er
FItl og andre VEGF-reseptor er FIk1 eller Fit4, og VEGF-reseptorkomponenter er
den eneste VEGF-reseptorkomponent i fusjonspolypeptidet.
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I en annen foretrukken utfgrelse er nukleotidsekvensen som koder for Ig-domene 2

av det ekstracellulzere domene av den farste VEGF-reseptor, oppstrams for nukleo-

tidsekvensen som koder for Ig-domene 3 av det ekstracellulzere domene av den

andre VEGF-reseptor.

I enda en annen utfgrelse er nukleotidsekvensen som koder for Ig-domene 2 av det

ekstracellulzere domene av den fgrste VEGF-reseptor, nedstrgms for nukleotidsek-

vensen som koder for Ig-domenet 3 av det ekstracellulaare domene av den andre

VEGF-reseptor.

I en foretrukken utfgrelse av oppfinnelsen omfatter den multimeriserende kompo-

nent et immunoglobulin-domene.

I en annen utfgrelse er immunoglobulin-domenet valgt fra gruppen omfattende Fc-

domene av IgG og tung kjede av IgG.

Foretrukne utfgrelser omfatter et isolert nukleinsyremolekyl omfattende en nukleo-

tidsekvens som koder for et modifisert Flt1-reseptor-fusjonspolypeptid, hvor det

kodende parti av nukleinsyremolekylet bestdr av en nukleotidsekvens valgt fra

gruppen omfattende

(a)
(b)
(©
(d)
(e)
)
(9)
(h)

nukleotidsekvensen SEQ ID NO.
nukleotidsekvensen SEQ ID NO.
nukleotidsekvensen SEQ ID NO.
nukleotidsekvensen SEQ ID NO.
nukleotidsekvensen SEQ ID NO.
nukleotidsekvensen SEQ ID NO. 7;

nukleotidsekvensen SEQ ID NO. 8;

en nukleotidsekvens som, som et resultat av degeneransen av den genetiske

-

-

[

\lO\tn:th

kode, skiller seg fra nukleotidsekvensen av (a), (b), (¢), (d), (e), (f) eller
(g), og som koder for et fuskjonspolypeptidmolekyl som har den biologiske
aktivitet av det modifiserte Flt1-reseptorfusjonspolypeptid.

I en ytterligere utfgrelse av oppfinnelsen kodes et polypeptid for av de ovennevnte

isolerte nukleinsyremolekyler.
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En foretrukken utfgrelse er en sammensetning som har evnen til & binde et VEGF-
molekyl for 8 danne et ikke-funksjonelt kompleks som omfatter en multimer av
fusjonspolypeptidet.

Ogsa foretrukket er en sammensetning hvor multimeren er en dimer.
I enda en annen utfgrelse er sammensetningen i en baerer.

En annen utfgrelse er en vektor som omfatter de ovenfor beskrevne nukleinsyre-
molekyler, omfattende en ekspresjonsvektor som omfatter de beskrevne nukleinsy-
remolekyler, hvor nukleinsyremolekylet er operabelt bundet til en ekspre-
sjonskontrollsekvens.

Andre omfattede utfgrelser er et vert/vektor-system for produksjon av et
fusjonspolypeptid som omfatter ekspresjonsvektoren, i en egnet vertcelle;
vert/vektor-systemet hvor en egnet vertcelle er en bakteriecelle, gjaercelle, insekt-
celle eller pattedyrcelle; vert/vektor-systemet hvor den egnede vertcelle er E. coli;
vert/vektor-systemet hvor den egnede vertcelle er en COS-celle; vert/vektor-
systemet hvor den egnede vertcelle er en CHO-celle.

En annen utfgrelse av oppfinnelsen er en fremgangsmate ved dannelse av et
fusjonspolypeptid, omfattende & dyrke celler av vert/vektor-systemet under tilstan-
der som tillater en produksjon av fusjonspolypeptidet, og & isolere det sdledes dan-
nede fusjonspolypeptid.

Ytterligere utfgrelser omfatter et fusjonspolypeptid som kodes for av nukleinsyre-
sekvensen som vises pa SEQ ID NO. 1 eller SEQ ID NO. 8, som er blitt modifisert
ved acetylering eller pegylering, hvor acetyleringen oppnds med minst ca. et 100
gangers molart overskudd av acetyleringsreagensmiddel, eller hvor acetyleringen
oppnds med et molart overskudd av acetyleringsreagensmiddel som varierer fra
minst ca. et 10 gangers overskudd til ca. et 100 gangers molart overskudd, eller
hvor pegyleringen er 10K eller 20K PEG.

En ytterligere utfgrelse er et fusjonspolypeptid som spesifikt binder VEGF-
reseptorliganden VEGF.

Polypeptidene ifglge oppfinnelsen er virksomme ved blokkering av blodkarvekst i et
menneske, og ved inhibering av VEGF-reseptorligandaktivitet i et pattedyr.
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Polypeptidene ifglge oppfinnelsen kan ogsa fremskaffe en svekking eller forebyggel-
se av svulstvekst i mennesker; svekking eller forebyggelse av gdemer i mennesker,
spesielt hvor gdemet er et hjernegdem; svekking eller forebyggelse av askittdan-
nelse i mennesker, spesielt hvor askittene er ovariekreft-assosierte askitter.

Foretrukne utfgrelser av oppfinnelsen omfatter et fusjonspolypeptid som har evnen
til & binde et VEGF-polypeptid, omfattende (a) en VEGF-reseptorkomponent som er
operativt bundet til (b) en multimeriseringskomponent, hvor VEGF-reseptor-
komponenten er den eneste VEGF-reseptorkomponent i fusjonspolypeptidet og i det
vesentlige bestdr av aminosyresekvensen av Ig-domene 2 av det ekstracellulzere
domene av en fgrste VEGF-redceptor og aminosekvensen av Ig-domene 3 av det
ekstracellulaere domene av en andre VEGF-reseptor.

I en ytterligere utfgrelse av fusjonspolypeptidet er den fgrste VEGF-reseptor Flt1.

I enda en ytterligere utfgrelse av fusjonspolypeptidet er den andre VEGF-reseptor
Flk1.

Enda en annen utfgrelse av fusjonspolypeptidet er en utfgrelse hvor den andre
VEGF-reseptor er Flt4.

Foretrukne utfgrelser omfatter et fusjonspolypeptid hvor aminosyresekvensen av
Ig-domene 2 av det ekstracellulaere domene av den fgrste VEGF-reseptor er opp-
strgms for aminosyresekvensen av Ig-domene 3 av det ekstracellulzere domene av
den andre VEGF-reseptor, og et fusjonspolypeptid hvor aminosyresekvensen av Ig-
domene 2 av det ekstracelluleere domene av den fgrste VEGF-reseptor er ned-
strgms for aminosyresekvensen av Ig-domene 3 av det ekstracellulzere domene av

den andre VEGF-reseptor.

I enda en annen utfgrelse omfatter den fusjonspolypeptid-multimeriserende kom-
ponent et immunoglobulindomene omfattende en utfgrelse hvor immunoglobulin-
domenet er valgt fra gruppen omfattende Fc-domene av IgG, tung kjede av IgG og
lett kjede av IgG.

Foretrukne utfgrelser omfatter et fusjonspolypeptid omfattende en aminosyresek-
vens av en modifisert Fltl-reseptor, hvor aminosyresekvensen er valgt fra gruppen
omfattende (a) aminosyresekvensen som vises pd SEQ ID NO. 2; (b) amino-
syresekvensen som vises pa SEQ ID NO. 3; (c) aminosyresekvensen som vises pa
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SEQ ID NO. 4; (d) aminosyresekvensen som vises i SEQ ID NO. 5; (e) aminosyre-
sekvensen som vises pa SEQ ID NO. 6; (f) aminosyresekvensen som vises pa SEQ
ID NO. 7; og (g) aminosyresekvensen som vises pd SEQ ID NO. 8.

KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE

Fig. 1: IEF-gelanalyse av umodifiserte og acetylerte Flt1(1-3)-Fc-proteiner. Umodi-
fisert FIt1(1-3)-Fc-protein har ikke evnen til & trenge inn i gelen grunnet dens pl-
verdi >9,3, mens acetylert FIt1(1-3)-Fc har evnen til a trenge inn i gelen og ekvi-
librere ved pl-verdien 5,2.

Fig. 2: Bindingen av umodifisert Flt1(1-3)-Fc og acetylert FIt1(1-3)-Fc-protein til
"Matrigel"-bestrgkne plater. Umodifisert Fit1(1-3)-Fc-protein bindes i stor grad til
ekstracelluleere matrikskomponenter i "Matrigel”, mens acetylert Flt1(1-3)-Fc ikke
bindes.

Fig. 3: Binding av umodifisert FIt1(1-3)-Fc, acetylert Flt1(1-3)-Fc og pegylert
FIt1(1-3)-Fc i et "Biacore"-basert assay. Acetylert (kolonnene 13-16), pegylert (ko-
lonnene 17-20) og heparin-behandlet KFlt1(1-3)-Fc (kolonnene 21-24) har evhen til
& fullstendig konkurrere med et "Biacore"-flak-bundne FIt1(1-3)-Fc om VEGF-
bindingen, sammenlignet med kontrollen (kolonnene 1-4) og irrelevant protein (ko-
lonnene 5-8). Umodifisert Flt1(1-3)-Fc (kolonnene 5-6) virker & kun delvis konkur-
rere med "Biacore"-flak-bundet FIt1(1-3)-Fc om VEGF-bindingen. Imidlertid fgrer
vasking av de bundne prgver med 0,5M NaCl (kolonnene 7-8) til en bindingsprofil
som ligner profilen for de modifiserte former for FIit1(1-3)-Fc, hvilket tyder pa at
det umodifiserte protein oppviser en ikke-spesifikk binding til flaket, som kan elimi-
neres ved vaskingen med salt.

Fig. 4: Bindingen av umodifisert FIt1(1-3)-Fc, acetylert Flt1(1-3)-Fc og pegylert
FIt1(1-3) til VEGF i et ELISA-basert assay. Badde pegylerte og acetylerte Flt1(1-3)-
Fc-proteiner bindes til VEGF med en affinitet som er nesten like hgy som for umodi-
fisert Flt1(1-3)-Fc.

Fig. 5: Farmakokinetisk profil for umodifisert FIt1(1-3)-Fc, acetylert Flt1(1-3)-Fc og
pegylert Flt1(1-3)-Fc. Balb/c-mus (23-28g) fikk subkutant injisert 4 mg/kg umodi-
fisert, acetylert eller pegylert Flt1(1-3)-Fc. Man tok blodprgver fra musenes hale 1,
2, 4, 6 og 24 timer, 2 dager og 3 dager etter injeksjon av proteinet, og seraene ble
testet i et standard ELISA-basert assay utviklet for 8 pavise Flt1(1-3)-Fc-protein.
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Tmaks-verdien var for alle Flt1(1-3)-Fc-proteiner mellom 6-timers og 24-timers tids-
punktet. Cnas-verdien for de forskjellige proteiner var som falger: umodifisert: 0,06
KHg/ml - 0,15 pg/ml; acetylert: 1,5 pg/mil - 4,0 ug/ml; og pegylert: ca. 5 ug/ml.

Fig. 6A-6B: IEF-gelanalyse av umodifiserte og trinnvis acetylerte Flt1(1-3)-Fc-
proteiner. Umodifisert FIt1(1-3)-Fc-protein har ikke evnen til 8 trenge inn i gelen,
grunnet sin pl-verdi >9,3, mens hovedparten av de trinnvis acetylerte Flt1(1-3)-Fc-
praver (prgver med 30-100 gangers overskudd) hadde evnen til & migrere inn i
gelen og ekvilibrere med en pl-verdi mellom 4,55-8,43, avhengig av acetylerings-
raden.

Fig. 7: Bindingen av umodifisert Flt1(1-3)-Fc og trinnvis acetylert Flt1(1-3)-Fc-
protein til "Matrigel"-bestrgkne plater. Slik det ogsa var tilfellet for det irrelevante
kontrollprotein, nemlig rTie2-Fc, oppviser trinnvis acetylert fFlt1(1-3)-F¢ (praver
med 20 og 30 gangers overskudd) ingen binding til den "Matrigel"-bestrgkne plate,
mens det ikke-acetylerte FIt1(1-3)-Fc-protein oppviser en betydelig binding. Prgven
med 10 gangers overskudd oppviser en nedsatt binding, men acetyleringsgraden er
ikke tilstrekkelig for @ blokkere bindingen til ekstracellulzere matrikskomponenter.

Fig. 8: Bindingen av umodifisert FIt1(1-3)-Fc og trinnvis acetylert FIlt1(1-3)-Fc i et
"Biacore"-basert assay. I et substrgkiometrisk forhold (0,5 pg/ml av enten umodifi-
sert Flt1(1-3)-Fc eller trinnvis acetylert FIt1(1-3)-Fc¢ vs. 0,2 pg/ml VEGF), foreligger
det ikke tilstrekkelig Flt1(1-3)-Fc (hverken umodifisert eller trinnvis acetylert) i
opplgsningen for & fullstendig binde VEGF'et. Ved 1,0 pg/ml, som er ca. et 1:1 stg-
kiometrisk forhold, har bdde umodifisert og trinnvis acetylert Flt1(1-3)-Fc en bedre
evne til & konkurrere om VEGF-bindingen, men det foreligger fortsatt ikke tilstrek-
kelig FIt1(1-3)-Fc-protein (hverken umodifisert eller trinnvis acetylert) til & fullsten-
dig mette det tilgjengelige VEGF. Ved 5,0 ug/ml, som er mange ganger hgyere enn
et 1:1 stgkiometrisk forhold, har imidlertid bade FIt1(1-3)-Fc og det trinnvis acety-
lerte FIt1(1-3)-Fc-protein evnen til & mette VEGF'et, uavhengig av acetylerings-
graden.

Fig. 9: Farmakokinetisk profil for umodifisert Flt1(1-3)-Fc og trinnvis acetylert
Flt1(1-3)-Fc. Balb/c-mus (23-28 g) fikk subkutant injisert 4 mg/kg umodifisert eller
pragver av 10, 20, 40, 60 eller 100 gangers overskudd av trinnvis acetylert
FIlt1(1-3)-Fc (3 mus for umodifisert prgve og prgver med 10, 20 og 40 gangers
overskudd, og 2 mus for prgvene med 60 og 100 gangers overskudd). Man tok
blodprgver fra musenes hale etter 1, 2, 4, 6 og 24 timer, 2 dager og 3 dager etter
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injeksjonen. Seraene ble testet i et ELISA-basert assay utviklet for & pavise
Flt1(1-3)-Fc. Tmaks-verdien for alle de testede Flt1(1-3)-Fc-proteiner var pa tids-
punktet 6 timer, mens Cs-verdien var som fglger: umodifisert Fit1(1-3)-Fc: 0,06
Hg/ml; prgve med 10 gangers overskudd: 0,7 yg/ml, prgave med 20 gangers over-
skudd: 2 yug/ml, prgve med 40 gangers overskudd: 4 ug/ml, prave med 60 gangers
overskudd: 2 ug/ml, pregve med 100 gangers overskudd: 1 pg/mil.

Fig. 10: Skjematisk diagram over strukturen av FIt1.

Fig. 11A og 11B: Hydrofilisitetsanalyse av aminosyresekvensen av Ig-domene 2 og
Ig-domene 3 av Fitl.

Fig. 12: Binding av umodifisert FIt1(1-3)-Fc, basisk region-delesjonsmutant
FIt1(1-3)-Fc og FIt1(1-3)r_n-mutantproteiner i et "Biacore"-basert assay. I et
substgkiometrisk forhold (0,25 pg/ml Fit1(1-3)-Fc av den umodifiserte, acetylerte
eller genetisk modifiserte prgve vs. 0,1 png/ml VEGF), foreligger utilstrekkelig
FIt1(1-3)-Fc-protein til & blokkere bindingen av VEGF til FIlt1(1-3)-Fc som er immo-
bilisert p8 "Biacore"-flaket. Ved 0,5 pg/ml umodifisert, acetylert eller genetisk mo-
difisert Flt1(1-3)-Fc-protein er det stgkiometriske forhold ca. 1:1, og det foreligger
en forsterket evne til 8 blokkere VEGF-bindingen til "Biacore"-flaket. Ved 1,0 pg/mi
umodifisert, acetylert eller genetisk modifisert Flt1(1-3)-Fc-protein, som er et ca.
10:1 stgkiometrisk forhold, har FIt1(1-3)-Fc-proteinene evnen til 8 blokkere bin-
dingen av VEGF til "Biacore"-flaket, men de er ikke like gode. Umodifisert, acetylert
og Mutl: Flt1(1-3,s)-FC er i det vesentlige like gode til & blokkere VEGF-bindingen,
mens Mut4: Flt1(1-3g_n)-Fc er noe mindre virksom pa & blokkere bindingen.

Fig. 13: Bindingen av umodifisert FIt1(1-3)-Fc, Mutl: FIt1(1-3,8)-Fc, Mut2:
FIt1(2-3,s)-Fc og Flt1(2-3)-mutantproteiner til "Matrigel"-bestrgkne plater. Umodifi-
sert Flt1(1-3)-Fc-protein bindes sterkt til disse brgnnene, Mut3: Flit1(2-3)-Fc-
protein bindes noe svakere, Mutl: Flt1(1-3,g)-Fc-protein bindes enda svakere, og
Mut2: FIt1(2-3,s)-Fc-protein oppviser den beste profil idet det bindes svakere enn
noe annet mutant protein. Mut4: FIt1(1-3r.n)-Fc-glykosylasjons-mutantprotein
oppviser kun en ubetydelig fordel i "Matrigel"-assayet.

Fig. 14: Binding av umodifisert Flt1(1-3)-Fc, Mutl: FIt1(1-3,g)-Fc, Mut2:
Flt1(2-3,8)-Fc og Flt1(2-3)-mutantproteiner i et ELISA-basert assay. Ved de testede
konsentrasjoner binder umodifisert Flt1(1-3)-Fc¢, Mutl: Flt1(1-3,5)-F¢, Mut2:
Flt1(2-3,8)-Fc og Flt1(2-3)-mutantproteiner VEGF i omtrent like sterk grad.
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Eig. 15: Farmakokinetisk profil av umodifisert Flt1(1-3)-Fc, Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc,
Mut2: Flt1(2-3,s)-Fc og Flt1(2-3)-mutantproteiner. Cas-verdien for disse rea-
gensmidler var som fglger: umodifisert Flt1(1-3)-Fc: 0,15 pg/ml; 40 gangers mo-
lart overskudd-acetylert Flt1(1-3)-Fc: 1,5 pg/ml; og Mutl: Flt1(1-3,8)-Fc: 0,7
pg/ml.

Fig. 16: Ekstracellulaer matriks (ECM)-assay. Resultatene av dette assay demonst-
rerer at FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)- og FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)-protein er betyde-
lig mindre klebrige pa ECM sammenlignet med Flt1(1-3)-Fc-protein.

Fig. 17A-17C: Fosforylasjonsassay. I et 1,5 molart overskudd av enten Flt1(1-3)-
Fc, FIt1(1-3)-Fc (A40) eller ubestandig FIit1D2FIk1D3.FcAC1(a) finner det sted en
fullstendig blokkering av reseptorstimulering av disse tre modifiserte Fit1-
reseptorer, sammenlignet med behandling i kontrollmedium. Derimot oppviser ube-
standig FIt1D2VEGFR3D3.FcAC1(a) ingen vesentlig blokkering ved dette molare
overskudd, sammenlignet med behandlingen med VEGF-positiv kontroll. Lignende
resultater fremgar fra fig. 25B, hvor de modifiserte Flt-reseptorer foreligger i et 3
gangers molart overskudd i forhold til VEGF165-ligand. Pa fig. 25C, hvor de modifi-
serte Fltl-reseptorer foreligger i et 6 gangers molart overskudd i forhold til
VEGF165k-ligand, kan nd ubestandig Fit1D2VEGFR3D3.FcAC1(a) vises & delvis
blokkere en VEGF165-indusert stimulering av celleflatereseptorer.

Fig. 18A-18B: Fosforylasjonsassay. Pavisning ved "Western blot" av tyrosin-
fosforylert VEGFR2(Flk1) ved VEGF165-ligand-stimulering viser at celleflateresepto-
rer ikke fosforyleres ved behandlingsprgver som har VEGF165 forhandsinkubert
med 1 og 2 gangers molart overskudd (fig. 26A) eller 3 og 4 gangers molart over-
skudd (fig. 26B) av enten ubestandig FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a), stabilt
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) eller ubestandig VEGFR1R2-FcAC1(a). Ved alle de testede
konsentrasjoner av Fltl-reseptor foreligger en fullstendig binding av VEGF165-
ligand under forhdndsinkubasjonen, hvilket ikke fgrer til noen pavisbar stimulering
av celleflatereseptorer med ubundet VEGF165, sammenlignet med kontrolimedium-
behandlingen.

Fig. 19: MG/R2-celleproliferasjonsassay. De fglgende modifiserte Flt-rreseptorer:
FIlt1(1-3)-Fc, FIlt1D2.FIkiD3.FcAC1(a) og FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a) plus en irrele-
vant reseptor benevnt Tie2-Fc som negativkontroll, ble titrert fra 40 nM til 20 pM og
inkubert pa callene i 1 time ved 37°C. Humant rekombinant VEGF165 i definert me-
dium ble deretter tilsatt til alle brgnnene i konsentrasjonen 1,56 nM. Negativkont-
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rollreseptoren Tie2-Fc blokkerer ikke en VEGF165-indusert celleproliferasjon ved
noen konsentrasjon, mens FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) blokkerer 1,56 nM VEGF165
med en halvmaksimal dose p& 0,8 nM. FIt1(1-3)-Fc og Flt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)
er mindre effektive ved blokkering av VEGF165 i dette assay, med en halvmaksimal
dose pé ca. 2 nM. VEGF165 alene gir en avlesning pa 1,2 absorbansenheter, og
bakgrunnsverdien er 0,38 absorbansenheter.

Fig. 20: "Biacore"-analyse av bindingsstgkiometri. Bindingsstgkiometrien ble bereg-
net som et molart forhold mellom bundet VEGF165 og immobilisert
FIt1D2FIk1D3.FcAC18a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a), ved bruk av en omregningsfak-
tor pd 1000 RU likeverdig med 1 ng/ml. Resultatene viste til en bindingsstgkiometri
pa ett VEGF165-dimert molekyl per ett FIit1D2FIkilD3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-
FcAC1(a)-molekyl.

Fig. 21 og fig. 22: Stgrrelseseksklusjons-kromatografisk stgkiometri.
Flt1D2FIk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a) ved en konsentrasjon pa 1 nM
(beregnet 8 vaere 1000 ganger hgyere enn KD-verdien for FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)-
eller VEGFR1R2-FcAC1(a)/VEGF165-vekselvirkning) ble blandet med forskjellige
konsentrasjoner av VEGF165. Ett6er inkubasjonen ble konsentrasjonen av fritt
Flt1D2FIk1D3.FcAC1(a) i opplgsningen malt. Dataen viser at tilsetning av 1 nM
VEGF165 i FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)-opplgsningen fullstendig blokkerer
FItiD2FIk1D3.FcAC1(a)-bindingen til VEGF165-overflaten. Dette resultat antyder en
bindingsstgkiometri pa ett VEGF165-molekyl per ett Flt1D2FIk1D3.FcAC1(a)-
molekyl.

Fig. 23: Staorrelseseksklusjons-kromatografi (SEC) under native betingelser. Topp
nr. 1 representerer FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF165-komplekset, og topp nr. 2
representerer ubundet VEGF165. Fraksjoner som ble eluert mellom 1,1 og 1,2 ml,
ble sldtt sammen, og guanidiniumhydroklorid (GuHCI) ble tilsatt i den endelige kon-
sentrasjon 4,5M for 8 dissosiere komplekset.

Fig. 24: Stgrrelseseksklusjonskromatografi (SEC) under dissosiative betingelser.
For & adskille komponentene av reseptor/ligand-komplekset og bestemme deres
molare forhold, ble 50 pl dissosiert kompleks ladet p& en "Superose" 12 PC 3,2/30
som var ekvilibrert i 6M GuHCI, og eluert. Topp nr. 1 representerer
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a), og topp nr. 2 representerer VEGF165.
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Fig. 24, fig. 26 og fig. 27: Stgrrelseseksklusjons-kromatografi (SEC) med on-line
lysspredning. Stgrrelseseksklusjons-kromatografikolonne med en "MiniDawn" on-
line lysspredningsdetektor (Wyatt Technology, Santa Barbara, California) og refrak-
sjonsindeks (RI)-detektorer (Shimadzu, Kyoto, Japan) ble brukt for & bestemme
molekylvekten (MW) av reseptor/ligand-komplekset. Slik det fremgar fra fig. 33,
oppviser elueringsprofilen to topper. Topp nr. 1 representerer reseptor/ligand-
komplekset, og topp nr. 2 representerer ubundet VEGF165. MW ble beregnet fra
LS- og RI-signalene. Den samme prosedyre ble brukt for & bestemme MW av de
enkelte komponenter av reseptor/ligand-komplekset. Resultatene av disse be-
stemmelser er som fglger: MW av FIt1D2FIk1D3.FcaC1(a)/VEGF165-komplekset
ved toppens posisjon er 157.300 (fig. 33); MW av VEGF165 ved toppens posisjon er
44,390 (fig. 34), og MW av R1R2 ved toppen er 113.300 (fig. 35).

Angdende SEQ ID NO. 9, som viser peptid-kartlegging og glykosylasjonsanalyse,
ble disulfidstrukturene og glykosylasjonssetene i FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) bestemt
ved en peptidkartleggingsmetode. Det finnes tilsammen ti cysteiner i
FIt1D2.FIk1D3.FcAcl(a); seks av den tilhgrer Fc-region. Cys27 er disulfidbundet til
Cys76. Cys121 er disulfidbundet til Cys182. De farste to cysteiner i Fc-region
(Cys211 og Cys214) danner en intermolekylaar disulfidbinding med de samme to
cysteiner i en annen Fc-kjede. Imidlertid kan det ikke bestemmes om disulfidbin-
ding foreligger mellom de samme cysteiner (f.eks. Cys211 til Cys211) eller mellom
Cys211 og Cys214. Cys216 er disulfidbundet til Cys306. Cys352 er disulfidbundet til
Cys410.

Det finnes fem mulige N-bundne glykosylasjonsseter i FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a), og
disse viser seg a vaere glykosylert i forskjellig grad. En fullstendig glykosylasjon
observeres ved Asn33, Asn193 og Asn282. En delvis glykosylasjon observeres pa
Asn65 og Asn120. Glykosylasjonsseter er merket med understreking pa figuren.

Fig. 28: Farmakokinetikk av Flt1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og
VEGFR1R2-FcAC1(a). Balb/c-mus fikk subkutant injisert 4 mg/kg Flt1(1-3)-Fc
(A40), ubestandig CHO-uttrykt FIlt1D2.FIk1D3.FcAC1(a), CHO-stabilt uttrykt
FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) og ubestandig CHO-uttrykt VEGFR1R2-FcAC1(a). Man tok
blodprgver fra musenes hale 1, 2, 4, 6 og 24 timer, 2 dager, 3 dager og 6 dager
etter injeksjonen. Seraene ble analysert i et ELISA som var utformet til & pavise
FIt1(1-3)-Fc (A40), Fit1D2.FIk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a). Tmaks-verdien
for Flt1(1-3)-Fc (A40) var ved 6 timer, mens Ty as-verdien for ubestandig og stabilt
FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) og ubestandig VEGFR1R2-FcAC1(a) var 24 timer. Cpaxs for
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FIt1(1-3)-Fc (A40) var 8 pg/ml. For begge de ubestandig produkter
(FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og VEGFR1R2-FcAC1(a)) var Cnaks 18 pg/ml, 0g Cohaxs for
stabilt VEGFR1R2-FcAC1(a) var 30 pg/mil.

Fig. 29: Farmakokinetikk av Flt1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og
FIti1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a). Balb/c-mus fikk subkutant injisert 4 mg/kg Flt1(1-3)-
Fc (A40), ubestandig CHO-uttrykt FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og ubestandig CHO-
uttrykt FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a). Man tok blodpragver fra musenes hale 1, 2, 5,
6, 7, 8, 12, 15 og 20 dager etter injeksjonen. Seraene ble analysert i et ELISA som
var utformet for 8 pavise FIt1(1-3)-Fc, FIt1D2.FIk1D3.FcAaC1(a) og
FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a). Flt1(1-3)-Fc (A40) kunne ikke lenger pavises i serum
etter dag 5, mens FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a) kunne
pavises i 15 dager eller lenger.

Fig. 30: Evnen av FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) til & inhibere HT-1080-
fibrosarkomasvulstvekst in vivo. Behandling av SCID-mus med 25 mg/kg
FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) annenhver dag eller 2 ganger i uken nedsetter veksten av
subkutane HT-1080-fibrosarkomasvulster vesentlig.

Fig. 31: Evnen av FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) til & inhibere C6-gliomasvulstvekst in
vivo. Behandling av SCID-mus med FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) annenhver dag eller 2
ganger i uken nedsetter veksten av subkutane C6-gliomasvulster betydelig, ved
sapass lave doser som 2,5 mg/kg.

Fig. 32: VEGF-indusert uterin hyperpermeabilitet. PMSG som injiseres subkutant (5
IV) for & indusere ovulasjon i prepubertale rotter av hunnkjgnn, farer til en strgm
av gstradiol etter 2 dager, hvilket i sin tur fordrsaker en induksjon av VEGF i uterus.
Denne induksjon fgrer til en hyperpermeabilitet av uterus og en gkning av uterin-
vatvekten. En subkutan injeksjon av FIt1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2.FIk1D3.FcaC1(a) i
konsentrasjonen 25 mg/kg 1 time etter PMSG-injeksjonen fgrer til en ca. 50% inhi-
bering av gknikngen av uterin-vatvekten.

Fig. 33A-33B: Bedgmmelse av corpus luteum-angiogenese ved bruk av progesteron
som avlesning. PMSG ble injisert subkutant (5 IU) for 8 indusere ovulasjon i prepu-
bertale rotter av hunnkjgnn, hvilket fgrte til en fullstendig funksjonell corpus luteum
som inneholdt et tett nettverk av blodkar som utsondrer progesteron i blodstrgm-
men for a forberede uterus pa implantasjon. Induksjonen av angiogenese i corpus
luteum er avhengig av VEGF. Hvilenivaet av progesteron er ca. 5 ng/ml, og kan
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induseres til 25-40 ng/ml etter PMSG. En subkutan injeksjon av Flt1(1-3)-Fc (A40)
eller FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) i konsentrasjonen 25 mg/kg eller 5 mg/kg 1 time et-
ter PMSG-injeksjonen fagrte til en fullstendig inhibering av progesteroninduksjonen
pa dag 4.

I tillegg viser SEQ ID NO. 1 nukleinsyre og avledet aminosyresekvens av Flt(1-3)-
Fc, SEQ ID NO. 2 viser nukleinsyre- og avledet aminosyresekvens av Mut 1: Flt(1-
3as)-Fc, SEQ ID NO.3 viser nukleinsyre- og avledet aminosyresekvens av Mut 2.
FIt1(2-3 ag)-Fc; SEQ ID NO. 4 viser nukleinsyre og avledet aminosyresekvens av
Mut 3: FIt1(2-3)-Fc; SEQ ID NO. 5 viser nukleinsyre og avledet aminosyresekvens
av Mut 4: FIt1(1-3g.n)-Fc; SEQ ID NO. 6 viser nukleotid- og avledet aminosyresek-
vens av den umodifiserte Flt1-reseptor som benevnes FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a);
SEQ ID NO. 7 viser nukleotid- og avledet aminosyresekvens av den modifiserte FIT-
1-reseptor som benevnes flt1D2.VEGFR3D3.FcACI(a); SEQ ID NO. 8 viser nukleo-
tid- og avledet aminosyresekvens av den modifiserte Fltl-reseptor som benevnes
VEGFR1R2-FcACIl(a); SEQ ID NO. 9 viser peptidkartlegging og glykosyleringsanaly-
se i polypeptidet FIt1D2.FIk1D3.FcACI(a).

DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Det har lenge veert et problem innen faget & danne en reseptor-basert VEGF-
antagonist som har en farmakokinetisk profil som er egnet til at man kan ta anta-
gonisten i betraktning som en terapeutisk kandidat. Sgker beskriver heri for fgrste
gang et kimaert polypeptidmolekyl som har evnen til & antagonisere VEGF-aktivitet,
som oppviser forbedrede farmakokinetiske egenskaper sammenlignet med andre
kjente reseptorbaserte VEGF-antagonister. De kimaare polypeptidmolekyler som
beskrives heri, tilveiebringer dermed for fgrste gang egnede molekyler for anven-
delse i terapier hvor det er gnskelig med en antagonisme av VEGF.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer nye kimzaere polypeptidmolekyler som dan-
nes ved a kondensere et modifisert ekstracellulaer ligandbindende domene av Flt1-
reseptor til Fc-region av IgG.

Det ekstracellulaere ligandbindende domene defineres som det parti av en reseptor
som i sin native konformasjon i cellemembranen er orientert ekstracellulzert, hvor
det kan komme i bergring med sin kognate ligand. Den ekstracellulaere ligandbin-
dende domene omfatter ikke de hydrofobe aminosyrer forbundet med reseptorens
transmembrane domene eller noen aminosyrer forbundet med reseptorens intracel-



10

15

20

25

30

35

18

lulzere domene. Generelt er den intracellulaere eller cytoplasmatiske del vanligvis
satt sammen av positivt ladede eller polare aminosyrer (dvs. lysin, arginin, histidin,
glutaminsyre, asparaginsyre). De forutgdende 15-30, overveiende hydrofobe eller
apolare aminosyrer (dvs. leucin, valin, isoleucin og fenylalanin) utgjgr det trans-
membrane domene. Det ekstracellulzere domene omfatter aminosyrene som ligger
foran den hydrofobe transmembrane strekning av aminosyrer. Vanligvis flankeres
det transmembrane domene av positivt ladede eller polare aminosyrer s& som lysin
eller arginin. von Heijne har publisert detaljerte regler som fagmannen vanligvis
konsulterer nar han bestemmer hvilke aminosyrer av en gitt reseptor som tilhgrer
den ekstracelluleere, transmembrane eller intracellulzere domene (se von Heijne,
1995, BioEssays 17: 25-30). Alternativt er det blitt tilgjengelig websteder pa inter-
nett, s& som http://ulrec3.unil.ch/software/TMPRED_form.html for & gi proteinkje-

mikeren informasjon om & forutsi proteindomener.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en konstruksjon av nukleinsyremolekyler
som koder for kimare polypeptidmolekyler som innfgyes i en vektor som har evnen
til 8 uttrykke de kimaere polypeptidmolekyler ndr de innfares i en egnet vertcelle.
Egnede vertceller omfatter, men er ikke begrenset til, bakterieceller, gjeerceller,
insektceller og pattedyrceller. Hvilken som helst metode som er kjent for fag-
mannen for & innfgre DNA-fragmenter i en vektor, kan brukes for 8 konstruere eks-
presjonsvektorer som koder for de kimeere polypeptidmolekyler under styring av de
transkripsjonelle/translasjonelle styresignaler. Disse metoder kan omfatte in vitro-
rekombinant DNA- og syntetiske teknikker og in vivo-rekombinasjoner (genetisk
rekombinasjon) (se Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory; Current Protocols in Molecular Biology, utg. Ausubel et
al., Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY).

Ekspresjon av nukleinsyremolekyler som koder for de kimaere polypeptidmolekyler,
kan reguleres med en andre nukleinsyresekvens slik at det kimaare polypeptidmole-
kyl uttrykkes i en vert som er blitt transformert med det rekombinante DNA-
molekyl. F.eks. kan ekspresjon av de kimaere polypeptidmolekyler som beskrives
heri, styres ved hjelp av hvilket som helst promoter/forsterker-element som er
kjent innen faget. Promotere som kan brukes til 8 styre ekspresjonen av de kimzaere
polypeptidmolekyler, omfatter, men er ikke begrenset til, lang terminal gjentakelse
som beskrives av Squinto et al. (1991, Cell 65: 1-20); SV40-tidlig promoterregion
(Bernoist og Chambon, 1981, Nature 290: 304-310), CMV-promoter, M-MuLV-5'-
terminal gjentakelse promoteren som foreligger i 3'-lang terminal gjentakelse til
Rous sarcomavirus (Yamamoto et al., 1980, Cell 22: 787-797), herpes-
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thymidinkinase-promoter (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:
144-1445), de regulatoriske sekvenser av metallotionin-gen (Brinster et al., 1982,
Nature 296: 39-42); prokaryotiske ekspresjonsvektorer sa som B-laktamase-
promoter (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75: 3727-3731)
eller tac-promoter (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 21-25, se
0gsa "Useful proteins from recombinant bacteria" i Scientific American, 1980, 242:
74-94); promoterelementer fra gjaer eller annen sopp s& som Gal4-promoter, ADH
(alkoholdehydrogenase)-promoter, PGK (fosfoglycerolkinase)-promoter, alkalifosfa-
tasepromoter og de fglgende animalske transkripsjonelle styreregioner som oppvi-
ser vevspesifisitet og er blitt brukt i transgene dyr: elastase I-genkontroliregion,
som er aktiv i acineere celler i bukspyttkjertel (Swift et al., 1984, Cell 38: 639-646;
Ornitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399-409; MacDo-
nald, 1987, Hepatology 7: 425-515); insulin-gen-styreregion som er aktiv i betacel-
ler av bukspyttkjertel (Hanahan, 1985, Nature 315: 115-122), immunoglobulin-
gen-styreregion, som er aktiv i lymfeceller (Grossched| et al., 1984, Cell 38: 647-
658; Adames et al., 1985, Nature 318: 533-538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell.
Biol. 7: 1436-1444), muse-brystsvulstvirus-styreregion, som er aktiv i testikkel-,
bryst-, lymfe- og mastceller (Leder et al., 1986, Cell 45: 485-495), albumin-gen-
styreregion, som er aktiv i leveren (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1: 268-
276), alfa-fetoprotein-gen-styreregion, som er aktiv i leveren (Krumlauf et al.,
1985, Mol. Cell. Biol. 5: 1639-1648; Hammer et al., 1987, Science 235: 53-58);
alfa 1-antitrypsin-gen-styreregion, som er aktiv i leveren (Kelsey et al., 1987, Ge-
nes and Devel. 1: 161-171), beta-globulin-gen-styreregion, som er aktiv i myeloide
celler (Mogram et al., 1985, Nature 315: 338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46: 89-
94); myelin-basisk protein-gen-styreregion, som er aktiv i oligodendrocyttceller i
hjernen (Readhead et al., 1987, Cell 48: 703-712); myosin-lettkjede-2-gen-styre-
region, som er aktiv i skjelettmuskler (Shani, 1985, Nature 314: 283-286) og go-
nadotropisk frigivningshormon-gen-styreregion, som er aktiv i hypothalamus (Ma-
son et al., 1986, Science 234: 1372-1378).

Dermed brukes ekspresjonsvektorer som har evnen til a replikeres i en bakteriell
eller eukaryotisk vert, omfattende en nukleinsyre som koder for et kimeert polypep-
tidmolekyl som beskrevet heri, for & transfisere verten og dermed styre ekspresjo-
nen av slike nukleinsyrer for 8 danne de kimaere polypeptidmolekyler, som deretter
kan isoleres i en biologisk aktiv form. Anvendt heri omfatter en biologisk aktiv form
en form som har evnen til 8 bindes til VEGF.
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Ekspresjonsvektorer som inneholder de kimare nukleinsyremolekyler som beskri-
ves heri, kan identifiseres ved tre generelle fremgangsmater: (a) DNA-DNA-
hybridisering, (b) neervaer eller fravaer av "markgr"-genfunksjoner og (c) eks-
presjon av innfgyde sekvenser. I den fgrste fremgangsmate kan naervaeret av et
fremmed gen som er innfayd i en ekspresjonsvektor, pavises ved DNA-DNA-
hybrideisering ved bruk av prober som omfatter sekvenser som er homologe med
de innfgyde kimaere polypeptid-molekylsekvenser. I den andre fremgangsmate kan
det rekombinante vektor/vert-system identifiseres og velges ut p& grunnlag av
naarveeret eller fravaeret av visse "markgr"-genfunksjoner (f.eks. tymidinkinase-
aktivitet, resistens mot antibiotika, transformasjonsfenotype, okklusjonslegeme-
dannelse i baculovirus osv.) som forarsakes av innfgyelsen av fremmedgener i vek-
toren. F.eks. hvis den kimaere polypeptidmolekyl-DNA-sekvens innfgyes i markgr-
gen-sekvensen av vektoren, kan rekombinanter som inneholder innfgyelsen, identi-
fiseres ved fravaeret av markgrgenfunksjonen. I den tredje fremgangsmate kan
rekombinante ekspresjonsvektorer identifiseres identifiseres ved & teste frem-
medgenproduktet som uttrykkes av rekombinanten. Slike assayer kan f.eks. basere
seg pa de fysiske eller funskjonelle egenskaper av de kimaere polypeptidmolekyler.

Celler kan uttrykke de kimaere polypeptidmolekyler ubestandig, eller fortrinnsvis,
konstitutivt og permanent.

De kimzere polypeptidmolekyler kan renses ved hvilken som helst teknikk som mu-
liggjer en pafslgende dannelse av et stabilt, biologisk aktivt kimaert polypeptidmo-
lekyl. Som et eksempel kan faktorene isoleres fra celler enten som Igselige protei-
ner eller som innlemmelseslegemer, hvorfra de kan ekstraheres kvantitativt ved
8M-guanidiniumhydrokiorid og dialyse (se f.eks. Builder et al., US-patent nr.
5.663.304). For & rense faktorene ytterligere, kan konvensjonell ionbyttekromato-
grafi, hydrofob vekselvirkningskromatografi, reversfasekromatografi eller gelfiltre-
ring brukes.

I én utfgrelse av oppfinnelsen er nukleotidsekvensen som koder for den fgrste
komponent, oppstreams for nukleotidsekvensen som koder for den andre kompo-
nent. I en annen utfgrelse av oppfinnelsen er nukleotidsekvensen som koder for
den fgrste komponent, nedstrgms for nukleotidsekvensen som koder for den andre
komponent. Ytterligere utfgrelser av oppfinnelsen kan fremstilles, hvor rekkefglgen
av den fgrste, andre og tredje fusjonspolypeptid-komponent er endret. F.eks. hvis
nukleotidsekvensen som koder for den fgrste komponent, benevnes 1, nukleotid-
sekvensen som koder for den andre komponent, benevnes 2, og nukleotidsekven-
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sen som koder for den tredje komponent, benevnes 3, da kan rekkefglgen av kom-
ponentene i den isolerte nukleinsyre ifglge oppfinnelsen, lest fra 5'- til 3'-ende,
vaere hvilken som helst av de fglgende seks kombinasjoner: 1,2,3; 1,3,2; 2,1,3;
2,3,1; 3,1,2; eller 3,2,1.

Foreliggende oppfinnelse har ogsé diagnostisk og terapeutisk nytte. I spesielle utfg-
relser av oppfinnelsen kan fremgangsmater for pavisning av avvik i funksjonen eller
ekspresjonen av de kimare polypeptidmolekyler som beskrives heri, brukes for
diagnostisering av forstyrrelser. I andre utfgrelser kan en manipulasjon av de ki-
meere polypeptidmolekyler eller agonister eller antagonister som binder de kimaere
polypeptidmolekyler, brukes til behandling av sykdommer. I ytterligere utfgrelser
benyttes det kimaere polypeptidmolekyl som middel for & blokkere bindingen av et
bindingsmiddel til sitt mal.

Som et eksempel kan behandling utfgres av kliniske tilstander som kjennetegnes
ved vaskulaer permeabilitet, gdem eller betennelse, s&8 som hjernegdem forbundet
med skade, slag eller svulst; gdem forbundet med betennelsesforstyrrelser s& som
psoriasis eller artritt, omfattende rheumatoid artritt; asthma; generalisert gdem
forbundet med forbrenninger; askitter og pleural effusjon forbundet med svulster,
betennelse eller trauma; kronisk luftveisbetennelse; kapillaarlekkasjesyndrom; sep-
sis; nyresykdom forbundet med gkt lekkasje av protein; og gyeforstyrrelser s8 som
aldersrelatert makulzer degenerasjon og diabetisk retinopati.

En aminosyresekvensanalyse av Flt1(1-3)-Fc viste et naarvasr av et usedvanlig hgyt
antall (46) av det basiske aminosyreresiduum lysin. En IEF-analyse av Flt1(1-3)-Fc
viste at dette protein har en pl-verdi over 9,3, hvilket bekreftet forutsigelsen at
proteinet er meget basisk. Man hypotetiserte at den basiske natur av Flt1(1-3)-Fc-
protein gjorde at det bandt seg til ekstracellulaare matriksbestanddeler, og at denne
vekselvirkning kunne vaere 8rsaken til den ekstremt korte pavisbare sirkulasjons-
halveringstid i serum som oppvises av FIt1(1-3)-Fc ndr det injiseres i mus. For 8
teste denne hypotese, ble FIt1(1-3)-Fc-protein acetylert ved lysinresiduene for a
nedsette den basiske ladning. Acetylert FIt1(1-3)-Fc ble deretter testet i assayene
som skal beskrives i det fglgende.
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EKSEMPLER

Eksempel 1:
Ekspresjon av Flt1(1-3)-Fc-protein i CHO-K1-celler

Ved bruk av standard molekylarbiologiske teknikker (se f.eks. Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory), Current Pro-
tocols in Molecular Biology (utg. Ausubel et al., Greene Publ. Assoc., Wiley-
Interscience, NY)), ble genet som koder for Flt1(1-3)-Fc, innfgyd i ekspresjonsvek-
toren pEE14.1 (Lonza Biologics, plc) ved et multippelt kloningssete nedstrgms for
CMV-promoter. CHO-K1-celler ble transfisert med pEE14.1/FIt1(1-3)-Fc-DNA-
konstruktet ved bruk av lipofectamin (Gaithersburg, MD). De transfiserte CHO-K1-
celler ble dyrket i glutaminfritt DMEM (JRH, Kansas City, MO) som inneholdt 25 pyM
metioninsulfoksimin (MSX) fra Sigma Inc., St. Louis, MO, og hgyt rekombinante
proteinekspressorer ble erholdt ved & teste 8 teste CHO-K1-celle-supernatanten fra
over 100 hdndplukkede koloniisolater ved bruk av et standard immunoassay som
innfanger og paviser humant Fc. Den valgte h@ndplukkede klon ble amplifisert i
naarvaer av 100 uM MSX, fulgt av en andre runde med testing av de amplifiserte
kloner. Den hgyest produserende klon hadde en spesifikk produktivitet av rekombi-
nant Flt1(1-3)-Fc-protein pa 55 pg/celle/dag.

Den valgte klon ble ekspandert i 225 cm? T-kolber (Corning, Acton, MA) og deretter
i 8,5 | rullekolber (Corning, Acton, MA) ved bruk av det ovenfor beskrevne cellekul-
turmedium. Celler ble fjernet fra rullekolben ved standard trypsinisering og plassert
i 3,5 | suspensjonsmedium. Suspensjonsmediet bestod av glutaminfritt ISCHO-
medium (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) som inneholdt 5% fgtalt bovint serum
(FBS fra Hyclone Labs, Logan, UT), 100 uM MSX og GS-supplement (JRH Scientific,
Kansas City, MO) i en 5 | Celligen-bioreaktor (New Brunswick Scientific, New
Brunswick, NJ) i en tetthet pd 0,3 x 10° celler/ml. Etter at cellene oppnddde en
tetthet pa 2,6 x 10° celler/ml og var tilpasset for suspensjon, ble de overfart til en
60 | bioreaktor (ABEC, Allentown, PA) i en tetthet pa 0,5 x 10° celler/ml i 20 |
ISCHO-medium med 5% fgtalt bovint serum. Etter 2 dager ble ytterligere 20 |
ISCHO + 5% fatalt bovint serum tilsatt til bioreaktoren. Cellene fikk vokse i ytterli-
gere to dager, og oppnadde en endelig tetthet pa 3,1 x 10° celler/ml, og den ende-
lige Flt1(1-3)-Fc-konsentrasjon ved innsamlingen var 95 mg/l. Ved innsamlingen
ble cellene fjernet ved tangensialstrgmfiltrering ved bruk av 0,45 ym Prostak-filtre
(Millipore, Inc., Bedford, MA).
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Eksempel 2:
Rensing av Flt1(1-3)-Fc-protein som ble erholdt fra CHO-K1-celler

FIlt1(1-3)-Fc-protein ble i utgangspunktet renset ved affinitetskromatografi. En Pro-
tein A-kolonne ble brukt til 8 med hgy spesifisitet binde Fc-partiet av molekylet.
Dette affinitetsrensede protein ble deretter konsentrert og fgrt over en SEC-
kolonne. Proteinet ble deretter eluert inn i formuleringsbufferen. I det fglgende be-
skrives disse prosedyrer i detalj.

Materialer og metoder

Alle kjemikalier ble ervervet fra J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, unntatt PBS, som ble
ervervet som et 10 -konsentrat fra Life Technologies, Gaithersburg, MD. Protein A-
Fast Flow og Superdex 200-harpiks av prepareringskvalitet ble ervervet fra Phar-
macia, Piscataway, NJ. Utstyr og membraner for proteinkonsentrasjon ble erholdt
fra Millipore, Bedford, MA.

Ca. 40 1 0,45 pm-filtrert CHO-kondisjonert medium som inneholdt Flt1(1-3)-Fc¢-
protein, ble pafgrt pa& en 290 ml Protein A Fast Flow-kolonne (10 cm diameter) som
var blitt ekvilibrert med PBS. Kolonnen ble vasket med PBS som inneholdt 350 mM
NaCl og 0,02% CHAPS, og det bundne protein ble eluert med 20 mM sitronsyre
som inneholdt 10 mM Na,HPO,. Den enkelte topp i elueringen ble samlet, og dens
pH ble hevet til ngytral nivd med 1M NaOH. Eluatfraksjonene ble konsentrert til ca.
9 mg/ml ved bruk av 10K regenererte cellulosemembraner, bdde ved tangensial-
stremfiltrering og ved omrgrt cellekonsentrasjon. For & fjerne aggregater og andre
forurensninger, ble det konsentrerte protein pafgrt pa en kolonne som var pakket
med Superdex 200-harpiks av prepareringskvalitet (10 cm x 55 cm) og fart i PBS
som inneholdt 5% glycerol. Hovedtoppfraksjonene ble samlet, sterilfiltrert, alikvo-
tert og lagret ved -80°C.

Eksempel 3:
Acetylering av Flt1(1-3)-Fc-protein

2 mg Flt1(1-3)-Fc-protein ble acetylert slik det beskrives i veiledningsmanualen
som leveres med sulfo-NHS-acetat-modifikasjonssettet (Pierce Chemical Co., Rock-
ford, IL, kat-nr. 26777).
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Eksempel 4:
Karakterisering av acetylert FIt1(1-3)-Fc-protein

(a) IEF-analyse

FIt1(1-3)-Fc og acetylert FIt1(1-3)-Fc ble analysert ved standard IEF-analyse. Slik
det fremgar fra fig. 1, har Flt1(1-3)-Fc-protein ikke evnen til & migrere inn i gelen,
og ma dermed ha en pl-verdi over 9,3, den hgyeste pl-verdi i standarden. Imidler-
tid har acetylert Flt1(1-3)-Fc evnen til & migrere inn i gelen og ekvilibrere ved en
pl-verdi pd ca. 5,2. Dette resultat demonstrerer at acetylering nedsetter den positi-
ve nettoladning av proteinet, og dermed dets pl-verdi, betraktelig.

(b) Binding til ekstracellulaere matrikskomponenter

For & teste bindingen til ekstracellulaere matrikskomponenter, ble Flt1(1-3)-Fc og
acetylert FIt1(1-3)-Fc testet i et assay som var utformet til & etterligne vekselvirk-
ningen med ekstracellulzere matrikskomponenter. I dette assay bestrykes 96-
brgnners vevkulturplater med Matrigel (Biocoat "MATRIGEL"-matrikstynnsjikts 96-
brgnners plate, katalognr. 40607, Becton Dickinson Labware, Bedford, MA). Platene
inkuberes med forskjellige konsentrasjoner av enten Flt1(1-3)-Fc, acetylert
FIt1(1-3)-Fc eller rTie2-Fc (et irrelevant kontrollprotein) tilsatt til brgnnene. Platene
inkuberes i 1-2 timer ved enten romtemperatur eller 37°C, og deretter utfgres pa-
visningen av bundne proteiner ved tilsetning av et sekundeert alkalifosfatase-
konjugert anti-humant Fc-antistoff til brgnnene. Til slutt tilsettes alkalifosfatase-
substrat til brgnnene, og den optiske tetthet méles. Fig. 2 viser resultatene av dette
assay. Slik som ogsa det irrelevante kontrollprotein rTie2-Fc, oppviser heller ikke
acetylert FIt1(1-3)-Fc noen binding til den Matrigel-bestrgkne plate, mens det ikke-
acetylerte Flt1(1-3)-Fc-protein oppviser en betraktelig binding. Dette resultat tyder
pa at en acetylering av de basiske aminosyreresiduer er en virksom méate & forstyr-
re ladningsvekselvirkningene som finnes mellom positivt ladede proteiner og de
negativt ladede ekstracellulzere matrikskomponenter som de utsettes for in vivo.

Eksempel 5:
Pegylering av Flt1(1-3)-Fc-protein

Selv om pegylering (polyetylenglykol: PEG) av protein har vist seg & heve deres in
vivo-potens ved & forsterke stabiliteten og biotilgjengeligheten mens immunogenisi-
teten minimeres (se publikasjoner som ble nevnt ovenfor), er det kontra-intuitivt at
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pegylering av molekyler som er for store til & filtreres av nyre-glomeruli, ville for-
bedre deres farmakokinetiske egenskaper. Uten at man gnsker & binde seg til noen
spesiell teori, antok Sgker at en pegylering av Flt1(1-3)-Fc-molekylene kunne for-
bedre de farmakokinetiske egenskaper, eventuelt uten & endre den positive ladning
eller ved & nedsette pl-verdien av Flt1(1-3)-Fc, men heller ved a fysisk avskjerne
de positive ladninger fra 8 vekselvirke med den ekstracellulzere matriks. Sgker be-
stemte seg for & forsgke & forbedre de farmakokinetiske egenskaper av Flt1(1-3)-
Fc-molekyler ved & feste pd 20K PEG'er slik det skal beskrives i det fglgende.

Materialer og metoder

Renset FIt1(1-3)-Fc erholdt fra CHO-celler (se ovenfor) ble brukt i de fglgende pe-
gyleringseksperimenter. Funksjonaliserte PEG'er ble erholdt fra Shearwater Poly-
mers, Huntsville, AL; Bicin fra Sigma, St. Louis, MO; Superose 6-kolonne fra Phar-
macia, Piscataway, NJ; PBS som et 10x-konsentrat fra Life Technologies, Gaithers-
burg, MD; glycerol fra J.T. Baker, Phillipsburg, NJ; og Bis-Tris-"precast"-geler fra
Novex, CA.

20K PEG-kjeder som var blitt funksjonalisert med aminspesifikke terminale enheter,
ble brukt i reaksjonsstudier i liten skala som var satt opp til 8 bedsmme forskjellige
reaksjonsbetingelser hvor PEG:protein-stgkiometrien ble variert. P8 grunnlag av
disse reaksjoner og analysene av prgvene pa standard SDS-PAGE, ble FIt1(1-3)-Fc i
en konsentrasjon pa 1,5 mg/ml omsatt ved pH 8,1 med 20K SPA-PEG (PEG-
suksinimidylpropionat)-molekyler ved et molart forhold mellom PEG og FIt1(1-3)-
Fc-monomer p8 1:6. Reaksjonen fikk fremskri ved 8°C over natten. For en farste
rensing ble reaksjonsproduktene pafgrt pa en 10 mm x 30 cm Superose 6-kolonne
som var ekvilibrert med PBS som inneholdt 5% glycerol. Kolonnen virket & separere
pegylerte Flt1(1-3)-Fc-molekyler pa grunnlag av pegyleringsomfanget. Fraksjoner
som tilsvarte hva som virker & vaere primaert mono-pegylert og di-pegylert
FIt1(1-3)-Fc, bedgmt i henhold til bAndmgnstre pa reduserende og ikke-
reduserende SDS-PAGE-geler, ble samlet. Proteinkonsentrasjonen ble bestemt ved
& méle absorbansen ved 280 nm. Det pegylerte Flt1(1-3)-Fc-protein ble sterilfilt-
rert, alikvotert og lagret ved -40°C.
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Eksempel 6:
Binding av_ umodifisert, acetyvlert og pegylert Fit1(1-3)-Fc i et "Biacore"-basert as-

say

Umodifiserte, acetylerte og pegylerte Flt1(1-3)-Fc-proteiner ble testet i et "Biaco-
re"-basert assay for & bedemme deres evne til 8 bindes til Flt1-liganden VEGF. I
dette assay ble umodifisert Flt1(1-3)-Fc-protein immobilisert pd overflaten av et
"Biacore"-flak (se Biacore-instruksmanualen, Pharmacia, Ing., Piscataway, NJ, for
standardprosedyrer), og en prgve som inneholdt 0,2 pg/ml VEGF og enten umodifi-
sert Flt1(1-3)-Fc, acetylert FIt1(1-3)-Fc eller pegylert Flt1(1-3)-Fc (hver i konsent-
rasjonen 25 pg/ml), ble fart over det Flt1(1-3)-Fc-bestrgkne flak. For & minimere
virkningene av ikke-spesifikk binding, ble de bundne prgver vasket med en 0,5M
NaCl-vasking. I én prgve ble umodifisert Fit1(1-3)-Fc blandet med heparin. Heparin

er et negativt ladet molekyl, og Flt1(1-3)-Fc-protein er et positivt ladet molekyl, slik

at nar de to molekyler blandes sammen, bgr de vekselvirke gjennom sine ladning-
er. Dette ngytraliserer i det vesentlige FIt1(1-3)-Fc's iboende positive ladning, og
far molekylet til 8 bete seg som om det var blitt kjemisk eller genetisk modifisert
for & nedsette ladningen og dets tendens til & bindes via ladningsvekselvirkninger.
Slik det fremgar fra fig. 3, har bade acetylert (kolonnene 13-16), pegylert (kolon-
nene 17-20) og heparinbehandlet FIt1(1-3)-Fc (kolonnene 21-24) evnen til & full-
stendig konkurrere med et "Biacore"-flak-bundne Flt1(1-3)-Fc om VEGF-binding,
sammenlignet med kontrollen (kolonnene 1-4) og irrelevant protein (kolonnene 5-
8). Umodifisert FIt1(1-3)-Fc (kolonnene 5-6) virket 8 kun delvis konkurrere med
"Biacore"-flak-bundet Flt1(1-3)-Fc om VEGF-bindingen. Imidlertid fgrte en vasking
av de bundne prgver med 0,5M NaCl (kolonnene 7-8) til en bindingsprofil som lig-
net profilen av de modifiserte former for FIt1(1-3)-Fc, hvilket tydet pd at det umo-
difiserte protein oppviste en ikke-spesifikk binding til flaket som kunne elimineres
ved saltvasking.

Eksempel 7:
Binding av umodifisert, acetylert og pegylert Fit1(1-3)-Fc i et ELISA-basert assay

Umodifiserte, acetylerte og pegylerte Flt1(1-3)-Fc-proteiner ble testet i et standard
ELISA-basert assay for 8 bedgmme deres evne til 8 binde Flt1-reseptorliganden
VEGF. Slik det fremgar fra fig. 4, har bade pegylerte og acetylerte FIt1(1-3)-Fc-
proteiner evnen til a bindes til VEGF, hvilket demonstrerer at modifikasjon av pro-
teinet enten ved pegylering eller acetylering ikke gdelegger dets evne til & binde
dets ligand.

330775



10

15

20

25

30

330775

27

Eksempel 8:
Farmakokinetisk analyse av umodifisert FIt1(1-3)-Fc, acetylert FIti(1-3)-F¢ og pe-
aylert FIt1(1-3)-Fc

In vivo-eksperimenter ble utviklet for & bedemme den farmakokinetiske profil av
umodifisert Flt1(1-3)-Fc, acetylert Flt1(1-3)-Fc og pegylert Flt1(1-3)-Fc-protein.
Balb/c-mus (23-28 g; 3 mus/gruppe) fikk subkutant injisert 4 mg/kg umodifisert,
acetylert eller pegylert Fit1(1-3)-Fc. Man tok blodprgver fra musenes haler 1, 2, 4,
6 og 24 timer og 2 dager og 3 dager etter injeksjonen av protein. Seraene ble tes-
tet i et standard ELISA-basert assay som var utformet for 8 pavise Flt1(1-3)-Fc-
protein. Kort sagt omfatter assayet 8 bestryke en ELISA-plate med VEGF, binde
serumet som inneholder umodifisert, acetylert eller pegylert Flt1(1-3)-Fc, og rap-
portere med et anti-Fc-antistoff som er bundet til alkalifosfatase. Slik det fremgﬁr
fra fig. 5, er Thaks-verdien for alle Flt1(1-3)-Fc-proteinene mellom 6-timers og 24-
timers tidspunktet. Cnhaks-verdien for de forskjellige proteiner var som fglger: umo-
difisert: 0,05 pg/ml - 0,15 pg/ml; acetylert: 1,5 ug/ml - 4,0 ug/ml; og pegylert: ca.
5 pg/mil.

Eksempel 9:
Trinnvis acetylering av Flt1(1-3)-Fc

For & bestemme hvilken minimale acetylasjonsgrad som er ngdvendig for & elimine-
re bindingen til ekstracellulzere matrikskomponenter, utviklet man et eksperiment
som acetylerte Flt1(1-3)-Fc-proteinet trinnvis ved bruk av gkende mengder av et
molart overskudd av acetyleringsreagensmiddel i acetyleringsreaksjonsblandingen.
Omradet av det molare overskudd var som fglger: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 og 100 mol acetyleringsreagensmiddel pr. 1 mol Fit1(1-3)-Fc-monomer.
Omsetningene ble utfgrt slik det beskrives i instruksmanualen som leveres sammen
med sulfo-NHS-acetat-modifikasjonssettet (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, kat.-
nr. 26777).

Eksempel 10:
Karakterisering av trinnvis acetyl Flt1(1-3)-Fc

(a) IEF-analyse

Umodifisert FIt1(1-3)-Fc¢ og trinnvis acetylert FIt1(1-3)-Fc-protein ble analysert ved
standard IEF-analyse. Slik det fremgar fra fig. 6A-6B, hadde umodifisert Fit1(1-3)-
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Fc-protein ikke evnen til & migrere inn i gelen pa grunn av dets ekstremt hgye pl-
verdi (over 9,3). Imidlertid hadde de fleste trinnvis acetylerte FIt1(1-3)-Fc-prgver
(préver med 30-100 gangers molart overskudd) evnen til 8 migrere inn i gelen og
ekvilibrere ved en pl-verdi fra 4,55-8,43, avhengig av acetyleringsgraden av protei-
net. Dette resultat demonstrerer at en acetylering kan endre den positive ladning
av proteinet pd doseavhengig mate, og at en reduksjon av pl-verdien kan styres
ved & styre acetyleringsgraden.

(b) Binding av trinnvis acetylert Flt1(1-3)-Fc til ekstracellulaere matriks-
komponenter

For & teste bindingen til ekstracellulaere matrikskomponenter, ble Fit1(1-3)-Fc og
trinnvis acetylert Flt1(1-3)-Fc testet i det ovennevnte assay som var blitt utformet
til & etterligne vekselvirkningen med ekstracellulaere matrikskomponenter. Forskjel-
lige konsentrasjoner av enten umodifisert FIt1(1-3)-Fc, trinnvis acetylert Fit1(1-3)-
Fc (prgver med 10, 20 og 30 gangers molart overskudd) eller rTie2-Fc (et irrelevant
kontrollprotein) ble tilsatt til prgvene. Platene ble inkubert i 1-2 timer ved romtem-
peratur eller 37°C, og deretter ble en pavisning av bundne proteiner oppnadd ved &
tilsette et sekundaert alkalifosfatase-konjugert anti-humant Fc-antistoff til brgnne-
ne. Alkalifosfatase-substrat ble deretter tilsatt til brgnnene, og den optiske tetthet
ble mlt. Fig. 7 viser resultatene av dette assay. Slik som ogs8 det irrelevante
kontrollprotein rTie2-Fc, oppviste heller ikke trinnvis acetylert FIt1(1-3)-Fc (prgver
med 20 og 30 gangers molart overskudd) noen signifikant binding til den "Matri-
gel"-bestrgkne plate, mens det ikke-acetylerte Flt1(1-3)-Fc-protein oppviste en
betraktelig binding. Bindingen er mettbar, hvilket tyder pa at FIt1(1-3)-Fc-proteinet
eventuelt bindes til bestemte seter, heller enn til en mer generell ladningsmediert
vekselvirkning, som eventuelt ikke ermettbar. Prgven med 10 gangers molart over-
skudd oppviste en nedsatt binding, men acetyleringsgraden var ikke tilstrekkelig for
& fullstendig blokkere bindingen til de ekstracellulzere matrikskomponenter. Prgve-
ne med 20 gangers molart overskudd og mer, oppviste ingen pavisbar binding, til
tross for at pravene med de laveste molare overskuddene fortsatt hadde en positiv
nettoladning ifglge IEF-analyse (fig. 6A og 6B). Dette resultat demonstrerer at det
ikke er ngdvendig a fullstendig acetylere alle tilgjengelige basiske aminosyrer for 8
eliminere bindingen til ekstracellulaere matrikskomponenter.
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(©) Binding av trinnvis acetvylert Flt1(1-3)-Fc i et "Biacore"-basert assay

Umodifiserte og trinnvis acetylerte Flt1(1-3)-Fc-proteiner ble testet i et "Biacore"-
basert assay for 8 bedémme deres evne til & bindes til Fit1-liganden VEGF. I dette
assay ble umodifisert Fit1(1-3)-Fc-protein (0,5, 1,0 eller 5,0 pg/ml) immobilisert pa
overflaten av et "Biacore"-flak (se Biacore-instruksmanualen, Pharmacia, Inc., Pi-
scataway, NJ for standarprosedyrer) og en opplgsning som inneholdt 0,2 pg/mil
VEGF og enten umodifisert Fit1(1-3)-Fc (i enten 0,5, 1,0 eller 5,0 ugt/ml konsent-
rasjon) eller 10 forskjellige trinnvis acetylerte Fit1(1-3)-Fc-prgver (hveri 0,5, 1,0
eller 5,0 pg/ml konsentrasjon) ble fgrt over det Flt1(1-3)-Fc-bestrgkne flak. Slik det
fremgar fra fig. 8, finnes det ved et substgkiometrisk forhold (0,5 pg/ml umodifisert
FIt1(1-3)-Fc eller trinnvis acetylert FIt1(1-3)-Fc vs. 0,2 pg/ml VEGF) ikke tilstrekke-
lig FIit1(1-3)-Fc (enten umodifisert eller trinnvis acetylert) i opplgsningen for a full-
stendig binde VEGF'et. I konsentrasjonen 1,0 pg/ml, som omtrent tilsvarer et 1:1
stgkiometrisk forhold, har badde umodifisert og trinnvis acetylert Flt1(1-3)-Fc en
bedre evne til 8 konkurrere om VEGF-bindingen, men det foreligger fortsatt ikke
tilstrekkelig Flt1(1-3)-Fc-protein (enten umodifisert eller trinnvis acetylert) til 8 full-
stendig binde det tilgjengelige VEGF. Ved 5,0 pug/ml, som er flere ganger hgyere
enn et 1:1 stgkiometrisk forhold, har imidlertid bdde FIt1(1-3)-Fc og de trinnvis
acetylerte Flt1(1-3)-Fc-proteiner evnen til 8 binde VEGF'et, uavhengig av acetyle-
ringsgraden. Dette demonstrerer klart at acetyleringen ikke endrer Flt1(1-3)-Fc's
evne til & binde VEGF.

(d) Farmakokinetisk analyse av trinnvis acetylert Flt1(1-3)-Fc

In vivo-eksperimenter ble utviklet for 8 bedemme den farmakokinetiske profil av
umodifisert FIt1(1-3)-Fc og trinnvis acetylert Flt1(1-3)-Fc-protein. Balb/c-mus (23-
28 g) fikk subkutant injisert 4 mg/kg umodifisert Flt1(1-3)-Fc eller prgver av trinn-
vis acetylert Flt1(1-3)-Fc med 10, 20, 40, 60 eller 100 gangers molart overskudd (3
mus for umodifisert og prgvene med 10, 20 og 40 gangers molart overskudd, og 2
mus for prgver med 60 og 100 gangers molart overskudd). Man tok blodprgver fra
musenes haler 1, 2, 4, 6 og 24 timer og 2 dager og 3 dager etter injeksjonen. Se-
raene ble analysert i et ELISA-basert assay som var utformet for 8 pavise Flt1(1-3)-
Fc (beskrevet ovenfor). Fig. 9 viser resultatene av denne undersgkelse. Tyaks-
verdien for alle de testede Fit1(1-3)-Fc-proteiner var pa 6-timers tidspunktet, men
Cmaks-verdien var som fglger: umodifisert Flt1(1-3)-Fc: 0,06 ug/ml; prgve med 10
gangers molart overskudd: 0,7 pg/mil, prgve med 20 gangers molart overskudd:

2 ug/mil, prgve med 40 gangers molart overskudd: 4 ug/ml, prgve med 60 gangers
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molart overskudd: 2 pg/ml, prgve med 100 gangers molart overskudd: 1 pg/ml.
Disse resultater demonstrerer at en acetylering eller pegylering av Flt1(1-3)-Fc for-
bedrer dets farmakokinetiske profil vesentlig.

Eksempel 11:
Konstruksjon av Flt1(1-3)-Fc-basisk region-delesjonsmutant benevnt Mutl.
Flt1(1-3,8)-Fc

P8 grunnlag av observasjonen at acetylert Fit1(1-3)-Fc, som har en pl-verdi under
6, har meget bedre farmakokinetiske egenskaper enn det hgyt positive, umodifisert
FIlt1(1-3)-Fc (pl >9,3), spurte man seg om forskjellen i farmakokinetikken ikke
kunne tilskrives nettoladningen av proteinet, som gjorde at det klebet til negativt
ladede ekstracellulaere matrikskomponenter, eller om det eventuelt foreld bestemte
plasseringer pa overflaten av FIt1(1-3)-Fc-protein som utgjorde spesifikke bindings-
seter for ekstracellulzere matrikskomponenter. F.eks. er mange proteiner kjent for &
ha heparinbindende seter, ofte bestdende av en klynge av basiske residuer. Iblant
finnes disse residuer i en klynge pa den primzaere sekvens av proteinet; noen publi-
kasjoner har identifisert "konsenssekvenser" for slike heparinbindende seter (se
f.eks. Hileman et al., 1998, Bioessays 20 (2): 156-167). I andre tilfeller oppviser
den kjente krystallstruktur av et protein en klynge med positivt ladede residuer pa
overflaten av et protein, men residuene stammer fra forskjellkige regioner av den
primaere sekvens, og bringes kun sammen nar proteinet folder seg til sin tertizere
struktur. Dermed er det vanskelig & bedgmme og et isolert aminosyreresiduum ut-
gjer en del av en klynge av basiske residuer pa overflaten av proteinet. Hvis det
imidlertid foreligger en klynge av positivt ladede aminosyreresiduer i den primaere
sekvens, er det ikke urimelig 8 anta at residuene ligger i et romslig naert forhold til
hverandre, og at de derfor kan tenkes & utgjgre en del av et bindingssete for ekst-
racellulaare matrikskomponenter. Fltl-reseptor er blitt grundig undersgkt, og for-
skjellige domener er blitt beskrevet (se f.eks. Tanaka et al., Jpn. J. Cancer Res 88:
867-876). Idet det vises til nukleinsyre- og aminosyresekvensen som vises pa fig.
10A-10D i foreliggende sgknad, kan man identifisere signalsekvensen for utsond-
ring, som er plassert i starten av sekvensen og strekker seg til glycinet som kodes
for av nukleotidene 76-78. Det modne protein starter med Ser-Lys-Leu-Lys, begyn-
nende ved nukleotid 79 av nukleinsyresekvensen. Fltl1-Ig-domene 1 strekker seg
fra nukleotid 79 til 393 og slutter med aminosyrene Ser-Asp-Thr. Flt1-Ig-domene 2
strekker seg fra nukleotid 394 til 687 (som koder for Gly-Arg-Pro til Asn-Thr-Ile),
og Flt1-Ig-domene 3 strekker seg fra nukleotidene 688 til 996 (som koder for Ile-
Asp-Val til Asp-Lys-Ala). Det foreligger en brodannende aminosyresekvens, Gly-
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Pro-Gly, som kodes for av nukleotidene 997-1005, fulgt av nukleotidsekvensen som
koder for humant F¢ (nukleotidene 1006-1701 eller aminosyrene Glu-Pro-Lys til
Pro-Gly-Lys-stop).

En mer detaljert analyse av Flt1-aminosyresekvensen viser at det foreligger en
klynge, nemlig aminosyrene 272-281 (KNKRASVRR) i SEQ ID NO. 1, hvor 6 av 10
aminosyreresiduer er basiske. Denne sekvens er plassert i Fit1-Ig-domene 3 av
reseptoren (se fig. 10), som i og for seg ikke er ngdvendig for bindingen av VEGF-
ligand, men som formidler en hgyere affinitet for bindingen til liganden. En linjestil-
ling av sekvensen av Ig-domene 3 med sekvensen av Ig-domene 2 viser at i dette
parti, er det en meget darlig overensstemmelse mellom de to Ig-domener, og at
det foreligger ca. 10 tilleggsaminosyrer i Ig-domene 3. En analyse av hydrofilisi-
tetsprofilene (MacVector-programvare) av disse to domener viser tydelig et naervaer
av et hydrofilt omrade i proteinet (fig. 11A-11B). Disse observasjoner fgrte til
spgrsmalet om det var mulig at den faktiske tredimensjonale konformasjon av Flt1-
Ig-domene 3 muliggjorde en type utstikker som ikke foreligger i Flt1-Ig-domene 2.
For & teste denne hypotese ble de 10 tilleggsaminosyrene fjernet, og det dannede
protein ble testet for 8 se om delesjonen ville pavirke farmakokinetikken pa gunstig
mate uten & alvorlig kompromittere affiniteten av reseptoren for VEGF. Dette DNA-
konstrukt, som ble konstruert ved bruk av standard molekylaerbiologiske teknikker
(se f.eks. Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook et al., Cold Spring
Harbor Laboratory), Current Protocols in Molecular Biology (utg. Ausubel et al.,
Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY)) i pattedyr-ekspresjonsvektoren
pMT21 (Genetics Institute, Inc., Cambridge, MA) benevnes Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc.
Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc-konstruktet ble aviledet fra Flt1(1-3)-Fc ved delesjon av
nukleotidene 814-843 (vist i SEQ ID NO. 1), som fjerner den hgyt basiske 10-
aminosyreresiduers sekvens Lys-Asn-Lys-Arg-Ala-Ser-Val-Arg-Arg-Arg fra Flt1-Ig-
domene 3.

Det endelige DNA-konstrukt ble sekvensverifisert ved bruk av en ABI 373A-DNA-

sekvensierer og Taq-dideoksy-terminatorsyklus-sekvensieringssettet (Applied Bio-
systems, Inc., Foster City, CA). Sekvensen av Mutl: FIt1(1-3,s)-Fc vises i SEQ ID
NO. 2.
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Eksempel 12:
Konstruksion av Flt1(1-3)-Fc-basisk region-delesjonsmutanten benevnt Mut2.
Flt1(2-3,5)-Fc

Et andre delesjonsmutant-konstrukt, benevnt Mut2: FIt1(2-3,s)-Fc, ble avledet fra
Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc-konstruktet ved delesjon av Flt1-Ig-domene 1 som kodes for
av nukleotidene 79-393 (se SEQ ID NO. 1); for enkelthetens skyld ble nukleotidene
73-78 (TAC GGT) endret til TCC GGA. Dette innfgrte et restriksjonssete (BspE1)
uten & endre den forbundne aminosyresekvens, Ser-Gly. Dette DNA-konstrukt, som
ble konstruert ved bruk av standard molekylaerbiologiske teknikker (se f.eks. Mole-
cular Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laborato-
ry), Current Protocols in Molecular Biology (utg. Ausubel et al., Greene Publ. Assoc.,
Wiley-Interscience, NY)) i pattedyr-ekspresjonsvektoren pMT21 (Genetics Institute,
Inc., Cambridge, MA) og ble ogsé sekvensverifisert ved bruk av en ABI 373A-DNA-
sekvensierer og Taq-dideoksy-terminatorsyklus-sekvensieringssettet (Applied Bio-
systems, Inc., Foster City, CA). Sekvensen av Mut2: FIt1(2-3,s)-Fc vises pd SEQ ID
NO. 3.

Eksempel 13:
Konstruksjon av Flt1(1-3)-Fc-delesjonsmutanten benevnt Mut3: Flt1(2-3)-Fc

Et tredje delesjonsmutantkonstrukt, benevnt Mut3: Flt1(2-3)-Fc, ble konstruert pa
samme mate som Mut2: FIt1(2-3,s)-Fc-konstruktet, unntatt at man lot Flt1-Ig-
domene 3 vazre intakt (basisk region-aminosyrene ble ikke fiernet). Konstruktet ble
konstruert ved bruk av standard molekylaerbiologiske teknikker, og sluttkonstruktet
ble sekvensverifisert som beskrevet ovenfor. Sekvensen av Mut3: Flt1(2-3)-Fc vi-
ses i SEQ ID NO. 4.

Eksempel 14:
Konstruksjon av Flt1(1-3)-Fc-basisk region-N-glykosylasjonsmutanten benevnt
Mut4: F|t1(1-3w)'FC

Et siste konstrukt ble fremstilt, hvor et N-glykosylasjonssete ble innfgrt i midten av
den basiske region av Flt1-Ig-domene 3. Dette konstrukt ble benevnt Mut4:
Flt1(1-3gr_n)-Fc, og ble fremstilt ved & endre nukleotidene 824-825 fra GA til AC, og
dermed & endre det kodede Arg-residuum (AGA) til et Asn-residuum (AAC) (se SEQ
ID NO. 1). Den dannede aminosyresekvens endres dermed fra Arg-Ala-Ser til Asn-
Ala-Ser, hvilket passer til det kanoniske signal (Asn-Xxx-Ser/Thr) for tilfgyelse av
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et N-glykosylasjonssete ved Asn-residuet. Sekvensen av Mut4: Flt1(1-3g..n)-FC vi-
ses i SEQ ID NO. 5.

Eksempel 15:
Karakterisering av acetylert FIt1(1-3)-Fc, Mutl: Flt1(1-3,5)-Fc- og Mut4:
Flt1(1-3z ,n)-Fc-mutanter

(a) Binding til ekstracellulaere matrikskomponenter

For & bestemme om de tre modifiserte proteiner var mer eller mindre sannsynlige
til 8 ha forbedrede farmakokinetiske egenskaper, ble "Matrigel"-bestrgkne 96-
brgnners skaler (som beskrevet ovenfor) inkubert med forskjellige konsentrasjoner
av mutantproteinene og pavist med anti-humant Fc/alkalifosfatase-konjugerte anti-
stoffer. Slik det fremgar fra fig. 13, viste dette eksperiment at selv om det umodi-
fiserte FIt1(1-3)-Fc-protein kunne bindes sterkt til disse brgnner, ble Mut3:
Fit1(2-3)-Fc-protein bundet noe svakere, Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc-protein ble bundet
enda svakere, og Mut2: FIt1(2-3,3)-Fc-protein oppviste den beste profil i det det ble
svakere bundet enn noe annet av de mutante proteiner. Mut4: Flt1(1-3g_n)-Fc-
glykosylasjonsmutantprotein oppviste kun en marginell forbedring pa "Matrigel"-
assayet. Disse resultater bekrefter hypotesen om at en lineaer sekvens av positive
aminosyrer kan fjernes fra den primaere sekvens, hvilket vil fgre til en nedsatt lad-
ningsvekselvirkning med ekstracelluleere matrikskomponenter.

(b) Binding av Mutl: FIt1(1-3,g)-Fc og Mut4: Flt1(1-3; ,y)-Fc i et "Biacore"-
basert assay

Umodifisert og acetylert Flt1(1-3)-Fc og genetisk modifisert Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc og
Mut4: Flt1(1-3g.n)-Fc-protein ble testet i et "Biacore"-basert assay for & bedgmme
deres evne til @ bindes til Flt1-liganden VEGF. I dette assay ble umodifisert
FIt1(1-3)-Fc-protein (0,25, 0,5 eller 1,0 pg/ml) immobilisert pa overlfaten av et
"Biacore"-flak (se Biacore-instruksmanualen, Pharmacia, Inc., Piscataway, NJ, for
standardprosedyrer) og en opplgsning som inneholdt 0,1 yg/ml VEGF og enten ren-
set eller COS-celle-supernatant som inneholdt umodifisert FIt1(1-3)-Fc (i ca. 0,25,
0,5 eller 1,0 pg/ml konsentrasjon), renset acetylert Flt1(1-3)-Fc (i konsentrasjonen
0,25, 0,5 eller 1,0 yg/ml), COS-cellesupernatant som inneholdt Mutl: Flit1(1-3,g)-
Fc (i ca. 0,25, 0,5 eller 1,0 ug/ml konsentrasjon) eller COS-cellesupernatant som
inneholdt Mut4: Flt1(1-3gr_n)-Fc (i ca. 0,25, 0,5 eller 1,0 pg/ml konsentrasjon), ble
fgrt over det Flt1(1-3)-Fc-bestrgkne flak. Slik det fremgar fra fig. 12, foreligger det
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ved det substgkiometriske forhold (0,25 ug/ml Flt1(1-3)-Fc fra umodifiserte, acety-
lerte eller genetisk modifiserte praver mot 0,1 pg/ml VEGF) ikke tilstrekkelig
Flt1(1-3)-Fc-protein til 8 blokkere bindingen av VEGF til Flt1(1-3)-Fc'et som var
immobilisert pa "Biacore"-flaket. Ved 0,5 pg/ml umodifisert, acetylert eller genetisk
modifisert FIlt1(1-3)-Fc-protein, er det stgkiometriske forhold ca. 1.1, og det fore-
ligger en forsterket evne til 8 blokkere VEGF-bindingen til "Biacore"-flaket. Ved 1,0
KHg/ml umodifisert, acetylert eller genetisk modifisert Fit1(1-3)-Fc-protein, som er
et ca. 10:1 stgkiometrisk forhold, har Fit1(1-3)-Fc-proteinene evnen til & blokkere
bindingen av VEGF til "Biacore"-flaket, men de er ikke like gode. Umodifisert, ace-
tylert og Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc er i det vesentlige like gode i sin evne til & blokkere
VEGF-bindingen, mens Mut4: FIt1(1-3g,x)-Fc er noe mindre virksom pa8 & blokkere
bindingen. Disse resultater bekrefter hypotesen om at det er mulig & redusere den
ikke-spesifikke binding av et positivt ladet molekyl ved 8 genetisk fjerne en lineaer
sekvens av overveiende negativt ladede aminosyrer.

(c) Binding av Mutl: FIt1(1-3,s)-Fc, Mut2: Flt1(2-3,g)-Fc og Mut3: FIt1(2-3)-Fc
et ELISA-basert assay

For & bestemme om de tre mutante proteiner kunne binde Flt1-liganden VEGF, ut-
fgrte man bindingseksperimenter hvor 96-brgnners plater som var bestrgket med
VEGF, ble inkubert med forskjellige konsentrasjoner av det aktuelle mutante pro-
tein, og etter vasking, ble mengden av bundet protein pavist ved inkubasjon med
et alkalifosfatase-konjugert anti-humant Fc-antistoff og kvantifisert kolorimetrisk
ved tilsetning av et egnet alkalifosfatase-substrat. Slik det fremgar fra fig. 14, viste
dette eksperiment at alle de mutante proteiner kunne binde VEGF pé lignende mate
ved de testede konsentrasjoner.

Eksempel 16:
Farmakokinetisk analyse av acetylert Flt1(1-3)-Fc, Mutl: Fit1(1-3,g)-Fc og umodifi-
sert FIt1(1-3)-Fc

In vivo-eksperimenter ble utviklet for 8 bedgmme den farmakokinetiske profil av
umodifisert Flt1(1-3)-Fc, Mutl: FIt1(1-3,s)-Fc og Flt1(1-3)-Fc-protein som var ace-
tylert med et 40 gangers molart overskudd. Balb/c-mus (25-30 g) fikk subkutant
injisert 4 mg/kg umodifisert Flt1(1-3)-Fc, 40 gangers molart overskudd-acetylert
FIlt1(1-3)-Fc eller Mutl: Flt1(1-3,8)-Fc (4 mus hver). Man tok blodprgver fra disse
musene 1, 2, 4, 6 og 24 timer og 2 dager, 3 dager og 5 dager etter injeksjonen.
Seraene ble testet i et ELISA-assay som var utformet til & pavise Flt1(1-3)-Fc-
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protein, hvilket omfattet 8 bestryke en ELISA-plate med VEGF, binde Flt1(1-3)-Fc
og rapportere med et anti-Fc-antistoff bundet til alkalifosfatase. Slik det fremgar fra
fig. 15, var C,aks-verdien for disse reagensmidler som fglger: umodifisert Fit1(1-3)-
Fc: 0,15 yg/ml; 40 gangers molart overskudd-acetylert Flt1(1-3)-Fc: 1,5 pg/ml og
Mutl: Flt1(1-3,s)-Fc: 0,7 pg/mil.

Eksempel 17:
Modifisert Fitl-reseptorvektor-konstruksion

Tanken bak & konstruere modifiserte versjoner av Flt1-reseptor (ogsé kjent som
VEGFR1) grunnet seg pa observasjonen at proteinsekvensen av Flt1 var meget ba-
sisk, og dermed sannsynligvis ville klebe til den ekstracellulaare matriks (ECM). Den
sterkt basiske natur av Flt1 forklarer sannsynligvis hvorfor umodifisert Flt1(1-3)-Fc
(beskrevet ovenfor) har darlige farmakokinetiske egenskaper som gjgr det vanske-
lig & bruke som terapeutisk middel. Slik det ble beskrevet ovenfor, oppviste den
kjemisk modifiserte form for 40 gangers molart overskudd-acetylert Fit1(1-3)-Fc,
heretter benevnt A40, en sterkt forbedret farmakokinetisk (PK) profil sammenlignet
med det ikke-acetylerte Flt1(1-3)-Fc. Derfor gjorde man forsgk pa & konstruere
DNA-molekyler som kunne brukes til 8 rekombinant uttrykke modifiserte former for
et Fltl-reseptormolekyl som ville ha den forbedrede PK-profil som oppvises av A40,
og fortsatt beholde sin evne til 8 bindes sterkt til VEGF.

Det er kjent i litteraturen at den fgrste Ig-domene av FiItl (som har en nettoladning
pa +5 ved ngytral pH) ikke er vesentlig for en sterk binding til VEGF, og derfor ble
dette domene fiernet. Det tredje Ig-domene (som har en nettoladning pd +11) er
ikke ngdvendig for bindingen, men formidlere en hgyere affinitet for VEGF enn den
andre Ig-domene, og istedenfor 8 fjerne denne fullstendig, ble den derfor erstattet
med de likeverdige domener av Flt1-reseptor-slektningene Flk1 (ogsa kjent som
VEGFR2) og Flt4 (ogsd kjent som VEGFR3). Disse kimaere molekyler (benevnt hen-
holdsvis R1R2 (FIt1.D2.FIk1D3.FcAC1(a) og VEGFR1R2-FcACl1(a) og R1R3
(FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a) og VEGFR1R3-FcAC1(a), hvor R1 og FIt1D2 = Ig-
domene 2 av FItl (VEGFR1); R2 og FIk1D3 = Ig-domene 3 av Flkl (VEGFR2) og R3
og VEGFR3D3 = Ig-domene 3 av Flt4 (VEGFR3)) klebet meget mindre til ECM, be-
dgmt ifglge et in vitro-ECM-bindingsassay som skal beskrives i det fglgende, og
hadde en meget bedre PK, slik det skal beskrives i det fglgende. I tillegg hadde
disse molekylene evnen til 8 binde VEGF sterkt slik det skal beskrives i det fglgen-
de, og & blokkere fosforylasjonen av nativ FIk1-reseptor som uttrykkes i endotelcel-
ler, slik det skal beskrives i det fglgende.
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(a) Konstruksjon av ekspresjonsplasmidet pFIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)

Ekspresjonsplasmidene pMT21.FIt1(1-3).Fc (6519 bp) og pMT21.Flk-1(1-3).Fc
(5230 bp) er plasmider som koder for ampicillinresistens og Fc-merkede versjoner
av Ig-domenene 1-3 av henholdsvis humant Fltl og humant Flk1. Disse plasmider
ble brukt til & konstruere et DNA-fragment som bestod av en fusjon av Ig-domene
2 av FIt1 med Ig-domene 3 av FIk1, ved bruk av PCR-amplifikasjon av den tilsaren-
de Ig-domene fulgt av ytterligere runder med PCR for & oppnd en fusjon av de to
domener i ett enkelt fragment. For Ig-domene 2 av Fit1, var 5'- og 3'-
amplifikasjonsprimerne som fglger:

5': bsp/fit1D2 (5'-GACTAGCAGTCCGGAGGTAGACCTTTCGTAGAGATG-3")
3": Flt1D2-FIk1D3.as (5'-CGGACTCAGAACCACATCTATGATTGTATTGGT-3")

5'-amplifikasjonsprimeren koder for et BspE1l-restriksjonsenzymsete oppstrgms for
Ig-domene 2 av FFIt1(1-3)-Fc, definert ved aminosyresekvensen GRPFVEM (tilsva-
rende aminosyrene 27-33 pa fig. 21A-21C). 3'-primeren koder for det reverse
komplement av 3'-ende av Fltl1-Ig-domene 2 kondensert direkte til 5'-starten av
FIk1-Ig-domene 3, med fusjonspunktet definert som TIID av Flt1 (tilsvarende ami-
nosyrene 123-126 i SEQ ID NO. 6) og fortsettende til VVLS (tilsvarende aminosyre-
ne 127-130 i SEQ ID NO. 6) av Flk1.

For Ig-domene av FIk1, var 5'- og 3'-amplifikasjonsprimerne som fglger:
5': FIt1D2-FIk1D3.s (5'-ACAATCATAGATGTGGTTCTGAGTCCGTCTCATGG-3")
3": Flk1D3/apa/srf.as (5'-GATAATGCCCGGGCCCTTTTCATGGACCCTGACAAATG-3")

5'-amplifikasjonsprimeren koder for enden av Fltl-Ig-domene 2 kondensert direkte
til starten av Flkl-Ig-domene 3, som beskrevet ovenfor. 3'-amplifikasjonsprimeren
koder for enden av Flkl-Ig-domene 3, definert ved aminosyrene VRVHEK (tilsva-
rende aminosyrene 223-228 i SEQ ID NO. 6), fulgt av en brodannende sekvens
som omfatter en gjenkjenningssekvens for restriksjonsenzymet Srfl, og koder for
aminosyrene GPG. Den brodannende sekvens tilsvarer aminosyrene 229-231 i SEQ
ID NO. 6.
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Etter en runde med PCR-amplifikasjon for & danne de enkelte domener, ble produk-
tene kombinert i et rgr og underkastet en ytterligere runde med pcr med primerne
bsp/flt1D2 og flk1D3/apa/srf.as (beskrevet ovenfor) for 8 danne fusjonsproduktet.
Dette PCR-produkt ble deretter spaltet med restriksjonsenzymene BspEI og Smal,
og det dannede 614 bp lange fragment ble delkionet inn i BspEI- til Srfl-
restriksjonssetene av vektoren pMT21/AB2.Fc for & danne plasmidet
pMT21/FIt1D2.FIk1D3.Fc. Nukleotidsekvensen av Fit1D2-Flk1D3-genfusjons-
innfgyelsen ble verifisert ved standard sekvensanalyse. Dette plasmid ble deretter
spaltet med restriksjonsenzymene EcoRI og Srfl, og det dannede 702 bp lange
fragment ble overfgrt til ECoRI- til Srfl-restriksjonssetene av plasmidet
pFlIt1(1-3)B2-FcAC1(a) for & danne plasmidet pFlt1D2.FIk1D3.FcAC1(a). Den full-
stendige DNA- og avledede aminosyresekvens av det kimazre
FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)-molekyl vises pa fig. 21A-21C.

(b) Konstruksjon av ekspresjonsplasmidet pFIit1D2VEGFR3D3FcAC1(a)

Ekspresjonsplasmidet pMT21.FIt1(1-3).Fc (6519 bp) koder for ampicillinresistens og
en Fc-merket versjon av Ig-domenene 1-3 av human Fltl-reseptor. Dette plasmid
ble brukt til & danne et DNA-fragment som inneholdt Ig-domene 2 av Flt1 ved PCR.
RNA fra cellelinjen HEL921.7 ble brukt for & danne Ig-domene 3 av Flk1 ved bruk
av standard RT-PCR-metoder. En ytterligere rundet med PCR-amplifikasjon ble
brukt til 8 oppna en fusjon av de to Ig-domener til ett enkelt kondensert fragment.
For Ig-domene 2 av Flt1 var 5'- og 3'-amplifikasjonsprimerne som fglger:

5': bsp/flt1D2 (5'-GACTAGCAGTCCGGAGGTAGACCTTTCGTAGAGATG-3")
3": FIt1D2.VEGFR3D3.as (TTCCTGGGCAACAGCTGGATATCTATGATTGTATTGGT)

5'-amplifikasjonsprimeren koder for et BspEl-restriksjonssete oppstrgms for Ig-
domene 2 av Flt1, definert ved aminosyresekvensen GRPFVEM (tilsvarende amino-
syrene 27-33 pa fig. 22A-22C). 3'-Amplifikasjonsprimeren koder for revers-
komplementet av enden av Flt1-Ig-domene 2 kondensert direkte til starten av
VEGFR3-Ig-domene 3, hvor fusjonspunktet er definert som TIID av Flt1 (tilsvaren-
de aminosyrene 123-126 pa fig. 22A-22C) og fortsettende til IQLL av VEGFR3 (til-
svarende aminosyrene 127-130 i SEQ ID NO. 7).

For Ig-domene 3 av VEGFR3, var 5'- og 3'-primerne som ble brukt for RT-PCR, som
folger:



10

15

20

25

30

330775

38

5': R3D3.s (ATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAGCTGCTGGTA)
3': R3D3.as (ATTTTCATGCACAATGACCTCGGTGCTCTCCCGAAATCG)

Bade 5'- og 3'-amplifikasjonsprimerne tilvarer sekvensen av VEGFR3. Det 296 bp
lange amplifikasjonsprodukt av denne RT-PCR-reaksjon ble isolert ved standardtek-
nikker og underkastet en andre runde av PCR for & tilfgye egnede sekvenser for &
tillate en fusjon av FIt1D2- med FIk1D3-domene og fusjon av FIk1D3- og Fc-
domene via en GPG-bro (se nedenfor). Amplifikasjonsprimerne var som fglger:

5'": FIt1D2.VEGFR3D3.s (TCATAGATATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAG)
3": VEGFR3D3/srf.as (GATAATGCCCGGGCCATTTTCATGCACAATGACCTCGGT)

5'-amplifikasjonsprimeren koder for 3'-ende av Flt1-Ig-domene 2 kondensert direk-
te til starten (5'-ende) av VEGFR3-Ig-domene 3, slik det ble beskrevet ovenfor. 3'-
amplifikasjonsprimeren koder for 3'-ende av VEGFR3-Ig-domene 3, definert ved
aminosyrene VIVHEN (tilsvarende aminosyrene 221-226 pa fig. 22A-22C), fulgt av
en brodannende sekvens som omfatter en gjenkjenningssekvens for Srfl og som
koder for aminosyrene GPG. Den brodannende sekvens tilsvarer aminosyrene 227-
2291 SEQ ID NO. 7.

Etter én runde (for Flt1-Ig-domene 2) eller to runder (for Flt4-Ig-domene 3) av PCR
for & danne de enkelte Ig-domener, ble PCR-produktene kombinert i et rgr og un-
derkastet en ytterligere runde med PCR-amplifikasjon med amplifikasjonsprimerne
bsp/flt1D2 og VEGFR3D3/srf.as som ble beskrevet ovenfor, for & danne fusjonspro-
duktet. Dette PCR-produkt ble deretter spaltet med restriksjonsenzymene BspEI og
Smal, og det dannede 625 bp lange fragment ble delklonet inn i BspEI- til Srfl-
restriksjonssetene av vektoren pMT21/FIt1AB2.Fc (beskrevet ovenfor) for & danne
plasmidet PMtT21/FIt1D2.VEGFR3D3.Fc. Sekvensen av Flt1D2-VEGFR3D3-
genfusjons-innfgyelsen ble verifisert ved standard sekvensanalyse. Dette plasmid
ble deretter spaltet med restriksjonsenzymene EcoRI og Srfl, og det dannede 693
bp lange fragment ble delklonet inn i EcoRI- til Srfl-restriksjonssetene av plasmidet
pFIt1(1-3)AB2-FcAC1(a) for & danne plasmidet som benevnes
pFIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a). Den fullstendige DNA og avledede aminosyresekvens
av det kimazre FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)-molekyl vises i SEQ ID NO. 7.
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Eksempel 18:
Ekstracellulser matriks (ECM)-bindingsassay

ECM-bestrgkne plater (Becton Dickinson, katalognr. 35-4607) ble rehydrert med
varmt DME supplementert med glutamin (2 mM), 100 U penicillin, 100 U strepto-
mycin og 10% BCS i minst 1 time far prgvene ble tilsatt. Platene ble deretter inku-
bert i 1 time ved romtemperatur med forskjellige konsentrasjoner av
FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a) startende med 10 nM og
med pafglgende 2 gangers fortynninger i PBS plus 10% BCS. Platene ble deretter
vasket 3 ganger med PBS plus 0,1% Triton-X og inkubert med alkalifosfatase-
konjugert anti-humant Fc-antistoff (Promega, 1:4000 i PBS plus 10% BCS) i 1 time
ved romtemperatur. Platene ble deretter vasket 4 ganger med PBS 0,1% Triton-X,
og alkalifosfatasebuffer/pNPP-opplgsning (Sigma) ble tilsatt for fargeutvikling. Pla-
tene ble avlest ved I=405-570 nm. Resultatene av dette eksperiment vises pa fig.
23, og demonstrerer at Flt1D2.FIk1D3.FcACl1(a)- og FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl1(a)-
protein kileber betydelig mindre til ECM sammenlignet med FIt1(1-3)-Fc-protein.

Eksempel 19:
Forbigdende ekspresjon av pFLT1D2.FIk1D3.FcAC1(a) i CHO-K1 (E1A)-celler

En kultur i stor skala (2 |) av E. coli-DH10B-celler som bar det ovenfor beskrevne
pFIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)-plasmid som ble beskrevet ovenfor i eksempel 17(a), ble
dyrket over natten i "Terrific Broth" (TB)-kraft plus 100 pug/ml ampicillin. Den fgl-
gende dag ble plasmid-DNA'et ekstrahert ved bruk av "QIAgen Endofree Me-
gaprep"-settet idet man fulgte produsentens protokoll. Konsentrasjonen av renset
plasmid-DNA ble bestemt ved standardteknikker ved bruk av et UV-spektrofoto-
meter og et fluorimeter. Plasmid-DNA'et ble verifiert ved standard restriksjonsen-
zymspaltning av alikvoter ved bruk av restriksjonsenzymene EcoRI plus NotI og
Asel. Alle restriksjonsenzym-spaltningsfragmentene tilsvarte den forutsagte stgrrel-
se ifslge analyse pd en 1% agarosegel.

15 cm Petri-skaler (40 stykker) ble podet med CHO-K1/E1A-celler i en tetthet pa 4
x 106 celler/plate. Platemediet var Gibco Ham's F-12 supplementert med 10%
"Hyclone" fgtalt bovint serum (FBS), 100 U penicillin/100 U streptomycin og gluta-
min (2 mM). Den fglgende dag ble hver plate med celler transfisert med 6 g
pFIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)-plasmid-DNA ved bruk av "Optimem" fra Gibco og "Lipof-
cetamine" fra Gibco i 12 ml volum, idet man fulgte produsentens protokoll. Fire
timer etter at transfeksjonsblandingen var blitt tilsatt til cellene, ble 12 mi/plate
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"Optimem" supplementert med 10% FBS tilsatt. Platene ble inkubert ved 37°C i en
5% CO,-inkubator over natten. Den fglgende dag ble mediene fjernet fra hver pla-
te, og 25 ml ekspresjonsmedium (Gibco CHO-S-SFM II supplementert med gluta-
min (2 mM) og 1 mM natriumbutyrat) ble tilsatt. Platene ble inkubert ved 37°C i 3
dager. Etter 3 dagers inkubasjon, ble mediet sugd bort fra hver plate og sentrifu-
gert ved 400 rpm i en rotor med dreiende bgtte for & pelletere cellene. Supernatan-
ten ble dekantert inn i sterile 1 I-kolber, og rensing av det uttrykte protein ble ut-
fort slik det ble beskrevet ovenfor.

Eksempel 20:
Konstruksjon av pVEGFR1R2-FcAC1 (a)-ekspresjonsvektor

pVEGFR1R2-FcAC1(a)-ekspresjonsplasmidet ble konstruert ved innfgyelse av DNA
som kodet for aminosyrene SDT (tilsvarende aminosyrene 27-29 i SEQ ID NO. 8)
mellom Flt1d2-Flk1d3-FcAC1(a)-aminosyrene 26 og 27 i SEQ ID NO. 6 (GG) og
fijerning av DNA som kodet for aminosyrene GPG tilsvarende aminosyrene 229-231
pa figuren. SDT-aminosyresekvensen er nativ for Flt1-reseptor, og ble fart tilbake
for & nedsette sannsynligheten for en heterogen N-terminal prosessering. GPG (den
brodannende sekvens) ble fijernet, slik at Flt1- og FlIkl-Ig-domenene var konden-
sert direkte til hverandre. Den fullstendige DNA- og avledede aminosyresekvens av
det kimaere pVEGFR1R2-FcAC1(a)-molekyl vises pa fig. 24A-24C.

Eksempel 21:
Cellekulturprosess brukt til 8 danne modifiserte Fitl-reseptorer

(a) Cellekulturprosess bruk til & danne FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)

Prosessen for & danne FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)-protein ved bruk av ekspresjons-
plasmidet pFlt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) som ble beskrevet ovenfor i eksempel 1, omfat-
ter en suspensjonskultur av rekombinante kinesisk hamster-ovarie (CHO K1/E1A)-
celler som konstitutivt uttrykker proteinproduktet. Cellene dyrkes i bioreaktorer, og
proteinproduktet isoleres og renses ved affinitets- og stgrrelseseksklusjonskromato-
grafi. Prosessen skal beskrives i stgrre detalj i det falgende.

Celleekspansjon

To konfluente T-225 cm?2-kolber som inneholdt den FIt1D2.FIk1D3.FcACl(a)-
uttrykkende cellelinje, ble ekspandert ved & fgre cellene til atte T-225 cm?-kolber i
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medium (GMEM + 10% serum, GIBCO) og 8 inkubere dem ved 37°C og 5% CO,.
Nar kolbene narmet seg konfluens (ca. 3-4 dager), ble cellene Igsnet ved bruk av
trypsin. Ferskt me4dium ble tilsatt for & beskytte cellene for ytterligere utsettelse
for trypsinet. Cellene ble sentrifugert og resuspendert | ferskt medium og deretter
overfgrt til tte 850 cm?-rullekolber og inkubert ved 37°C og 5% CO, inntil de var
konfluente.

Suspensjonskultur i bioreaktorer

Celler dyrket i rullekolber ble trypsinisert for 8 lgsne dem fra overflaten, og vasket
med suspensjonskulturmedium. Cellene ble aseptisk overfgrt til en 5 | bioreaktor
(New Brunswick Celligen Plus), hvor cellene ble dyrket i 3,5 | suspensjonskultur.
Suspensjonskulturmediet var en glutamin-fri lavt glukoseholdig modifikasjon av
IS-CHO (Irvine Scientific) til hvilket man hadde tilsatt 5% fatalt bovint serrum
(Hyclone), GS-supplement (Life Technologies) og 25 yM metioninsulfoksimin (Sig-
ma). pH ble regulert til 7,2 ved tilsetning av kulldioksid til innstremmingsgassen,
eller ved tilsetning av en flytende opplgsning av natriumkarbonat til bioreaktoren.
Nivaet av opplgst oksygen ble holdt ved 30% av metningspunktet ved tilsetning av
oksygen eller nitrogen til innlgpsgassen, og temperaturen ble holdt ved 37°C. Nar
en tetthet pa 4 x 10° celler/ml var blitt oppnadd, ble cellene overfgrt til en 40 I-
bioreaktor som inneholdt det samme medium, og de samme justeringer for 8 styre
bioreaktoren. Temperaturjusteringen ble senket til 34°C for & sinke celleveksten og
heve den relative rate av proteinekspresjon.

(b) Cellekulturprosess brukt til 8 produsere Flt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)

Den samme metode som ble beskrevet ovenfor for FIlt1D2.FIk1D3.FcAC1(a), ble
brukt for & produsere Flt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a).

Eksempel 22:
Samling og rensing av modifiserte Fltl1-reseptorer

(a) Samlin rensing av FIt1D2.FIk1D3.FcAC1i(a

Produktproteinet ble aseptisk samlet fra bioreaktoren mens cellene ble igjen, ved
bruk av Millipore Prostak tangsialstremnings-fitrasjonsmoduler og en mekanisk
pumpe med lavt skjaer (Fristam). Ferskt medium ble tilsatt til bioreaktoren for a
erstatte hva som var blitt fijernet under innsamlingsfiltreringen. Ca. 40 | samlings-
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filtrat ble deretter fylt pd en 400 ml-kolonne som inneholdt Protein A-Sepharose-
harpiks (Amersham Pharmacia). Etter pafyllingen ble harpiksen vasket med buffer
som inneholdt 10 mM natriumfosfat, 500 mM natriumklorid, pH 7,2, for & fijerne
eventuelt foreliggende, ubundne, forurensende proteiner. FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)-
protein ble eluert med en pH 3,0-citratbuffer. Det eluerte protein ble ngytralisert
ved tilsetning av Tris-base og frosset ved -20°C.

Flere frosne batcher av FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)-protein fra Protein A-trinnet oven-
for ble tint, samlet og konsentrert ved bruk av en 30 kD nominal molekylvekt-
avskjeering (NMWCO) tangensialstremnings-filtrasjonsmembran fra Millipore. Pro-
teinet ble overfgrt til en omrgrt cellekonsentrator (Millipore) og ytterligere kon-
sentreret til 30 mg/ml ved bruk av en 30 kb NMWCO-membran. Det konsentrerte
protein ble fylt pa en stgrrelseseksklusjonskolonne som var pakket med Superdex
200-harpiks (Amersham Pharmacia) som var ekvilibrert med fosfatbufret salin plus
5% glycerol. Den samme buffer ble brukt for & skylle kolonnen. Fraksjonene som
tilsvarte FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)-dimer, ble samlet, sterilfiltrert gjennom et 0,22
mikron-filter, alikvotert og frosset.

(b) Innsamling og rensing av FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)

De samme metoder som ble beskrevet ovenfor for FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a), ble
brukt for & samle og rense FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a).

Eksempel 23:
Fosforylasjonsassay for forbigdende uttrykt VEGFR2

Primaere humane navlestrengvene-endotelceller (HUVEC'er), passasje 4-6, ble holdt
uten naering i 2 timer i serumfritt DME-hgyt glukoseholdig medium. Prgver som
inneholdt 40 ng/ml (1 nM) humant VEGF165, som er en ligand for VEGF-
reseptorene Flt1, FIkl og Flt4 (VEGFR3), ble preparert og forhdndsinkubert i 1 time
ved romtemperatur med forskjellige mengder av de modifiserte Fit1-reseptorer
Flt1(1-3)-Fc, FIt1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) og
FIt1D2VEGFR3D3.FcAC1(a) i serumfritt DME-hgyt glukoseholdig medium som inne-
holdt 0,1% BSA. Cellene ble behandlet i 5 minutter med de ovenfor preparerte prg-
ver med eller uten VEGF165, fulgt av helcellelysis ved bruk av fullstendig lysisbuf-
fer. Cellelysatene ble immunofelt med et antistoff rettet mot C-terminus av
VEGFR2-reseptor. De immunofelte lysater ble plassert pa 4-12% SDS-Page-
"Novex"-gel og deretter overfgrt pa PVDF-membran ved bruk av standard over-
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feringsmetoder. Pavisningen av fosforylert VEGFR2 ble utfgrt ved immunoblotting
med anti-fosfo-tyrosin-mAb'et som benevnes 4G10 (UBI), og utviklet ved bruk av
ECL-reagens (Amersham).

Fig. 17A-17C og 18A-18B viser resultatene av dette eksperiment. Fig. 17A-17C vi-
ser at en pavisning ved "Western blot" av tyrosin-fosforylert VEGFR2(FIk1) ved
VEGF165-ligandstimulering, viser at celleflatereseptorene er fosforylert i forskjellig
grad avhengig av hvilken modifiserte Flt1-reseptor som brukes under forhdndsinku-
basjonen med VEGF. Slik det fremgar fra fig. 17A, foreligger det ved et 1,5 molart
overskudd av enten Flt1(1-3)-Fc, Flt1(1-3)-Fc (A40) eller ubestandig
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) en fullstendig blokkering av disse modifiserte Flt1-
reseptorers reseptorstimulering, sammenlignet med en behandling i kontrolimedi-
um. Derimot oppviser ubestandig FIt1D2VEGFR3D3.FcAC1(a) ingen vesentlig blok-
kering ved dette molare overskudd sammenlignet med den VEGF-positive kontroll-
behandling. Lignende resultater fremgar fra fig. 17B, hvor de modifiserte Flt-
reseptorer foreligger i et 3 gangers molart overskudd i forhold til VEGF165-ligand.
P& fig. 17C, hvor de modifiserte Flt1-reseptorer foreligger i et 6 gangers molart
overskudd i forhold til VEGF165-ligand, kan ubestandig FIt1D2VEGFR3D3.FcAC1(a)
nd observeres & delvis blokkere den VEGF165-induserte stimulering av celleflatere-
septorer.

P& fig. 18A-18B viser en pavisning ved "Western blot" av tyrosin-fosforylert
VEGFR2(FIk1) ved VEGF165-ligandstimulering at celleflatereseptorer ikke fosforyle-
res av behandlingsprgver som har VEGF165 forhdndsinkubert med 1 og 2 gangers
molart overskudd (fig. 18A) eller 3 eller 4 gangers molart overskudd (fig. 18B) av
enten ubestandig FIt1D2FIk1D3.FcACl1(a), stabilt FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) eller
ubestahdnig VEGFR1R2-FcAC1(a). Ved alle de testede konsentrasjoner av modifi-
sert Flt1-reseptor foreligger en fullstendig binding av VEGF165-ligand under for-
h@ndsinkubasjonen som ikke farer til noen pavisbar stimulering av cel-
leflatereseptorer med ubundet VEGF165 sammenlignet med behandling med kont-
rollmedium.

Eksempel 24:
Celleproliferasjons-bioassay

Testcellepopulasjonen er MG87-celler som er blitt stabilt transfisert med en ekspre-
sjonsplasmid som inneholder en DNA-innfgyelse som koder for VEGFR2(FIk1)-
ekstracelluleer domene kondensert med TrkB-intracellulzer kinasedomene, hvorved
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det dannes et kimaert molekyl. Grunnen til at man brukte TrkB-intracellulzer kina-
sedomene istedenfor den native VEGFR2(FIk1)-intracellulaere kinasedomene, er at
den intracellulaere kinasedomene av VEGFR2(FIk1) ikke forarsaker noen sterk proli-
ferativ respons nar den stimuleres med VEGF165 i disse celler. Det er kjent at
MG87-celler som inneholder hellengdes TrkB-reseptor, gir en robust proliferativ
respons nar de stimuleres med BDNF, slik at man erstattet den intracellulaere kina-
sedomene av VEGFR2(FIk1) med TrkB-intracellulzer kinasedomene for & dra nytte
av denne evne til proliferativ respons.

5 x 10 celler/brgnn ble strgket pa en 96-brenners plate og fikk akklimatisere seg i
2 timer ved 37°C. De fglgende modifiserte Flt-reseptorer: Flt1(1-3)-Fc,
FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) og FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a), plus en irrelevant reseptor
benevnt Tie-Fc som negativkontroll, ble titrert fra 40 nM til 20 pM og inkubert p8
cellene i 1 time ved 37°C. Humant rekombinant VEGF165 i definert medium ble
deretter tilsatt til alle brgnnene i konsentrasjonen 1,56 nM. Platene ble inkubert i
72 timer ved 37°C, deretter ble MTS (Owen's reagensmiddel, Promega) tilsatt, og
platene ble inkubert i ytterligere 4 timer. Til slutt ble platene avlest pé et spektrofo-
tometer ved 450/570 nm. Resultatene av dette eksperiment vises pa fig. 19. Kont-
rollreseptoren Tie2-Fc blokkerer ikke den VEGF165-induserte celleproliferasjon ved
noen konsentrasjon, mens Flt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) blokkerer 1,56 nM VEGF165
med en halvmaksimal dose p& 0,8 nM. Flt1(1-3)-Fc og Flt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)
er mindre virksomme ved blokkering av VEGF165 i dette assay, med en halvmak-
simal dose rundt 2 nM. VEGF165 alene gir en avlesning pa 1,2 absorbansenheter,
og bakgrunnsverdien er 0,38 absorbansenheter.

Eksempel 25:
Bindingsstgkiometri av modifiserte Flt-reseptorer til VEGF165

(a) BIAcore-analyse

Stgkiometrien av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) og VEGFR1R2-FcAC1(a)-vekselvirkningen
med humant VEGF165 ble bestemt ved & méale enten nivaet av VEGF-
metningsbinding til FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)- eller VEGFR1R2-FcAC1(a)-flater eller
maling av konsentrasjonen av VEGF165 som var ngdvendig til & fullstendig fore-
bygge en binding av FIt1D2Flk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2.RcAC1(a) til VEGF-
BIAcore-flakflaten.
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De modifiserte Flt1-reseptorer FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) og VEGFR1R2-FcAC1(a) ble
innfanget med et anti-Fc-spesifikt antistoff som farst ble immobilisert pa et BIAco-
re-flak (BIACORE) ved bruk av aminkoblingskjemi. En blindprgve-antistoff-flate ble
brukt som negativkontroll. VEGF165 ble injisert i konsentrasjonen 1 nM, 10 nM og
50 nM over FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)- og VEGFR1R2-FcAC1(a)-flaten ved 10 I/minii
1 time. Et sanntids bindingssignal ble registrert, og metningsbinding ble oppnadd
ved slutten av hver injeksjon. Bindingsstgkiometrien ble beregnet som det molare
forhold mellom bundet VEGF165 og immobilisert FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) eller
VEGFR1R2-FcAC1(a), ved bruk av konversjonsfaktoren 1.000 RU likeverdig med 1
ng/ml. Resultatene antydet en bindingsstgkiometri pa ett toverdig VEGF165-
molekyl per ett FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)- eller VEGFR1R2-FcAC1(a)-molekyl (fig.
28).

I opplgsning ble FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a) i en konsentra-
sjon pa 1 nM (bedgmt & veere 1000 ganger hgyere enn KD-verdien for
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a)/VEGF165-vekselvirkningen) blan-
det med forskjellige konsentrasjoner av VEGF165. Etter én times inkubasjon ble
konsentrasjonene av fritt Fit1D2FIk1D3.FcAC1(a) i opplgsning malt som et bindings-
signal til en aminkoblet VEGF165-flate. En kalibreringskurve ble brukt til & omregne
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)-BIAcore-bindingssignalet til sin molare konsentrasjon. Da-
taen viste at tilsetningen av 1 nM VEGF165 i FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)-opplgsningen
fullstendig blokkerte Flt1D2FIk1D3.FcAC1(a)-bindingen til VEGF165-flaten. Dette
resultat antydet en bindingsstgkiometri av ett VEGF165-molekyl per ett
Flt1D2FIk1D3.FcAC1(a)-molekyl (fig. 21 og fig. 22). Nar konsentrasjonen av
FItiD2FIk1D3.FcAC1(a) ble plottet som funksjon av den tilsatte konsentrasjon av
VEGF165, var stigningen av det linezere parti -1,06 for FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) og
-1,07 for VEGFR1R2-FcAC1(a). Stgrrelsesorden av stigningen, som var meget neer
minus ett, tydet pa at ett VEGF165-molekyl ble bundet til ett moleky! av enten
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a).

(b) Stgrrelseseksklusjonskromatografi

FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) ble blandet med et 3 gangers overskudd av VEGF165, og
reseptor/ligand-komplekset ble renset ved bruk av en Pharmacia Superose 6-
stgrrelseseksklusjonskromatografikolonne. Reseptor/ligand-komplekset ble deretter
inkubert i en buffer som inneholdt 6M guanidinhydroklorid, for & adskille det til sine
komponentproteiner. FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) ble adskilt fra VEGF165 ved & fgre det
gjennom gjennom en Superose 6-stgrrelseseksklusjonskromatografikolonne i 6M
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guanidiumklorid. For & bestemme kompleksets stgkiometri foretok man flere injek-
sjoner av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) og VEGF165, og topphgyden eller den integrerte
intensitets topp ble plottet som en funksjon av konsentrasjonen av injisert protein.
Kalibreringen ble utfgrt under betingelser som var identiske med hva som ble brukt
ved separasjon av komponentene av FIlt1D2Flk1D3.FcAC1(a)/VEGF-komplekset. En
kvantifisering av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF-kompleks-sammensetningen var
basert pd kalibreringskurvene. Resultatene av dette eksperiment vises pa fig. 20,
som viser at forholdet mellom VEGF165 og FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) i et kompleks er
1:1.

Eksempel 26:
Bestemmelse av bindingsstgkiometrien av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF165-
kompleks ved stgrrelseseksklusionskromatografi

Fremstilling av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF165-kompleks

VEGF165 (konsentrasjon = 3,61 mg/ml) ble blandet med CHO-celle som ubestandig
uttrykte FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) (konsentrasjon = 0,9 mg/ml), i det molare forhold
3:1 (VEGF165:Flt1D2.FIk1D3.FcAC1(a)), og det hele ble inkubert over natten ved
4°C.

(a) Starrelseseksklusjonskromatografi (SEC) under native betingelser

For & adskille komplekset fra overfladig ubundet VEGF165, ble 50 pl av komplekset
fylt pd en Pharmacia Superose 12 Pc 3,2/30 som var blitt ekvilibrert i PBS-buffer.
Prgven ble eluert med den samme buffer med stremningshastigheten 40 mi/min,
ved romtemperatur. Resultatene av denne SEC vises pa fig. 23. Topp nr. 1 repre-
senterer komplekset, og topp nr. 2 representerer ubundet VEGF165. Fraksjoner
som ble eluert mellom 1,1 og 1,2 ml, ble sl8tt sammen, og guanidiniumhydroklorid
(GUHCI) ble tilsatt til den endelige konsentrasjon 4,5M, for & adskille komplekset.

(b) Starrelseseksklusjonskromatografi (SEC) under dissosiative betingelser

For & adskille komponentene av reseptor/ligand-komplekset og for 8 bestemme
deres molare forhold, ble 50 ul av det ovenfor beskrevne dissosierte kompleks fylt
pa en Superose 12 PC 3,2/30 som var ekvilibrert i 6M GuHClI, og eluert med den
samme opplgsning med stremningshastigheten 40 pl/min, ved romtemperatur. Re-
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sultatene av denne SEC vises pa fig. 24. Topp nr. 1 representerer
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a), og topp nr. 2 representerer VEGF165.

(c) Beregning av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF165-kompleksets stgkiometri

Stgkiometrien av reseptor/ligand-komplekset ble bestemt utfra topparealet eller
topphgyden for komponentene. Konsentrasjoner av VEGF165 og
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) som tilsvarte henholdsvis toppens hgyde eller toppens area-
le, ble erholdt fra standardkurvene for VEGF165 og FIlt1D2FIk1D3.FcAC1(a). For &
oppna en standardkurve ble fire forskjellige konsentrasjoner (0,04 mg/ml - 0,3
mg/ml) av hver komponent injisert pd en Pharmacia Superose 12 PC 3,2/30-
kolonne som var blitt ekvilibrert i 6M guanidiniumklorid, og eluert med den samme
opplgsning ved strgmningshastigheten 40 pyl/min, ved romtemperatur. Standard-
kurven ble erholdt ved & plotte topparealet eller topphgyden mot proteinkonsentra-
sjonen. Det molare forhold mellom VEGF165 og FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) som ble
bestemt utfra topparealet for komponentene, var 1,16. Det molare forhold mellom
VEGF165 og FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a) som ble bestemt utfra topphgyden for kompo-
nentene, var 1,10.

Eksempel 27:
Bestemmelse av stgkiometrien av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF165-kompleks ved

starrelseseksklusjonskromatografi med "online"-lysspredning

Fremstilling av komplekset

VEGF165 ble blandet med CHO som ubestandig uttrykte Flt1D2.FIk1D3.FcACl(a)-
protein, i det molare forhold 3:1 (VEGF165/FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)), og inkubert
over natten vd 4°C.

(a) Stgrrelseseksklusjonskromatografi (SEC) med "online"-lysspredning

Stgrrelseseksklusjonskromatografikolonne med en MiniDawn "online"-
lysspredningsdetektor (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA) og refraksjonsindeks
(RI)-detektorer (Shimadzu, Kyoto, Japan) ble brukt for & bestemme molekylvekten
(MW) av reseptor/ligand-komplekset. Prgver ble injisert pd en Superose 12 HR
10/30-kolonne (Pharmacia) som var blitt ekvilibrert i PBS-buffer, og eluert med den
samme buffer med stremningshastigheten 0,5 ml/min, ved romtemperatur. Slik det
fremgar fra fig. 25, oppviser elueringsprofilen to topper. Topp nr. 1 representerer
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reseptor/ligand-komplekset, og topp nr. 2 representerer det ubundne VEGF165.
MW ble beregnet utfra LS- og RI-signalene. Den samme fremgangsmate ble brukt
for & bestemme MW av de enkelte komponenter av reseptor/ligand-komplekset.
Resultatene av disse bestemmelser er som fglger: MW av
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF165-komplekset i topp-posisjonen er 157.300 (fig.
25), MW av VEGF165 i topp-posisjonen er 44.390 (fig. 26), og MW av R1R2 ved
toppen er 113.300 (fig. 27).

Denne data antydet at stgkiometrien av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF-komplekset
er 1:1, idet dette tilsvarer summen av molekylvekten av FIt1D2FIk1D3.FcACl(a) og
VEGF165. Viktig er at denne metode pa endelig beviste at
FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a)/VEGF165-komplekset faktisk kun bestod av ett molekyl av
VEGF165-ligand og kun ett molekyl av FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a).

Eksempel 28:
Peptidkartlegging av Flt1D2.FIki1D3.FcAC1(a)

Disulfidstrukturene og glykosylasjonssetene i FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) ble bestemt
ved en peptidkartleggingsmetode. I denne metode ble proteinet fagrst spaltet med
trypsin. Trypsinfragmenter ble analysert og identifisert ved kHPLC koblet med mas-
sespektrometri, i tillegg til en N-terminal-sekvensieringsteknikk. Reduksjon av tryp-
sinspaltningsproduktet ble brukt for 8 hjelpe med & identifisere de disulfidbindings-
holdige fragmenter. En behandling av trypsinspaltningsproduktet med PNGase F
(Glyko, Novato, CA) ble brukt for & hjelpe med & identifisere fragmenter som inne-
holdt N-bundne glykosylasjonsseter. Resultatene sammenfattes pa den vedlagte
fig. 36.

Det finnes tilsammen ti cysteiner i FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a); seks av dem tilhgrer
Fc-parti. Det er blitt bekreftet at Cys27 er disulfidbundet til Cys76. Det er blitt be-
kreftet at Cys121 er disulfidbundet til Cys182. De farste to cysteiner i Fc-parti
(Cys211 og Cys214) danner en intermolekylaar disulfidbinding med de samme to
cysteiner i en anne Fc-kjede. P8 grunn av at disse to cysteiner ikke kan separeres
enzymatisk fra hverandre, kan man imidlertid ikke bekrefte om det finner sted en
disulfidbinding mellom de samme cysteiner (f.eks. Cys 211 til Cys 211) eller mel-
lom Cys211 og Cys214. Det er blitt bekreftet at Cys216 er disulfidbundet til
Cys306. Det er blitt bekreftet at Cys352 er disulfidbundet til Cys410.
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Det finnes fem mulig N-bundne glykosylasjonsseter i FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a). Alle
fem viser seg a vaere glykosylert i forskjellig grad. En fullstendig glykosylasjon ble
observert ved Asn33 (aminosyresekvens NIT), ASN193 (aminosyresekvens NST) og
Asn282 (aminosyresekvens NST). I tillegg observeres en delvis glykosylasjon pa
Asn65 og Asn120. Glykosylasjonsseter er merket ved understreking pa fig. 28.

Eksempel 29:
Farmakokinetisk analyse av modifiserte Flt1(1-3)-Fc-reseptorer

(a) Farmakokinetisk analyse av Fit1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og
VEGFR1R2-FcACl1(a)

Balb/c-mus (25-30 g) fikk subkutant injisert 4 mg/kg Flt1(1-3)-Fc (A40), ubestan-
dig CHO-uttrykt FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a), stabilt CHO-uttrykt
FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) og ubestandig CHO-uttrykt VEGFR1R2-FcAC1(a). Man tok
blodprgver fra musene 1, 2, 4, 6 og 24 timer, 2 dager, 3 dager og 6 dager etter
injeksjonen. Seraene ble testet i et ELISA-assay som var utformet for @ pavise
Flt1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a). ELISA-
assayet omfatter & bestryke en ELISA-plate med VEGF165, binde det paviste
FIt1(1-3)-Fc (A40), Fit1D2.FIk1D3.FcAC1(a) eller VEGFR1R2-FcAC1(a) og rapporte-
ring med et anti-Fc-antistoff som var bundet til pepperrot-peroksidase. Resultatene
av disse eksperimenter vises pa fig. 37. Tmaks-verdien for Fit1(1-3)-Fc (A40) var 6
timer, mens Thaks-verdien for ubestandig og stabilt FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og ube-
standig VEGFR1R2-FcAC1(a) var 24 timer. Cnaks-verdien for Flt1(1-3)-Fc (A40) var
8 g/ml. For begge de ubestandige molekyler (FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og
VEGFR1R2-FcAC1(a)) var Cphas-verdien 18 g/ml, og Caks-verdien for stabilt
VEGFR1R2-FcAC1(a) var 30 g/ml.

(b) Farmakokinetisk analyse av Flt1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og
FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)

Balb/c-mus (25-30 g) fikk subkutant injisert 4 mg/kg Flt1(1-3)-Fc (A40), ubestan-
dig CHO-uttrykt FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og ubestandig CHO-uttrykt
FItiD2.VEGFR3D3.FcAC1(a). Man tok blodprgver fra musenes hale 1, 2, 5, 6, 7, 8,
12, 15 og 20 dager etter injeksjonen. Seraene ble testet i et ELISA-assay for & pa-
vise Flt1(1-3)-Fc, FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a). ELISA-
assayet omfatter 8 bestryke en ELISA-plate med 165, binde Flt1(1-3)-Fc,
FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) eller Fit1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a) og rapportere med et
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anti-Fc-antistoff bundet til pepperrot-peroksidase. Flt1(1-3)-Fc (A40) kunne ikke
lenger pavises i serum etter 5 dager, mens FIt1D2.FIk1D3.FcACl(a) og
FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a) var pavisbart i 15 dager eller lenger. Resultatene av
dette eksperiment vises pa fig. 29.

Eksempel 30:
Bedgmmelse av evnen av Flt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) til & inhibere svulstvekst in vivo

For & bedsmme evnen av Flt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) til 8 inhibere svulstvekst in vivo,
brukte man en modell hvor svulstcellesuspensjoner implanteres subkutant i hgyre
flanke av hannlige mus med alvorlig kombinert immunsvikt (SCID-mus). To celle-
linjer, nemlig human HT-1080-fibrosarkomacellelinje (ATCC-tilgangsnummer
CCL-121) oog rotte-C6-gliomacellelinje (ATCC-tilgangsnummer CCL-107), som hver
oppviser meget forskjellige morfologier og vekstkarakteristikk, ble brukt i assayet.
Den fgrste dose av FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) (i konsentrasjonen 25 mg/kg eller slik
det vises pa fig. 39 og 40) ble gitt p8 dagen for svulstimplantasjonen. Dyrene fikk
deretter subkutane injeksjoner av FIt1(1-3)-Fc (A40), FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) eller
vehikkel enten annenhver dag (EOD) eller to ganger per uke (2 /uke) over et tids-
rom pa 2 uker. Etter 2 uker ble dyrene perfusert med fiksasjonsmiddel, svulstene
ble fiernet, og prevene ble blindgjort. Svulstvolumet ble bestemt ved & méle leng-
den og bredden av synlige subkutane svulster. Bade Flt1(1-3)-Fc (A40) og
FIt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) nedsatte veksten av svulster som ble dannet av HT-1080-
og Cé6-celler, betydelig. Resultatene av disse eksperimenter vises pa fig. 30 og 31.

Eksempel 31:
Virkningen av VEGF165 og modifiserte Fltl-reseptorer i det kvinnelige reproduk-

sjonssystem

Det stereotype mgnster av den vaskulare ommodellering som finner sted i uterus
og ovarier i Igpet av reproduksjonssyklusen, er velkarakterisert, hvilket gjgr disse
vev spesielt godt egnet for & undersgke mekanismene som regulerer angiogenese,
den vaskulzere ommodellering og den vaskulaere regresjon. Faktisk var det in situ-
hybridiseringsundersgkelser i reproduksjonsvevene som gav de fgrste klare tegn pé
at VEGF virker som mediator av den fysiologiske angiogenese i modne gnagere
samt i mennekser og ikke-humane primater (Phillips et al., 1990, Ravindranath et
al., 1992; Shweiki et al., 1993; Kamat et al., 1995). Fordi en cyklisk angiogenese
og vaskuleer ommodellering er utpregede trekk av normal ovarie og uterus, er det
ikke overraskende at en abnormal blodkarvekst og/eller vaskulaer dysfunksjon har
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vist seg & kjennetegne mange patologiske tilstander som rammer disse organer.
Videre tror man at disse patogene vaskulaere abnormaliteter forarsakes eller forver-
res av den dysregulerte ekspresjon av én eller flere angiogene eller anti-angiogene
faktorer, mest utpreget VEGF.

For eksempel er en abnormal angiogenese et kjennetegn for polycystisk ovariesyk-
dom og endometrisk karsinom, og i begge tilfellene overuttrykkes VEGF i det ram-
mede vev (Kamat et al., 1995; Shifren et al., 1996; Guidi et al., 1996; Donnez et
al., 1998). En overekspresjon av VEGF antas ogsa & spille en patogen rolle ved
etableringen av systemisk vaskuleer hyperpermeabilitet i ovarisk hyperstimula-
sjonssyndrom (McClure et al., 1994, Levin et al., 1998) og preeklampsi (Baker et
al., 1995; Sharkey et al., 1996). I tillegg er VEGF blitt implisert som den permeabi-
litetsfaktor som er ansvarlig for produksjon av askitter forbundet med ovariekarsi-
nomer og andre svulster (Senger et al., 1983, Boocock et al., 1995). Midler som
virksomt ngytraliserer de biologiske virkninger av VEGF, kan rimelig tenkes & vaere
av terapeutisk nytte i de ovennevnte og beslektede tilstander.

Angiogenese og vaskulzer ommodellering er ogsa kjennetegn for blastocyst-
implantasjon- og placental utvikling (Findlay, 1986). VEGF uttrykkes sterkt bade i
maternal decidua og i embryoniske trofoblaster, hvor man tror at det fagrst stimule-
rer en ekspansjon og hperpermeabilitet av uterusvaskulaturen under periimplan-
tasjonsperioden og deretter medierer dannelsen av bade de maternale og embryo-
niske bestanddeler av placentavaskulaturen (Shweiki et al., 1993; Cullinan-Bove og
Koos, 1993; Chakraborty et al., 1995; Das et al., 1997). VEGF er ogsa ngdvendig
for en luteal angiogenese og den forbundne progesteronutsondring som er ngd-
vendig for & forberede uterus pa implantasjonen (Ferrara et al., 1998). Dermed kan
midler som inhiberer de biologiske virkninger av VEGF vise seg 8 vaere nyttige som
prevensjonsmidler (ved & forebygge implantasjon) eller som abortifaciens under de
tidlige gestasjonsstadier. Den senere anvendelse kan finne spesiell bruk som ikke-
kirurgisk inngrep for terminering av ektopiske svangerskap.

Selv om ekspresjonen av VEGF-reseptorer til stor del er begrenset til vaskulaer en-
dotelium i normale reproduksjonsvev, uttrykkes Flt1 ogsd av trofoblaster i placenta
av bdde mennesker og dyr (Clark et al., 1996; He et al., 199), hvor det er blitt fo-
resldtt at det spiller en rolle ved trofoblastinvasjon. Det er interessant 8 bemerke at
bade Flt1 og KDR (Flk1) uttrykkes av koriokarsinomacellelinjen BeWo (Charnock-
Jones et al., 1994), og VEGF har vist seg a8 fremme en DNA-syntese og tyrosinfos-
forylasjon av MPA-kinase i disse celler. Videre uttrykker primaere og metastatiske
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ovariekarsinomer ikke bare hgye niver av VEGF, men, i tillegg til vaskulzer endote-
lium, uttrykker ogsd selve svulstcellene KDR og/eller Flt1 (Boocock et al., 1995).
Disse funn tyder pd at VEGF ikke bare er kritisk omfattet i genereringen og vedlike-
holdet av svulstvaskulaturen, men at i det minste i noen svulster av reproduktivt
opphav, kan VEGF undertjene en autokrin rolle og dermed direkte stgtte over-
levelsen og proliferasjonen av svulstcellene. Dermed kan midler som blokkerer
virkningen av VEGF, ha spesielt fordelaktige anvendelser ved behandling av svuls-
ter av reproduktivt opphav.

Metoder og resultater
(a) Bedgmmelse av VEGF-indusert uterushyperpermeabilitet

Gravid hesteserum-gonadotrofin (PMSG) ble injisert subkutant (5 IU) for & indusere
ovulasjon i prepubertale rotter av hunnkjgnn. Dette fgrer til en strgm av gstradiol
etter 2 dager, som i sin tur forarsaker en induksjon av VEGF i uterus. Det beskrives
at denne induksjon fgrer til en hyperpermeabilitet av uterus og en gkning av uterus'
vatvekt 6 timer senere, og dermed potensielt kunne blokkeres ved hjelp av de mo-
difisert Flt-reseptorer Flt1(1-3)-Fc (A40), FIlt1D2.FIk1D3.FcAC1(a) og
FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a). I denne in vivo-modell er normalvekten av rotteuterus
ca. 50 mg, og denne kan induseres til 300-350 mg med PMSG. En uttgrking av ve-
vet viser at alt dette er vannvekt. En subkutan injeksjon av Flt1(1-3)-Fc (A40),
FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) og FIt1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a) i konsentrasjonen 25
mg/kg 1 time etter PMSG-injeksjonen fgrer til en ca. 50% inhibering av gkningen
av uterus-vatvekten. En heving av dosen av modifisert Flt-reseptor nedsetter ikke
gkningen av vatvekten ytterligere, hvilket tyder pa at det finnes en VEGF-
uavhengig komponent i denne modell. Resultatene av dette eksperiment vises pa
fig. 32.

(a) Bedgmmelse av corpus luteum-angiogenese ved bruk av progesteron som
avlesning

Gravid hesteserum-gonadotrofin (PMSG) injiseres subkutant (5 IU) for & indusere
en ovulasjon i prepubertale rotter av hunnkjgnn. Dette fgrer til en komplett funge-
rende corpus luteum som inneholder et tett nettverk av blodkar etter 4 dager, hvil-
ket muliggjgr en utsondring av progesteron i blodstrammen for 8 forberede uterus
pa implantasjonen. Induksjonen av angiogenese i corpus luteum krever VEGF; der-
for ville en blokkering av VEGF fgre til en mangel pa nye blodkar og dermed en

330775



10

15

20

25

30

330775

53

mangel pd progesteron som utsondres i blodstrgmmen. I denne in vivo-modell er
hvilenivaet av progesteron ca. 5 ng/ml, og dette kan induseres til et niva pd 25-40
ng/ml etter PMSG. En subkutan injeksjon av Flt1(1-3)-Fc (A40) eller
FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) i konsentrasjonen 25 mg/kg eller 5 mg/kg 1 time etter
PMSG-injeksjonen farer til en fullstendig inhibering av progesteroninduksjonen pa
dag 4. Resultatene av dette eksperiment vises pa fig. 42A-42B.

Eksempel 33:
Farmakokinetisk analyse av Flt1(1-3)-Fc (A40) og PEGylert Flt1(1-3)-Fc

FIt1(1-3)-Fc ble PEGylert med enten 10 kD PEG eller 20 kD PEG og testet i balb/c-
mus for sin farmakokinetiske profil. Begge de PEGylerte former for Flt1(1-3)-Fc
viste seg d haen meget bedre PK-profil enn Flt1(1-3)-Fc (A40), idet T as-verdien
fant sted etter 24 timer for de PEGylerte molekyler, sammenlignet med 6 timer for
Flt1(1-3)-Fc (A40).

Eksempel 34:
VEGF165-ELISA for & testge affiniteten av modifiserte Flt1-reseptorvarianter

10 pM VEGF165 ble inkubert over natten ved romtemperatur med modifiserte Flt1-
reseptorvarianter i omradet 160 pM til 0,1 pM. De modifiserte Flt1-
reseptorvarianter som ble brukt i dette eksperiment, var FIlt1(1-3)-Fc¢, Flt1(1-3)-Fc¢
(A40), ubestandig uttrykt FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a), ubestandig uttrykt
FIt1D2VEGFR3D3-FcAC1(a), FlIt1(1-3nas)-Fc, FIt1(1-3g c)-Fc og Tie2-Fc.
Flt1(1-3nas)-Fc er en modifisert versjon av Flt1(1-3)-Fc, hvor den hgyt basiske ami-
nosyresekvens KNKRASVRRR er erstattet med NASVNGSR, hvilket fgrer til innlem-
melse av to nye glykosylasjonsseter og en nettoreduksjon av fem positive ladning-
er, begge med hensikt & nedsette de ugunstige virkninger av denne sekvens pa PK-
verdien. Flt1(1-3g.c)-Fc er en modifikasjon hvor et enkelt arginin (R)-residuum i
den samme basiske aminosyresekvens er endret til cystein (C) (KNKRASVRRR —
KNKCASVRRR) for 8 muliggjgre en PEGylering ved dette residuum, som da kunne
beskytte det basiske parti fra 8 utgve sine ugunstige virkninger pd PK-verdien. Et-
ter inkubasjon, ble opplgsningen overfgrt til en plate som inneholdt et innfangings-
antistoff for VEGF165 (R&D). Mengden av fritt VEGF165 ble deretter bestemt ved
bruk av et antistoff for & rapportere fritt VEGF165. Dette viste at den modifiserte
Flt1-reseptorvariant med hgyest affinitet for VEGF165 (bestemt som den minste
mengde fritt VEGF165) var FIt1D2FIk1D3.FcAC1(a), fulgt av Flt1(1-3)-Fc og
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FIt1(1-3)-Fc (A40), og deretter av Flt1(1-3r.c)-Fc, FIt1(1-3nas)-Fc 0g
FIt1D2VEGFR3D3-FcAC1(a). Tie2-Fc har ingen affinitet for VEGF165.
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Patentkrav
1. Isolert nukleinsyremolekyl omfattende:

(a) en nukleotidsekvens som koder for en vaskulaar endotelial vekstfaktor
(VEGF) -reseptorkomponent som i det vesentlige bestar av et immunoglobulinlik-
nende (Ig) domene 2 av en fgrste VEGF-reseptor og Ig-domene 3 av en andre
VEGF-reseptor; og

(b) en nukleotidsekvens som koder for en multimeriserende komponent,

hvor fgrste VEGF-reseptor er Fltl og andre VEGF-reseptor er Flk1 eller Fit4 og
VEGF-reseptorkomponenten er den eneste VEGF-reseptorkomponent i fusjonspoly-
peptidet

2. Isolert nukleinsyremolekyl ifglge krav 1, hvor nukleotidsekvensen som koder
for Ig-domene 2 av det ekstracellulaere domene av den fgrste VEGF-reseptor, er
oppstrems for nukleotidsekvensen som koder for Ig-domene 3 av det ekstra-
cellulzere domene av den andre VEGF-reseptor.

3. Isolert nukleinsyremolekyl ifglge krav 1, hvor nukleotidsekvensen som koder
for Ig-domene 2 av det ekstracellulaere domene av den fgrste VEGF-reseptor, er
nedstrgms for nukleotidsekvensen som koder for Ig-domene 3 av det ekstra-
cellulzere domene av den andre VEGF-reseptor.

4, Isolert nukleinsyremolekyl ifslge ethvert av de forutgdende krav, hvor den
multimeriserende komponent omfatter en immunoglobulindomene.

5. Isolert nukleinsyremolekyl ifglge krav 4, hvor immunoglobulindomenet er
valgt fra gruppen omfattende Fc-domene av IgG og tung kjede av IgG.

6. Isolert nukleinsyremolekyl ifglge krav 1 omfattende en nukleotidsekvens
valgt fra gruppen bestdende av:

(a) nukleotidsekvensen som vises pé fig. 21A-21C;
(b)  nukleotidsekvensen som vises pa fig. 22A-22C;
(c) nukleotidsekvensen som vises pa fig. 24A-24C; og
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(d) en nukleotidsekvens som, som et resultat av degenerasjonen av den gene-
tiske kode, skiller seg fra nukleotidsekvensen fra punkt (a), (b) eller (¢).

7. Isolert nukleinsyremolekyl ifglge krav 1, hvor komponentene av fusjons-
polypeptidet er arrangert som 1,2,3; 1,3,2; 2,1,3; 2,3,1; 3,1,2 eller 3,2,1, hvor 1
er den fgrste VEGF reseptorkomponent, 2 er den andre VEGF reseptorkomponent
og 3 er den multimeriserende komponent.

8. Fusjonspolypeptid som kodes for av et isolert nukleinsyremolekyl ifglge et av
de forutg8ende krav.

9. Vektor som omfatter et nukleinsyremolekyl ifglge ethvert av kravene 1 til 7.

10. Ekspresjonsvektor omfattende et nukleinsyremolekyl ifglge ethvert av kra-
vene 1 til 7, hvor nukleinsyremolekylet er operativt forbundet med en ekspresjons-
kontrollsekvens.

11. Vert/vektorsystem for produksjon av et fusjonspolypeptid, som omfatter en
ekspresjonsvektor ifglge krav 10 i en egnet vertcelle.

12. Vert/vektorsystem ifglge krav 11, hvor den egnede vertscelle er en bakterie-
celle, gjeercelle, insektcelle eller pattedyrcelle.

13. Vert/vektorsystem ifglge krav 12, hvor den egnede vertscelle er en E. coli-
eller CHO-celle.

14, Fremgangsmate ved fremstilling av et fusjonspolypeptid, omfattende & dyrke
celler av vert/vektorsystemet ifglge ethvert av kravene 11 til 13 under betingelser
som tillater en produksjon av fusjonspolypeptidet, og @ gjenvinne det sdledes dan-
nede fusjonspolypeptid.

15. Dimerisk vaskulaer endotelial vekstfaktor (VEGF) antagonist omfattende to
fusjonspolypeptider som angitt i krav 8.

16. Dimerisk antagonist ifglge krav 15 som er modifisert ved acetylering eller
pegylering.
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17. Anvendelse av et fusjonspolypeptid ifglge krav 8 eller en dimerisk antagonist
ifslge ethvert av kravene 15 eller 16 for fremstilling av et legemiddel for anvendel-

se for & svekke eller forebygge tumorvekst, for & svekke eller forebygge gdem eller
for & svekke eller forebygge bukvasskedannelse, for & minske eller inhibere plasma-

lekkasje eller & blokkere blodkarvekst i et menneske.
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SEQ ID NO. 1

10 20 30 40 50 60

» - w L ] * * * * * » » *
ATG GTC AGC TAC TGS GAC ACC GGG GTC CTG CTG TGC GCG CTG CIC AGC TGT CIG CIT CIC
TAC CAG TCG ATG ACC CTG TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG TCOG ACA GAC GAA GAG
Met Val Ser Tyx Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser Cys Leu Leu Leu>

70 80 90 100 110 120

* - * » ® L 4 L] * * L] * *
ACA GGA TCT AGT TCA GGT TCA AAA TTA AAA GAT CCT GAA CTG AGT TTA AAA GGC ACC CAG
TGT CCT AGA TCA AGT CCA AGT TTT AAT TIT CTA GGA CTT GAC TCA AAT TTIT COQ TGG GIC
Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ser Lys Leu Lys Asp Pro Glu Leu Ser Leu Lys Gly Thr Glan>

130 140 150 160 170 180

® * L 4 *® ] * - * - w w *
CAC ATC ATG CAA GCA GGC CAG ACA CTG CAT CTC CAR TGC AGG GGG GAA GCA GOC CAT AAA
GTG TAG TAC GTT CGT CCG GIC TGT GAC GTA GAG GIT ACG TCC CCC CTT CGT OGG GTA TTT
His Tle Met Gln Ala Gly Gln Thr Leu His Leu Gln Cys Avrg Gly Glu Ala Ala His Lys>

190 200 210 220 230 240

w * » * * * L | * L ] - -

TGG TCT TIG OCT GAA ATG GTG AGT AAG GAA AGC GAA AGG CTG AGC ATA ACT ARA TCT GCC
ACC AGA AAC GGA CTT TAC CAC TCA TIC CIT TCG CTT ICC GAC TQG TAT TGA TIT AGA CGG
Trp Ser Leu Pro Glu Met Val Ser Lys Glu Ser Glu Arg Leu Ser lle Thr Lys Ser Ala>

250 260 270 280 290 300

* w * * W | ] - L * L
TGT GGA AGA AAT GGC AAA CAA TTC TGC AGT ACT TTA ACC TIG AAC ACA GCT CAA GCA ARC
ACA CCT ICT TTA CCG TIT GTT AAG ACG TCA TGA AAT TGG AAC TTG TGT CGA GIT CGT TTG
Cys Gly Arg Asn Gly Lys Gln Phe Cys Ser Thr Leu Thr Leu Asn Thr Ala Gln Ala Asn>

310 320 330 340 350 360

* L * ® * ¥ 4 * * * [ ] w
CAC ACT GGC TIC TAC AGC TGC AAA TAT CTA GCT GTA CCT ACT TCA AAG AMG AAG GAA ACA
GTG TGA CCG AAG ATG TCG ACG TTT ATA GAT CGA CAT GGA TGA AGT TIC TIC TTC CIT TGT
His Thr Gly Phe Tyr Ser Cys Lys Tyr Leu Ala Val Pro Thr Ser Lys Lys Lys Glu Thx>

370 380 390 400 410 420

* * W - w * ® w * w w

GAA TCT GCA ATC TAT ATA TTT ATT AGT GAT ACA GGT AGA CCT TIC GTA GAG ATG TAC AGT
CIT AGA CGT TAG ATA TAT AAA TAA TCA CTA TGT CCA TCT GGA AAG CAT CTC TAC ATG TCA
Glu Ser Ala Ile Tyr Ile Phe Ile Ser Asp Thr Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser>

430 440 450 460 470 480

w * - * * * * * * L 4 * *

GAA ATC CCC GAA ATT ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG CTC GTC ATT CCC TGC CGG GFT
CIT TAG GGG CTT TAA TAT GTG TAC TGA CIT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA
Glu Ile Pro Glu Ile Tle His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Axg Val>

490 500 510 520 530 540

® * | ] & * * " * - - * -

AG TCA CCT AAC ATC ACT GTT ACT TTA AAA AAG TTT CCA CIT GAC ACT TTG ATC CCT GAT
TGC AGT GGA TIGC TAG TGA CAA TGA AAT TTIT TTC AAA GAT GAA CTG TGA AAC TAG GGA CTA
Thr Ser Pro Asn Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys FPhe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp>
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550 560 570 580 590 600

- - * * * * - * * * w* w

GGA AAA CGC ATA ATC TGG GAC AGT AGA AAG GGC TIC ATC ATA TCA AAT GCA ACG TAC AAA
CCT TTT GOG TAT TAG ACC CTG TCA ICT TIC CCG AAG TAG TAT AGT TTA CGT TGC ATG TIT
Gly Lys Arg Ile Ile Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys>

610 620 630 640 650 660

* * * * * | * * * W w L
GAA ATA GGG CTT CTG ACC TGT GAA GCA ACA GTC AAT GGG CAT TTG TAT AAG ACA AAC TAT
CTIT TAT COC GAA GAC TGG ACA CTT CGT TGT CAG TTA CCC GTA AAC ATA TIC TGT TIG ATA
Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyxr>

670 680 690 700 710 720

® * * * * - * * * -* *
CTC ACA CAT CGA CAA ACC AAT ACA ATC ATA GAT GTC CAA ATA AGC ACA CCA CGC CCA GIC
GAG TGT GTA GCT GIT TGG TTA TCT TAG TAT CTA CAG GTT TAT TCG TGT GGT GOG GGT CAG
Leu Thr His Axg GIln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val GIln Ile Ser Thr Pro Arg Pro Val>

730 740 750 760 770 760

* * * L * * * * * ®* L *
AAA TTA CTT AGA GGC CAT ACT CTT GIC CTC AAT TGT ACT OCT ACC ACT CCC TIG AAC ACG
TTT AAT GAA TCT CCG GTA TGA GAA CAG GAG TTA ACA TGA CGA TGG TGA GGI AAC TTG TGC
Lys Leu Leu Axg Gly His Thr Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Thr Thr Pro Leu Asn Thr>

790 800 810 820 830 840

* * * | * * u * * * * *
AGA GTT CAA ATG ACC TGG AGT TAC CCT GAT GAA AAA AAT AAG AGA GCT TCC GTA AGG CGA
TICT CAA GIT TAC TGG ACC TCA ATG GGA CTA CTT TTT TTA TTIC TCT CGA AGG CAT TCC GCT
Arg Val Gln Met Thr Trp Ser Tyr Pro Asp Glu Lys Asn Lys Axg Ala Ser Val Axg Arg>

850 860 870 880 890 900

* * L § ® * * W * * &* * *

COGA ATT GAC CAA AGC AAT TCC CAT GCC AAC ATA TTC TAC AGT GIT CTT ACT ATT GAC AAA
GCT TAA CTG GTIT TCG TTA AGG GTA OGG TIG TAT AAG ATG TCA CAA GAA TGA TAA CTIG TIT
Arg Ile Asp Gln Ser Asn Ser His Ala Asn Ile Phe Tyxr Ser Val Leu Thr Ile Asp Lys>

910 920 930 940 950 960

* * * * *® *® ® * ‘* - * [ ]
ATG CAG AAC AAA GAC AAA GGA CTT TAT ACT TGT CGT GTA AGG AGT GGA CCA TCA TTC ARAA
TAC GTC TIG TTIT CTG TIT CCT GAA ATA TGA ACA GCA CAT TCC TCA CCT GGT AGT AAG TIT
Met GIln Asn Lys Asp Lys Gly Leu Tyr Thr Cys Arg Val Arg Ser Gly Pro Ser Phe Lys>

970 980 990 1000 1010 1020

* * * * 4 w * * * * * *

ICT GTT ARC ACC TCA GTG CAT ATA TAT GAT ARA GCA GGC CCG GGC GAG CCC ARA 1CT TGT
AGA CAA TIG TGG AGT CAC GTA TAT ATA CTA TIT CGT CCG GGC CCG CTC GGG TTT AGA ACA
Ser Val Asn Thr Ser Vval His Ile Tyr Asp Lys Ala Gly Pro Gly Glu Pro Lys Ser Cys>

1030 1040 1050 1060 1070 1080

| * | | J L 4 * » w * L w *
GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA CCG TGC CCA GCA CCT GAA CTC CTG GGG GGA CCG TCA GIC
CIG TTT TGA GIG TGT ACG GGT GGC ACG GGT OGT GGA CTIT GAG GAC CCC CCT GGC AGT CAG
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val>

330775
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1090 1100 1110 1120 1130 1140

* | * [ ] * w * ® * * * w
TIC CIC TTC CCC CCA AAA CCC AAG GAC ACC CTC ATG ATC TCC CGG ACC CCT GAG GTC ACA
AAG GAG AAG GGG GGT TTT GGG TTC CIG T6GG GAG TAC TAG AGG GCC TGG GGA CIC CAG TGT
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr>

1150 1160 1170 1180 1190 1200
L] * * « | * » - w * * *
TGC GTG GTG GTG GAC GTG AGC CAC GAA GAC CCT GAG GTC ARG TTC AAC TGG TAC GIG GAC
ACG CAC CAC CAC CTG CAC 1CG GTG CTT CTG GGA CTC CAG TTC AAG TTG ACC ATG CAC CTG
Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp>

1210 1220 1230 1240 1250 1260

W = * L * ] w w L ] * L ] *
GGC GTG GAG GTG CAT AAT GCC AAG ACA AAG CCG CGG GAG GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC
CCG CAC CTC CAC GTA TTA CGG TIC TGT TIC GGC GCC CTC CTC GIC ATG TTG TCG TGC ATG
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyx>

1270 1280 1290 1300 1310 1320

* * | | 4 | w L * ® * » »
CGT GIG GIC AGC GTC CTC ACC GIC CTG CAC CAG GAC TGG CIG AAT GGC AAG GAG TAC ARG
GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC GIG GTC CTG ACC GAC TTA COG TTC CIC ATG TIC
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu Eis Gln Asp Trxp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys>

1330 1340 1350 1360 1370 1380

L ] * * * L 4 * * * * * [ L ]

TGC ARG GTC TCC AAC AAA GCC CTC CCA GCC CCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAMA GCC ARA
ACG TIC CAG AGG TIG TIT CGG GAG GGT OGG GGG TAG CIC TTT TGG TAG AGG TIT CGG TIT
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys>

1390 1400 1410 1420 1430 1440

* | ] * * * - * ® - w * »*
GGG CAG CCC CGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC CTG CCC CCA TCC CGG GAT GAG CTG ACC AAG
CCC QTC GGG GCT CTT GGT GTC CAC ATG TGG GAC GGG GGT AGG GCC CTA CTC GAC TGG TTC
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Axrg Asp Glu lLeu Thr Lys>

1450 1460 1470 1480 1490 1500

* * [ 3 * * * | ] | 4 * * & -
ARC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CTG GTC AAA GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GTA GAG
TIG GIC CAG TCG GAC TGG ACG GAC CAG TTT CCG AAG ATA GGG TOG CTG TAG CGG CAC CTIC
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu>

1510 1520 1530 1540 1550 1560

* * *® w * L ] ] * L] * * %

TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC TAC ARG AOCC ACG CCT QCC GTG CTG GAC TCC
ACC CTC TCG TTA CCC GTC GGC CIC TIG TTG ATG TTC TGGC TGC GGA GGA CAC GAC CTG AGG
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser>

1570 1580 1590 1600 1610 1620

* - * * ® * w * ® w w 4
GAC GGC TCC TIC TIC CTC TAC AGC AAG CTC ACC GIG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG
CTG CCG AGG ARG AAG GAG ATG TCG TIC GAG TGG CAC CTG TIC TCG TCC ACC GTC QIC CCC
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Sex Arg Trp Gln Gln Gly>
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1630 1640 1650 1660 1670 1680
* * * " * N . . * " * *

TTG CAG ANG AGT ACG AGG CAC TAC GTA CTC CGA GAC GTG TIG GIG ATG TGC GIC TIC TOG
Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Sex>

1690 LI
- N *
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SEQ ID No. 2

10 20 30 40 50 60

* w * * &« ® * - * ] * *

ATG GIC AGC TAC TGG GAC ACC GGG GIC CTG CTG TGC GCG CTG CTC AGC TGT CTG CIT CIC
TAC CAG TCG ATG ACC CTG TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG TCG ACA GAC GAA GAG
Met val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser Cys Leu Leu Leu>

70 80 90 100 110 120

L ] - * L] L ® ® L] L] w w -
ACA GGA TCT AGT TCA GGT TCA AAA TTA ARA GAT CCT GAA CTG AGT TTA AAA GGC ACC CAG
TGT CCT AGA TCA AGT CCA AGT TTT AAT TTT CTA GGA CTT GAC TCA AAT TTT CCG TGG GIC
Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ser Lys Leu Lys Asp Pro Glu Leu Ser Leu Lys Gly Thr Gln>

130 140 150 160 170 180

* ] * * » * * *® * w * *
CAC ATC ATQ CAA GCA GGC CAG ACA CTG CAT CTC CAA TGC AGG GGG GAR GCA GCC CAT AAA
GTG TAG TAC GIT CGT CCG GIC TGT GAC GTR GAG GQTT ACG TCC CCC CTT CGT CGG GTA TIT
His Ile Met Gln Ala Gly Gln Thr Leu His Leu Gln Cys Arg Gly Glu Ala Ala His Lys>

190 200 210 220 230 240

* - * * * L] *® w * * * *
TGG TCT TTG CCT GAA ATG GTIG AGT AAG GAA AGC GAA AGGS CTG AGC ATA ACT ARA TCT GCC
ACC AGA AAC GGA CIT TAC CAC TCA TIC CTT TCG CIT TCC GAC TCG TAT TGA TIT AGA CGG
Trp Ser Leu Pro Glu Met Val Ser Lys Glu Ser Glu Arg Leu Ser Ile Thr Lys Ser Ala>

250 260 270 280 290 300

* * * | " ] * ® L » * ®
TGT GGA AGA AAT GGC AAA CAA TTC TGC AGT ACT TTA ACC TTG AAC ACA GCT CAA GCA ARC
ACA CCT TCT TTA COG TIT GTT AAG ACG TCA TGA AAT TGG AAC TIG TGT CGA GTT COGT TTG
Cys Gly Axg Asn Gly Lys Gln Phe Cys Ser Thr Leu Thr Leu Asn Thr Ala Gln Ala Asn>

310 320 330 340 350 360

» * * ] | 4 L * w* * - * -
CAC ACT GGC TTC TAC AGC TGC AAA TAT CTA GCT GTA CCT ACT TCA ARG ARG ARG GAA ACA
GTG TGA COG AAG ATG TCG ACG TTIT ATA GAT CGA CAT GGA TGA AGT TTC TTC TIC CTT TGT
His Thr Gly FPhe Tyr Ser Cys Lys Tyr Leu Ala Val Pro Thr Ser Lys Lys Lys Glu Thr>

370 380 390 400 410 420

w * * * w »* | ] | 2 w* * * *
GAA TCT GCA ATC TAT ATA TTT ATT AGT GAT ACA GGT AGA CCT TTC GTA GAG ATG TAC AGT
CTT AGA CGT TAG ATA TAT AAA TAA TCA CTA TGT CCA TCT GGA AAG CAT CTC TAC ATG ICA
Glu Ser Ala Ile Tyr Ile Phe Ile Ser Asp Thr Gly Arg Pro Fhe val Glu Met Tyr Sex>

430 440 450 460 470 480

* * ] * * * * w * * * *

GAA ATC CCC GAA ATT ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG CTC GTC ATT CCC TGC CGG GTT
CTT TAG GGG CTT TAA TAT GTG TAC TGA CTT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA
Glu Ile Pxo Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val>

490 500 510 520 530 540

* L] w * * * * * * L * L
ACG TCA CCT AAC ATC ACT GTT ACT TTA AAA AAG TTT CCA CTT GAC ACT TTG ATC COCT GAT
TGC AGT GGA TTG TAG TGA CAA TGA AAT TTIT TTC AAA GGT GAA CTG TGA AAC TAG GGA CTA
Thr Ser Pro Asn Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys Fhe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp>
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$50 560 570 580 590 600

] "= » * ® ® - [ » * * -
GGA AAA CSC ATA ATC TGG GAC AGT AGA AAG GGC TTC ATC ATA TCA AAT GCA ACG TAC ARA
CCT TTT GOG TAT TAG ACC CTG TCA ICT TIC CCG AAG TAG TAT AGT TTA COGT TGC ATG TIT
Gly Lys Axg Ile Ile Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys>

610 620 630 640 650 660

» * L ] w L * * - - - % L ]
GAA ATA GGG CTT CTG ACC TGT GAA GCA ACA GIC AAT GGG CAT TTG TAT ARG ACA AAC TAT
CIT TAT CCC GAA GAC TGG ACA CIT CGT TGT CAG TTA CCC GTA AAC ATA TIC TGT TTG ATA
Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr>

670 680 690 700
* -

710 720

L B I
CIC ACA CAT CGA CAA ACC AAT ACA ATC ATA GAT GTC CAA ATA AGC ACA CCA CGC CCA GIC
mmmmmmmmmwmcmmmmmwmmmcm
Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val GIln Ile Ser Thr Pro Arg Pro val>

730 740 750 760 770 780

L ] » L ] & - * w * w - *
AAA TTA CIT AGA GGC CAT ACT CIT GIC CIC AAT TGT ACT GCT ACC ACT CCC TIG AAC ACG
TTT AAT GAA TCT COG GTA TGA GAA CAG GAG TTA ACA TGA CGA TGG TGA GGG AXC TIG TGC
Lys Leu Leu Arg Gly His Thr Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Thr Thr Pro Leu Asn Thr>

790 800 810 820 830 840

* L} w &« w * L J * ®* ® L

AGA GTT CAA ATG ACC TGG AGT TAC CCT GAT GAA ATT GAC CAA AGC AAT TCC CAT GCC AAC
TCT CAA GIT TAC TGG ACC TCA ATG GGA CTA CTT TAA CTG GIT TCG TTA AGG GTA CGG TIG
Arg Val Gln Met Thr Trp Ser Tyr Pro Asp Glu Ile Asp Gln Ser Asn Ser His Ala Asn>

850 860 870 880 890 900

* *® * L ] * * L » » L] - *
ATA TIC TAC AGT GTT CTT ACT ATT GAC AAA ATG CAG AAC AAA GAC AAA GGA CTT TAT ACT
. TAT ARG ATG TCA CAA GAA TGA TAA CIG TTT TAC GIC TTG TTIT CTG TIT CCT GAA ATA TGA
Ile Phe Tyxr Ser Val Leu Thr Ile Asp Lys Met Gln Asn Lys Asp Lys Gly Leu Tyx Thx>

910 920 930 940 950 960

* w * L - | ] - w w * | ] *
TGT CGT GTA AGG AGT GGA CCA TCA TIC AAA TICT GTT AAC ACC TCA GIG CAT ATA TAT GAT
ACA- GCA CAT TCC TCA CCT GGT AGT AAG TTT AGA CAA TIG TGG AQT CAC GTA TAT ATA CTA
Cys Axrg Val Arg Ser Gly Pro Ser Phe Lys Sexr Val Asn Thr Ser Val Kis Ile Tyx Asp>

970 980 990 1000 1010 1020

* * w * L ] * » »* w 4 L 4 *
AAA GCA GGC CCG GGC GAG CCC AAA TICT 1IGT GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA CCG TGC CCA
TTT CGT COG GGC COG CTC GGG TIT AGA ACA CTG TIT TGA GIG TGT ACG GGT GGC ACG GGT
Lys Ala Gly Pro Gly Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thx His Thr Cys Pro Pro Cys Pro>

1030 1040 1050 1060 1070 1080
L]

. " " * * * " * *
GCA CCT GAA CTIC CTIG GGG GGA CCG TCA GTC TTC CTC

TTC
CGT GGA CTIT GAG GAC CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG AAG GGG GGT TIT GGG TIC CIG TGG
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val FPhe Leu Phe Prxo Pro Lys Pro Lys Asp Thx>

330775
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1090 1100 1110 1120 1130 1140

* * » » * ] * » * | ] L ] ¥

CTC ATG AIC TCC CGG ACC CCT GAG GIC ACA TGC GTG GIG GIG GAC GTG AGC CAC GAA GAC
GAG TAC TAG AGG GCC TGG GGA CTC CAG TGT ACG CAC CAC CAC CTG CAC TCG GTG CTT CIG
Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp>

1150 1160 1170 1180 1190 1200

* L 4 L [ ] » * w * * L * ]

CCT GAG GIC AAG TTC AAC TGG TAC GTG GAC GGC GTG GAG GTG CAT AAT GCC AAG ACA AAG
GGA CTC CAG TTC ARG TTG ACC ATG CAC CTG CCG CAC CIC CAC GTA TTA CGG TIC 1TGT TIC
Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys>

1210 1220 1230 1240 1250 1260

w * * * * * L * - L} * w
CCG CGG GAG GAG CAG TAC AARC AGC ACG TAC CGT GIG GTC AGC GTC CTC ACC GIC C1G CAC
GGC GCC CTC CIC GIC ATG T1G TCG TGC ATG GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC GIG
Pro Axg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr vVal Leu His>

1270 1280 1290 1300 1310 1320

* L ] [ ] * * - * L *® *
CAG GAC TGG CTG AAT GGC AAG GAG TAC AAG TGC AAG GIC TCC AAC AAA GCC CIC CCA GCC
GTC CTG ACC GAC TTA CCG TTIC CTC ATG TIC ACG TIXC CAG AGG TTG TTT CGE GQAG GGT CGG
Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala>

1330 1340 1350 1360 1370 1380

L | & ] w * L] - L] -* * w
CCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC AAA GGG CAG CCC CGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC
GGG TAG CIC TIT 1GG TAG AGG TTT OGG TIT CCC GTC GGG GCT CIT GGT GIC CAC ATG TGCG
Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr>

1390 1400 1410 1420 1430 1440

* * * w * * u *® * * *
CTG CCC CCA TCC CGG GAT GAG CTG ACC AAG AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CTG GTC AAA
GAC GGG GGT AGG GCC CTA CIC GAC TGG TIC TIG GIC CAG TOG GAC TGG ACG GAC CAG TIT
Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys>

1450 1460 1470 1480 1490 1500

« * * * * % * [ w * * *
GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GTIG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG COG GAG AAC AAC
COG AAG ATA GGG TCG CIG TAG CGG CAC CIC ACC CTC T0G TTA CCC GTC GGC CIC TIG TIG
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn>

1510 1520 1530 1540 1550 1560

L] w* ® * ] * » w w * w *

TAC AAG ACC ACG CCT CCC GTG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTIC TIC CTC TAC AGC AAG CIC
ATG TIC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CIG AGG CTG CCG AGG ARG ARG GAG ATG TCG TTC GAG
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyx Ser Lys Leu>

1570 1580 1590 1600 1610 1620

* * L 4 * * * * * ® * * -

ACC GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GIC TTC TCA TGC TCC GTG ATG CAT GAG
TGG CAC CTIG TIC TCG TCC ACC GTC GTIC CCC TTG CAG ARG AGT ACG AGG CAC TAC GTA CIC
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu>

330775
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1630 1640 1650 1660 1670
* » W * * » * - w »*

GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC CTC TCC CTG TCT CCG GGT AAA TGA

OGA GAC GTG TG GTG ATG TGC GTIC TIC TCG GAG AGG GAC AGA GGC CCA TTT ACT

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Sex Pro Gly Lys ***>

330775
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SEQ ID NO. 3

10 20 30 40 50 60
* * ® * » ® * ® * W ® w
ATG GTC AGC TAC TGG GAC ACC GGG GTC CTG CTG TGC GOG CTG CTC AGC TGT CIG CTT C1C
TAC CAG TCG ATG ACC CTG TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG TCG ACA GAC GAA GAG
Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser Cys Leu Leu Leu>

70 80 90 100 110 120

* * L 4 * * - * L] » * * ®*

ACA GGA TCT AGT TCC GGA GGT AGA CCT TTC GTA GAG ATG TAC AGT GAA ATC CCC GAA AIT
TGT CCT AGA TCA AGG CCT CCA TCT GGA AAG CAT CTC TAC ATA TCA CTIT TAG GGG CTT TAA
Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile>

130 140 150 160 170 180

® * * ] w * L} L - * w *

ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG CTC GIC ATT CCC TGC OGG GTT ACG TCA CCT AAC ATC
TAT GTG TAC TGA CIT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA TGC AGT GGA TTG TAG
Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val Thr Ser Pro Asn Ile>

190 200 210 220 230 240

® ® =® w * * * * = L w *
ACT GTT ACT TTA AAA AAG TTT CCA CTT GAC ACT TTG ATC CCT GAT GGA AAA OGC ATA ATC
TGA CAA TGA AAT TIT TIC AAA GGT GRA CIG TGA AAC TAG GGA CTA CCT TTT GCG TAT TAG
Thr Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr lLeu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile>

250 260 270 280 290 300

* * ® | * * L * * *®* " *
TGG GAC AGT AGA AAG GGC TIC ATC ATA TCA AAT GCA ACG TAC ARA GAA ATA GGG CIT CIG
ACC CTG TCA TCT TIC CCG AAG TAG TAT AGT TTA CGT TGC ATG TTT CTT TAT CCC GAA GAC
Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu Ile Gly Leu Leu>

310 320 330 340 350 360

w L] * * ] L 1 * * - L} * -
ACC TGT GAA GCA ACA GTC AAT GGG CAT TIG TAT AAG ACA AAC TAT CIC ACA CAT CGA CAA
TGG ACA CIT CGT TGT CAG TTA CCC GTA AAC ATA TTC TGT TTG ATA GAG TGT GTA GCT GTT
Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln>

370 380 390 400 410 420
* * w * ] w * * - -* - -
ACC AAT ACA ATC ATA GAT GTC CAA ATA AGC ACA CCA CGC CCA GTC AAA TTA CIT AGA GGC -
1GG TTA TGT TAG TAT CTA CAG GTT TAT TCOG 1IGT GGT GOG GGT CAG TTT AAT GAA TCT CCG
Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Gin Ile Ser Thr Pro Arg Pro Val Lys Leu Leu Arg Gly>

430 440 450 460 470 480

* * * w ] * ] * * * * L 4
CAT ACT CTT GTC CTC AAT TGT ACT GCT ACC ACT CCC TTG ARC ACG AGA GTT CAA ATG ACC
GTA TGA GAA CAG GAG TTA ACA TGA OGA TGG TGA GGG AAC TIG TGC TCT CAA GIT TAC TGG
His Thr Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Thr Thr Pro Leu Asn Thr Arg Val Gln Met Thr>

490 500 510 520 530 540

" * * » * * & w * * * *
TGG AGT TAC CCT GAT GAA ATT GAC CAA AGC AAT TCC CAT GOC AAC ATA TIC TAC AGT GIT
ACC TCA ATG GGA CTA CTT TAA CTG GTT TCG TTA AGG GTA CGG TTG TAT AAG ATG TCA CAA
Trp Ser Tyr Pro Asp Glu Ile Asp Gln Ser Asn Sex His Ala Asn Ile Phe Tyr Ser Val>
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550 560 570 580 580 600

L ] » * L ] - * * L w w [ ] w
CIT ACT ATT GAC AAA ATG CAG AAC AAA GAC AAA GGA CTT TAT ACT TGT CGT GTA AGG AGT
GAA TGA TAA CIG TTT TAC GTIC TIG TTT CIG TTT CCT GAA ATA TGA ACA GCA CAT TCC TCA
Leu Thr Ile Asp Lys Met Gln Asn Lys Asp Lys Gly Leu Tyxr Thr Cys Arg Val Arg Ser>

610 620 630 640 650 660

w w* - - * * L ] L » L { L ] *
GGA CCA TCA TTC AAA ICT GTT AAC ACC TCA GTG CAT ATA TAT GAT AAA GCA GGC CCG GGC
CCT GGT AGT ARG TTT AGA CAA TTG TGG AGT CAC GTA TAT ATA CTA TTT CGT CCG GGC COG
Gly Pro Ser Phe Lys Ser Val Asn Thr Ser Val His Ile Tyx Asp Lys Ala Gly Pro Gly>

670 680 690 700 710 720

* - * * * * w L] * w * *
GAG CCC AAA TCT TGT GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA CCG TGC CCA GCA CCT GAA CTC CIG
CIC GGG TTT AGA ACA CTG TTT TGA GIG TGT ACG GGT GGC ACG GGT CGT GGA CIT GAG GAC
Glu Pro Lys Sex Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu>

730 740 750 760 770 780

* - & * - [ ] - - L] * - w
GGG GGA COG TCA GTIC TIC CTC TIC CCC CCA ARA CCC AAG GAC ACC CIC ATG ATC TCC CGG
CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG AAG GGG GGT TTT GGG TTC CTG TGG GAG TAC TAG AGG GCC
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg>

790 800 810 820 830 840

w L] * ® ] * - | ] » w * -
ACC CCT GAG GTC ACA TGC GIG GTG GIG GAC GTG AGC CAC GAA GAC CCT GAG GTC AAG TIC
TGG GGA CTC CAG TGT ACG CAC CAC CAC CTG CAC TCG GTG CTT CTG GGA CTC CAG TTC AAG
Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe>

850 860 870 880 890 200

- * * * w L * * - ® * *

MAC TGG TAC GTG GAC GGC GTG GAG GIG CAT AAT GCC AAG ACA ARG CCG CGG GAG GAG CAG
TIG ACC ATG CAC CTG CCG CAC CTC CaC GTA TTA CGG TTC TGT TTC GGC GCC CTC CTC GIC
Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Alas Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln>

910 920 930 940 950 960

w * * w * * w * w * *®
TAC AAC AGC ACG TAC CGT GTG GTC AGC GTC CTC ACC GTC CTG CAC CAG GAC TGG CTG AAT
ATG TTG TCG TGC ATG GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC GTG GIC CTG ACC GAC TTA
Tyr Asn Ser Thr Tvr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn>

970 980 990 1000 ’ 1010 1020

w w* w * 4 ] - * - * » L ]
GGC AAG GAG TAC AAG TGC AAG GTC TCC AAC AAA GCC CTC CCA GCC CCC ATC GAG AAA ACC
CCG TTC CIC ATG TIC ACG TTC CAG AGG TTG TTT CGG GAG GGT CGG GGG TAG CTC TTT TGG
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pxo Ala Pro Ile Glu Lys Thr>

1030 1040 1050 1060 1070 1080

w » * » » - * w - » * *

ATC TCC AAA GCC AAA GGG CAG CCC CGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC CTG CCC CCA TCC CGG
TAG AGG TTT OGG TIT CCC GTC GGG GCT CIT GGT GIC CAC ATG TGG GAC GGG GGT AGG GCC
Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg>
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1090 1100 1110 1120 1130 1140
* * * * * * * " * * * *

GAT GAG CTG ACC AAG AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CTG GTC AAA GGC TTC TAT CCC AGC
CTA CTC GAC TGG TIC TIG GIC CAG TCG GAC TGG ACG GAC CAG TTT CCG AAG ATA GGG TCG
Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser>

1150 1160 1170 1180 1190 1200

* * * x * * L 4 ® w ] * *
GAC ATC GCC GTG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG ARC AAC TAC ARG ACC ACG CCT
CTG TAG CGG CAC CTC ACC CTC TCG TTA CCC GTC GGC CTC TTG TTG ATG TTC TGG TGC GGA
Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro>

1210 1220 1230 1240 1250 1260

| * »* * * * * * ® w * *
CCC GTG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TIC CIC TAC AGC AAG CIC ACC GIG GAC AAG AGC
GGG CAC GAC CTG AGGE CTG CCG AGG AAG AAG GAG ATO TOG TIC GAG TGG CAC CTG TTC TCG
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser>

1270 1280 1290 1300

| * »* | » * * L
AGG TOGG CAG CAG GGG AAC GTC TIC TCA TGC TCC GTG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC
TCC ACC GTC GTC CCC TTG CAG ARG AQT ACG AGG CAC TAC GTA CIC CGA GAC GIG TTG GIG
Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Sexr Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His>

1310 1320
*

1330 1340 1350
% * | ] * * * *
TAC ACG CAG ARG AGC CTC TCC CTG TCT CCG GGT ARA TGA
ATG TeC GTC TIC TCG GAG AGG GAC AGA GGC CCA TTT ALCT
Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys ***>
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SEQ ID NO. 4

10 20 30 40 50 60

* * L ] w * ] w w w L ] W [ ]
ATG GTC AGC TAC TGG GAC ACC GGG GIC CIG CTIG TGC GOG CTG CTC AGC TGT CTG CTT CIC
TAC CAG TCG ATG ACC CTG TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG TCG ACA GAC GAA GAG
Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser Cys Leu Leu Leu>

70 80 90 100 110 120

* | » * - - * * w - * -
ACA GGA TCT AGT TCC GGA GGT AGA CCT TIC GTA GAG ATG TAC AGT GAA ATC CCC GAA ATT
TGT CCT AGA TCA AGG CCT CCA TCT GGA AAG CAT CTC TAC ATG TCA CTT TAG GGG CTT TAA
Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg Pro Fhe Val Glu Met Tyr Sexr Glu Ile Pro Glu Ile>

130 140 150 160 170 180

L » L | ] * w L - w - -
ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG CTC GIC ATT CCC TGC CGG GTIT ACG TCA CCT AAC AIC
TAT GTG TAC TGA CTT CCT TCC CIC GAG CAG TAA GGG ACG GOC CAA TGC AGT GGA TTG TAG
Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Axrg Val Thr Ser Pro Asn Ile>

190 200 210 220 230 240

L L * w - * ] ® L 4 * *
ACT GTT ACT TTA ARA ARG TTIT CCA CIT GAC ACT TTG ATC CCT GAT GGA AAA CGC ATA ATC
TGA CAA TGR AAT TTIT TTC AAA GGT GAA CTG TGA AAC TAG GGA CTA CCT TTT GOG TAT TAG
Thr Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro lLeu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile>

250 260 270 280 290 300

» * * w * * L ® L ] ® - *
TGG GAC AGT AGA AAG GGC TTC ATC ATA TCA AAT GCA ACG TAC AAA GAA ATA GGG CTT CTG
ACC CTG TCA TCT TTIC CCG AAG TAG TAT AGT TTA CGT TGC ATG TTIT CTT TAT CCC GAA GAC
Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu Ile Gly Leu Leu>

310 320 330 340 350 360

L] * * * * * L L * * * *
ACC TGT GAA GCA ACA GIC AAT GGG CAT TTG TAT AAG ACA AAC TAT CTC ACA CAT CGA ChA
TGG ACA CIT CGT TGT CAG TTA CCC GTA AAC ATA TIC 1TGT TTG ATA GAG TGT GTA GCT GIT
Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln>

370 380 390 400 410 420

- w w * ] * w - w w w *
ACC AAT ACA ATC ATA GAT GTC CAA ATA AGC ACA CCA CGC CCA GTC AAA TTA CIT AGA GGC
1GG TTA TGT TAG TAT CTA CAG GTT TAT TCOG TGT GGT GOG GGT CAG TTT AAT GAA TCT CCG
Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Gln Ile Ser Thr Pro Arg Pro Val Lys Leu Leu Arg Gly>

430 440 450 460 470 480

* * * * * ] * - * L] W w*
CAT ACT CTT GIC CIC AAT TGT ACT GCT ACC ACT CCC TTG AAC ACG AGA GIT CAA ATG ACC
GTA TGA GAA CAG GAG TTA ACA TGA CGA TGG TGA GGG AAC TTG TGC TCT CAA GTT TAC TGG
His Thr Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Thr Thr Pro Leu Asn Thr Arg Val Gln Met Thx>

490 500 510 520 530 540

* w w L ] * * * ® » - L ]
TGG AGT TAC CCT GAT GAA AAA AAT AAG AGA GCT TCC GTA AGG CAA CGA ATT GAC CAA AGC
ACC TCA ATG GGA CTA CTT TTT TTA TIC TCT CGA AGG CAT TCC GCT GCT TAA CTG GTT TCG
Trp Ser Tyr Pro Asp Glu Lys Asn Lys Arg Ala Ser Val Arg Arg Axg Ile Asp Gln Sex>



70

550 560 570 580 590 600
| ] w ] L ] * * w * * * w *
AAT TCC CAT GCC AAC ATA TIC TAC AGT GIT CTT ACT ATT GAC AAA ATG CAG AAC AAA GAC
TTA AGG GTA CGG TTG TAT AAG ATG TCA CAA GAA TGA TAA CIG TTT TAC GIC TIG TTT CTG
Asn Ser His Ala Asn Ile Phe Tyr Ser Val Leu Thr Ile Asp Lys Met Gln Asn Lys Asp>

610 620 630 640 650 660
» »* * » * - * ] ] » - *
AAA GGA CTT TAT ACT TGT CGT GTA AGG AGT GGA CCA TCA TTC AAA TCT GIT AAC ACC TCA
TIT CCT GAA ATA TGA ACA GCA CAT TCC TCA CCT GGT AGT ARG TTIT AGA CAA TIG TGG AGT
Lys Gly Leu Tyr Thr Cys Axg Val Arg Ser Gly Pro Ser Fhe Lys Ser vVal Asn Thxr Ser>

670 680 690 700 710 720

L L * ] * ® L ] L ] L ] L ] * w

GTG CAT ATA TAT GAT AAA GCA GGC CCG GGC GAG CCC ARA TCT TGT GAC AARA ACT CAC ACA
CAC GTA TAT ATA CTA TTT CGT CCG GGC CCG CIC GGG TTT AGA ACA CIG TTT TGA GTG TGT
Vval His Ile Tyr Asp Lys Ala Gly Pxo Gly Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr>

730 740 750 760 770 780
&* - - * w & L ] * - - [ ] L
TGC OCA COG TGC CCA GCA CCT GAA CIC CTG GGG GGA CCG TCA GTC TIC CIC TIC CCC CCA
ACG GGT GGC ACG GGT COGT GGA CTT GAG GAC CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG AAG GGG GOT
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Clu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Fro>

790 800 810 820 830 840

- W * * w * » L 4 * 4 L ] L}

ARA CCC ANG GAC ACC OTC ATG ATC TCC CGG ACC CCT GAG GIC ACA TGC GTG GTG GG GAC
TIT GGG TIC CTG TGG GAG TAC TAG AGG GCC TGG GGA CTIC CAG TGT ACG CAC CAC CAC CIG
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thx Cys Val Val Val Asp>

850 860 870 880 890 200
| ] » - * ® * * * L w * ®
GTG AGC CAC GAA GAC CCT GAG GTC AAG TIC AAC TGG TAC GIG GAC GGC GTG GAG GIG CAT
CAC TOG GTG CTT CTG GGA CTC CAG TIC AAG TTG ACC ATG CAC CTG CCG CAC CTC CAC GTA
Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Fhe Asn Trp Tyx Val Asp Gly Val Glu Val His>

910 920 930 9540 950 960
* | * * * * w * L ] » * *
AAT GCC AAG ACA AAG OCC OGG GAGS GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC OGT GTG GIC AGC GIC
TTA CGG TIC TGT TIC GGC GCC CTC CIC GTIC ATG TTG TCOG TGC ATG GCA CAC CAG TCG CAG
Asn Ala Lys Thr Lys Prxo Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Axg Val Val Ser Val>

970 980 990 1000 1010 1020
» * * w * 4 L L * * » *
CTC ACC GTC CTG CAC CAG GAC TGG CTG AAT GGC ARG GAG TAC AAG TGC AAG GTIC TCC ARC
GAG TGG CAG GAC GTG GTC CTG ACC GAC TTA CCG TTC CTC ATG TIC ACG TTC CAG AGG T1TG
Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn>

1030 1040 1050 1060 1070 1080
L] » * * - » » L] » * » *
AAA GCC CTC CCA GCC CCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC AMA GGG CAG CQCC CGA GAA
TIT CGA GAG GGT CGG GGG TAG CIC TTT TGA TAG AGG TTIT OGG TIT OCC GIC GGG GCT CIT
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu>
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1090 1100 1110 1120 1130 1140
® - w L] L ] * * * -« w w ®
CCA CAG GTG TAC ACC CTG CCC CCA TCC OGG GAT GAG CTG ACC AAG AAC CAG GIC AGC CTG
GGT GTC CAC ATG TGG GAC GGG GGT AGG GCC CTA CTC GAC TGG TIC TIG QIC CAG TCG GAC
Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu>

1150 1160 1170 1180 1190 1200

* L ] * w * * * L w w L w
ACC TGC CTG GTC ARA GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GTG GAG TGG GAG AGC AAT GGG
TGG ACG GAC CAG TTT CCG AAG ATA GGG TCG CTG TAGC CGG CAC CTC ACC CIC TOG TTA €CCC
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Txp Glu Ser Asn Gly>

1210 1220 1230 1240 1250 1260

]  J [ ] L * L L * * * * *
CAG CCG GAG AAC AAC TAC AAG ACC ACG CCT OCC GIG CIG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TIC
GIC GGC CTC TTG TG ATG TIC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CTG AGG CIG CCG AGG AAG ANG
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Sexr Asp Gly Ser Phe Phe>

1270 1280 1290 1300 1310 1320

* L w * ] ® » * * * L ] *
CTC TAC AGC AAG CTC ACC GTG GAC ANG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GTIC TIC TCA TGC
GAG ATG TCG TIC GAG TGS CAC CTG TIC TOG TCC ACC QIC GTC CCC TIG CAG AAG AGT ACG
Leu Tyr Sex 1Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Axg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys>

1330 1340 1350 1360 1370 1380
* » * ® * * L * L ] *
TCC GTG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC CIC TCC CTG TCT CCG
AGG CAC TAC GTA CTC CGA GAC GTIG TIG GIG ATG TGC GTC TTIC TOG GAG AGG GAC AGA GGC
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser lLeu Ser Pro>

L]
GGT AAA TGA
CCA TIT ACT
Glym | 11
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SEQ ID NO. 5

10 20 30 410 50 60

»* * w ] » * * [ w w L *

ATG GTC AGC TAC TGG GAC ACC GGG GTC CTA CTG TGC GCG CTG CTC AGC TGT C1G CTT CIC
TAC CAG TOG ATG ACC CTIG TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG TCG ACA GAC GAA GAG
Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser Cys Leu Leu Leu>

70 80 90 100 110 120

L] » w * - » L * = w * L

ACA GGA TCT AGT TCA GGT TCA AAA TTA AAA GAT CCT GAA CTG AGT TTA AAA GGC ACC CAG
TGT CCT AGA TCA AGT CCA AGT TTT AAT TTT CTA GGA CTT GAC TCA AAT TIT COG TGG GTC
Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ser Lys Leu Lys Asp Pro Glu Leu Ser Leu lys Gly Thr Gln>

130. 140 150 160 170 180

* * - 1 *® * ® * L] [ -’

CAC ATC ATG CAA GCA GGC CAG ACA CTG CAT CTC CAA TGC AGG GGG GAA GCA GCC CAT ARA
GTG TAG TAC GIT CGT CCG GTC TGT GAC GTA GAG GIT ACG TCC CCC CTT CGT CGG GTA TTT
His Ile Met Gln Ala Gly GIln Thr Leu His Leu Gln Cys Arg Gly Glu Ala Ala His Lys>

190 200 210 220 230 240

w w L t § ® +* - - & w * w

T6GG TCT TTG CCT GAA ATG GTG AGT AAG GAA AGC GAA AGG CTG AGC ATA ACT AAA 71CT GCC
ACC AGA AAC GGA CIT TAC CAC TCA TIC CTT TCG CTT TCC GAC TCG TAT TGA TTT AGA CGG
Trp Ser Leu Pro Glu Met Val Ser Lys Glu Ser Glu Arg Leu Ser Ile Thr Lys Ser Ala>

250 260 270 280 290 300

L ] * * * ] L * * »* w * *

TGT GGA AGA AAT GGC AAA CAA TTC TGC AGT ACT TTA ACC TTG AAC ACA GCT CAA GCA AAC

ACA CCT TCT TTA CCG TTT GTT AAG ACG TCA TAA AAT TGG AAC TTG TGT CGA GTT CGT TIG
Cys Gly Arg Asn Gly Lys Gln Fhe Cys Ser Thr Leu Thr Leu Asn Thr Ala Gln Ala Asn>

310 320 330 340 350 360

» L] L ] L ] w | * * w* L] * *
CAC ACT GGC TIC TAC AGC TGC AAA TAT CTA GCT GTA CCT ACT TCA AAG AAG AAG GQAA ACA
GIG TGA COG AAG ATG TCG ACG TTT ATA GAT CGA CAT GGA TGA AGT TTC TTC TIC CTT TGT
His Thr Gly Phe Tyr Ser Cys Lys Tyr Leu Ala Val Pro Thr Ser Lys Lys Lys Glu Thr>

370 380 390 400 410 420
* w» * * W L ] ] L ] » * * [ ¢
GAA TCT GCA ATC TAT ATA TIT ATT AGT GAT ACA GGT AGA CCT TTC GTA GAG ATG TAC AQGT
CTT AGA OGT TAG ATA TAT AAA TAA TCA CTA TGT CCA ICT GGA AAG CAT CTC TAC ATG TCR
Glu Ser Ala Ile Tyr Ile Phe Ile Sexr Asp Thr Gly Arg Pro Phe Val Qlu Met Tyr Ser>

430 440 450 460 470 480

W * - * | 4 * w L ¢ * . 2 - w

GAA ATC CCC GAA ATT ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG CTC GTC ATT CCC TGC CGG QTT
CIT TAG GGG CTT TAA TAT GIG TAC TGA CIT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA
Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val>

490 500 S10 520 530 540

* * +* * * * » * L 1 L ] L] L

ACG TCA CCT AAC ATC ACT GTT ACT TTA AAA AAG TTT CCA CTT GAC ACT TIG ATC CCT GAT
TGC AGT GGA TTG TAG TGA CAA TGA AAT TTT TIC AMA GGT GAA CTG TGA AAC TRG GGA CTA
Thr Ser Pxro Asn Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys Fhe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp>
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550 560 570 580 590 600

* * * * * | { w - w L ] ®
GGA AAA CGC ATA ATC TGG GAC AGT AGA ARG GGC TIC ATC ATA TCA AAT GCA ACG TAC AAA
CCT TIT GCG TAT TAG ACC CTG TCA TCT TIC CCG AAG TAG TAT AGT TTA CGT TGC ATG TIT
Gly Lys Arg Ile Ile Txp Asp Ser Axrg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys>

610 620 630 640 650 660

* * L ] * » * ® w » * * -

GAA ATA GGG CTT CTG ACC TGT GAA GCA ACA GTC AAT GGG CAT TTG TAT ANG ACA AAC TAT
CIT TAT CCC GAA GAC TGS ACA CTT COGT TGT CAG TTA CCC GTA AAC ATA TTC TGT TTG ATA
Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr>

670 680 690 700 710 720

w ] w - [ ] * L ] L ] » * - ®

CTC ACA CAT CGA CAA ACC AAT ACA ATC ATA GAT GTC CAA ATA AGC ACA CCA CGC CCA GIC
GAG TGT GTA GCT GTT TGG TTA TGT TAG TAT CTA CAG GTT TAT TOG TGT GGT GOG GGT CAG
Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Gln Ile Ser Thr Pro Axrg Pro Val>

730 740 750 760 770 780

* - - ® ® ® * * » = * [ 4
ABA TTA CTT AGA GGC CAT ACT CTT GTC CTC AAT TGT ACT GCT ACC ACT CCC T1G ARC ACG
TTT AAT GAA TCT COG GTA TGA GAA CAG GAG TTA ACA TGA CGA TGG TGA GGG ARC TTG IGC
Lys Leu Leu Arg Gly His Thr Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Thr Thr Pro Leu Asn Thr>

790 800 810 820 830 840

L ] * L ] - * ] * w L w ®

AGA GTIT CAA ATG ACC TGG AGT TAC CCT GAT GAA AAA AAT AAG AAC GCT TOC GTA AGG CGA
TCT CAA GIT TAC TGA ACC TCA ATG GGA CTA CIT TIT TTA TTC TTG CGA AGG CAT TCC GCT
Arg Val Gln Met Thr Txp Ser Tyr Pro Asp Glu Lys Asn Lys Asn Ala Sexr Val Axg Arg>

850 860 870 880 890 900

L] ] * = ® * & * * - « *

CGA ATT GAC CAA AGC AAT TCC CAT GCC AAC ATA TIC TAC AGT GTT CIT ACT ATT GAC AAA
GCT TAA C1IG GTT TOG TTA AGG GTA OGG TIG TAT AAG ATG TCA CAA GAA TGA TAA CTG TIT
Arg Ile Asp Gln Ser Asn Ser His Ala Asn Ile Phe Tyr Ser Val Leu Thr Ile Asp Lys>

910 920 930 940 950 960

* * W * * w * ® - & * | ]
ATG CAG ARC AAA GAC AAA GGA CTT TAT ACT TGT CGT GTA AGG AGT GGA CCA TCA TTC AAA
TAC GIC TIG TTT CIG TTT CCT GAA ATA TGA ACA GCA CAT TCC TCA CCT GGT AGT AAG TIT
Met Gln Asn Lys Asp Lys Gly Leu Tyr Thr Cys Axg Val Arg Sexr Gly Pro Ser FYhe Lys>

970 980 990 1000 1010 1020

* » w * » * L * w * * *
TCT GTT AAC ACC TCA GTG CAT ATA TAT GAT AAA GCA GGC CCG GGC GAG CCC AAA TCT TGT
AGA CAA TTG TGG AGT CAC GTA TAT ATA CTA TIT COT CCG GGC COG CTC GGG TTIT AGA ACA
Ser Val Asn Thr Ser Val His Ile Tyr Asp Lys Ala Gly Pro Gly Glu Pro Lys Ser Cys>

1030 1040 1050 1060 1070 1080

w * * * L ] * w * » w * *
GAC AMA ACT CAC ACA TGC CCA CQG TGC OCA GCA CCT GAA CIC CTG GGG GGA CCG TCA GIC
CTG TTT TGA GTG TGT ACG GGT GGC ACG GGT CGT GGA CTT GAG GAC CCC CCT GGC AGT CAG
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Sexr Val>
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" " * * * * * " * » " *

TIC CTC TIC CCC CCA AAA CCC AAG GAC ACC CTC ATG ATC TCC CGG ACC CCT GAG GTC ACA
AAG GAG AAG GGG GGT TIT GGG TIC CIG TGG GAG TAC TAG AGG GCC TGG GGA CTC CAG TGT
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr>

1150 1160 1170 1180 1190 1200

L] * * ’ w ® L] - n - L] * L]

TGC GTG GTG GTG GAC GTG AGC CAC GAA GAC CCT GAG GTC ARG TTC AAC TGG TAC GTG GAC
ACG CAC CAC CAC CTG CAC TCG GTG CIT CIG GGA CTC CAG TTIC AAG TIG ACC ATG CAC CTG
Cys val val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Txp Tyr Val Asp>

1210 1220 1230 1240 1250 1260

* * * L w * * * ® w L ] w
GGC GTG GAG GTG CAT AAT GOC AAG ACA AAG COG CGG GAG GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC
CCG CAC CTIC CAC GTA TTA CGG TTC TGT TIC GGC GCC CTC CIC GIC ATG TIG TCG TGC ATG
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyxr>

1270 1280 1290 1300 1310 1320

- * * * ] ® ] * w w* w ®
QGT GIG GIC AGC GIC CTC ACC GIC CIG CAC CAG GAC TGG CTG AAT GGC AAG GAG TAC AAG
GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC GTG GTC CTG ACC GAC TTA COG TTC CIC ATG TIC
Axg Val Val Ser val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys>

1330 1340 1350 1360 1370 1380

* ] L] * w* 4 ] w* * L] * *
TGC AAG GTC TCC AAC AAA GCC CTC CCA GCC COCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC AAA
ACG TTC CAG AGG TIG TIT CGG GAG GGT CGG GGG TAG CIC TIT TGG TAG AGG TIT CGG TIT
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala P¥o Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys>

1390 1400 1410 . 1420 1430 1440

* * * * ® ® * L ] * * w ®
GGG CAG CCC OGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC CTG CCC CCA TCC CGG GAT GAG CTG ACC ARG
QCC GTC GGG GCT CTIT GGT GIC CAC ATG TGG GAC GGG GGT AGG GCC CTA CTC GAC TGG TIC
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pxo Ser Axg Asp Glu Leu Thr Lys>

1450 1460 1470 1480 1490 1500

* ] L] * L 4 %® * w w w * *
AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CTIG GIC AAA GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GIG GAG
TIG GIC CAG TCG GAC TGA ACG GAC CAG TTT CCG AAG ATA GGG TCG CTG TAG CGG CAC CIC
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Fhe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu>

1510 1520 1530 1540 iss50 1560

L ] w * * * * * w * L] L ] L

TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC TAC AAG ACC ACG CCT CCC GTG CTG GAC TCC
ACC CIC TCG TTA CCC GIC GGC CTC TTG TIG ATG TTC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CIG AGG
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser>

1570 1580 1590 1600 1610 1620

* * * * * * * * L ] [ * *
GAC GGC TCC TTC TIC CTC TAC AGC AAG CTC ACC GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG
CTG CCG AGG AAG AAG GAG ATG TCG TTC GAG TGG CAC CIG TIC TCG TCC ACC GTC GIC CCC
Asp Gly Ser Phe Fhe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIln Gln Gly>
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1630 1640 1650 1660 1670 1680
* * » * - * . * N * ™ *

AACGTCTPCMNCECG‘!GANCATGMGCTCNCACAMCACTACACGCAGMA@C
'I'IGCMAAGMTACGAGGCBCTACGTACNCGAGACGTGMGMANNCGWMM
Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser>

1690 1700
* - * *
Lot Ser Lisw Sexr ¥xo Gly lys ¥++5»
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SEQ ID NO. 6

MV S Y
1 4
>
>BspEI_bridge
90 100 110 120 130 140| 150 160

TGUAGACACCOEEGTCCTGC TETACGCECTCCTCAGCTGTCTGCTTC TCACAGGATC TAGTTCCGGAGGTAGACC TTTOGT
ACCCTSTGGCCCCAGAACGACACGCOCAACGAGTCAACAGACGAAGAGTGTCCTAGATCAAGGCCTCCATC TGGAAAGCA
WDTGVLILCALLSCLTLILTGS s

JFLT1 S5 >
S &
>
G R P F V>
k3§
>
170 180 190 200 210 220 230 240

AGAGATGTACAGTGARATCCCCGAAATTATACACATGAC TCAAGCAAGCGAGCTORTCATTCCCTECOGOGTTACGTCAC
TCTCTACATCICACT T TAGGGSC T TAATATGTG TAC TGACTTCC T TCCOTCGAGCAGTANGGHACGGCCCARTGCAGTG
E MY S EI PETIIHMTEGRELUVTIPCUCRUYT S

HFLT1 D2 -

250 260 270 280 250 300 310 320

TTUGGGhAGEmGE!ﬂmGﬁTIAGGETGCﬂmGETTCET1mECGOGBaGAC@GGACACTTOGTTG?CAGEEAGGGG!AAACNT
K G FIISNATV YIXKETIOGCLLTCIEATVNGHIL Y
111

__HFLTY D2, >

Amwmmmmmmmm
KT NVYLTHROQTNTTITID
HFLT1 D2 >

V VL S PSHGTIE L
137
HFLK1 D3 >




330775

77

490 500 510 520 530 540 550 S60
CTGTTGGRGAAAAGCTTGTCTTAAATTGTACAGCAAGAACTGAACTARATG TGGCGATTGAC TTCAACTGGGAATACCCT

GACAACCTCTTTTCGAACAGAATTTAACATGTCGTTC TTGACTTGATTTACACCCCTAACTGAAGTTGACCCTTATGGGA
S VGEIXTLVYVYLNCTARTETLNVGTIDUFNWETY P
164

HFLX1 D3 >

570 580 590 600 610 620 630 640
TCTTCGAAGCATCAGCATAAGAAACTTGTAAACCGAGACCTAAAAACCCAGTCTGGGAGTGAGATGAAGAAATTITIGAG
AGAAGCTTCGTAGTCGTATICTTTGAACATTTGGCTCTGGATTTTTGGGTCAGACCCTCACTC TACTTCTTTAAAAACTC
S S K HQ HXKKULVNIZ RDLIKTUQS8SG S EMIEKIT KV FL S

191
HFLKL D3, >

650 660 670 680 690 700 710 720
CACCTTAACTATAGATCGTGTAACCOGGAGTGACCAAGGATTG TACACCTGTGCAGCATCCAGTGGGCTGATGACCAAGA
CTGGAATTGATATCTACCACATTGGGCCTCACTGGTTOC TAACATATGGACACGTCGTAGGTCACCCAACTACTGGTTCT

T L TIDGV VTR SDOQGLY YT CAASS S GTLMTK
217

HFLX1 D3 >

K NS TF VRV HE K

—HFLK1 D3 >
G P &
>
D K THTOC CUP P CP A P B
244
FCACL (A) >
810 820 830 840 850 860 870 880

CTCCTGGGEGGACCETCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATC TCCCGGACCCCTGAGGTCAC
GAGGACCCCCCTGGOAGTCAGAAGGAGAAGAGGES TTTICOS T TCCTGTGGCAGTAC TAGAGGGCCTGGEGACTOCAGTG
I LGG P SV FLFPP XK PKDTLMTISUZRTZPEUVT

271

FCAC1(A) >

CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH»
297
FCAC1(A) . >

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
324

FCAC1 (A) >
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1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCARAAGCCAA
GACTTACCGTTCCTCATGTTCACGTTCCAGAGGTTGT TTICGCGAGCGGTCGGCACTAGCTC TTTTGGTAGAGGTTTCGGT T
L NG KEZY K CKV Y SNIKALUPAPTITEIKTTISI KA AIK

351
FCAC1 {A) >
>A>C_A_allotype
>G>T_A_allolype
1130 1140 1150 1160 1170 I 1180 1190 1200

AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCOGGAATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCT
TCCORTOGGEGCTCTTGGTGTCCACATCTGGAACGEGGETAGGGCCCTACTCGACTOGTTCTTGGTCCAGTCGGACTGGA
G Q PREPOQVYTLUPUZPS SR RDE ETLTI KNA OV SL T

377
FCAC1 (A) >

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
GCCTGGTCAAAGGCTTC TATCCCAGCGACATCGCOGTGAAGTCGCAGAGCCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACC
CGGACCAGTTTCOGAAGATAGGGTCGCTGTAGCGGCACCTCACCCTCTCGTTACCCGTCGGCCTCTTIGTTGATOTTICTGG
C LV KGPFPFYUPSDIA AV EWES SNG GO QZPENNYK T

404
FCAC1 (A) >

>T>C
|

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
ACGOCTCCCATGCTGGACTCCGACGECTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGCTCGCAGCAGGSE
TGCGGAGGGCACGACCTGACGCTCCCGAGGAAGARGGAGATATCGTTCGAGTGGCACCTGTTCTCATCCACCGTCOGTCCC
T P P VLD S DG SPF FLY S KULTVYDI KT S RWOQO QG
431
FCACL1(a) >

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
GAACGTCTTCOTCATGCTCOGTGATCCATGACGCTCTGCACAACCAC TACACGCAGAAGAGCC TCTCCCTGTCTCCGAGTA
CTTGCAGAAGAGTACGAGGCACTACGTACTCCGAGACATCTTGGTGATGIGCETC T TC TCGGAGAGGGACAGAGGCCCAT

N VF SCSVMUHEEALHNU HYTO QIKSLSTLSUZP G
457
FCACL (A) >

>NotI_site
J
|1450
AATGAGCGGCCGC
TTACTCGCCGGCG
K *>
458
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SEQ ID NO. 7

>EcoRI_site

WDTGVLLCALTLS ST CLYULTLTGS s

FLT1 SIGNAL SEQUENCE >
s &
—
G R P F VWV
al
>
170 180 190 200 210 220 230 240

AGAGATOTACAGTGAAATCCOOGAAATTATACACATGACTGAAGAAAGGGAGCTOGTCATTCOCTGOOGGGTTACGTCAC
TCTCTACATGTCACTTTAGGGGCTTTAATATG TG TACTGACTTOCT TCCCTCAAGCAGTAAGGGACGGCCCAATGCAGTG
EMYS EI PEIIHMTEGRIETLVTIZPCRUVT s

57
FLT1 IG DOMAIN 2 >

250 260 270 280 290 300 310 320
CTAACATCACTGTTACTTTAAAAARGTTTCCACTIGACACTTTGATCCCTGATGGAAARCGCATAATCTGGGACAGTAGA
GATTGTAGTGACAATGAAATTTTTTCAAAGGTGAACTGTGAAACTAGGGACTACCT TITGOCTATTAGACCCTGTCATCT
P NITV?TILIEXKIE KTPFZPLDTULIZPDGI XU RTITIWDS R

84
FLT1 IG DOMAIN 2 ‘ >

330 340 350 360 370 380 390 400
ARGGGCTTCATCATATCAAATGCAACGTACAAAGARATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAATGGGCATTTGTA
TTCOCGAAGTAGTATAGTTTACCTTGCATGT I TCTTTATCCOGAAGACTGGACACTTCGTTGTCAGTTACCCGTAAACAT

K GFITISNATTYKETIGLILTCEATVNGHTELYW
_ 111
FLT1 IG DOMAIN 2 >

410 420 430 440 450 460 470 480
TAAGACAARCTATCTCACACATCGACAAACCAATACARTCATAGATATCCAGCTGTTGCCCAGGARGTCGCTGGAGCTGC
ATTCTIGTTTGATAGAGTGTGTAGCTGTTIGGTTATGTTAGTATCTATAGGTCGACAACGGGTCCTTCAGCGACCTCGACG

KTNYLTHUROTNTTITID
FLT1 IG DOMAIN 2 >
I QLUL PRIK GSTILTE L
137
—VEGFR3 (FLT4) IG DOMAIN 3 >
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490 500 510 520 530 540 550 560
TGGTAGGGGAGAAGCTGCTCCTCAACTGCACCCTG TGGCCTGAGT T TAACTCAGGTGTCACCTTTGACTGGGACTACCCA
ACCATCCCCTCTTCGACCACGAGTTGACCTGGCACACCCGACTCAAAT TGAGTCCACAGTGGAAACTGACCCTGATGGGT
L VGEKXKTLVILNCTVWAEVFNSGV VTV FUDWDY P>

lé4
VEGFR3 (FLT4) IG DOMAIN 3 >

570 580 590 600 610 620 630 640
GGGAAGCAGGCAGAGOGCGGTANGTEGGTGCCOGAGCOGACGCTCCCAACAGACCCACACAGAACTCTCCAGCATCCTGAC
CCCTTCGTCCGTCTCGCCCCATTCACCCACGEGC TOGCTGCGAGGGTTG TCTGGAGTG TG TCTTGAGAGGTCGTAGGACTG

G KQA ERGIK®WYPERIRSQQTHTETLSSTIULT
191
VEGFR3 (FLT4) IG DOMAIN 3 . >

650 660 670 680 690 700 710 720
CATCCACAACGTCAGCCAGCACGACCTCCGCTCATATCTGTGCAAGGCCAACAACGGCATCCAGCAAT TTCGGGAGAGCA
GTAGGTGTTGCAGTCGGTCGTGCTGGACCCGAGCATACACACAT TCOGGTTOTIGCCOTAGGTCGCTAAAGCCCTCTCGT

I HNV S QHDLGS YVCI KA ANNDNGTIU QRPFRE S
217
VEGFR3 (FLT4) IG DOMAIN 3 >

730 740 750 760 770 780 790 800
CCGRAGGTCATTCTGCATGARAATGGCCCGGGCGACAAAAC TCACACATGCCCACOGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGCICCAGTAACACG TACTT T TACCGGGCCOGCTGT P ITGAGTG TG TACGEETIGCACGGGTCGTGGACTTGAGGACCCC
T EV IV HE N
—VEGFR3 (PLT4) IG___>

G P G
>
DKTHTCPPRECPAPETLTL G
244
FCACL - A ALLOTYPE. >
810 820 830 840 850 860 870 880

GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCANGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCOCTGAGGTCACATGCGTGGT

CCTGGCAGTCAGAAGGAGAAGGGAGATTTTCGETTCCTCTGOGAGTACTAGAGAGCC TGGGGACTCCAGTGTACGCACCA
G PSV FLPFPFPPXKPXKDTLMTI SRT?®?P?EVTCV VWV
271

FCAC1 - A ALLOTYPE >

850 900 910 920 930 940 950 960
GGTGGhCGEGmGCCACGAAGACCCTGaGGﬂCAAGTTCaACTGGﬂACGTGGhOGGGGBGGBGGTGCAQAAEGCCAAGACAA
SCAL: CCATGCACCTGCCGCACCTCCACGTATTACGGTTCTGTT

vV D V' S ﬂ E D P EVRKFNWYVDGY EVHNAIKTTD
297

FCAC1 - A ALLOTYPE_ >

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

K PR EEOQYNSTYZRVV S V L T V L H Q D W’ L N G
324
__FCAC1 - A ALLOTYPE_ >
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1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCC
TTCCTCATGTTCACGTTCCAGAGGTTOT T TCCGGAGGCTCGGAGGTAGC TCT TTTCGTAGAGGTTTCAGTTTCCCGTOGG

K EYKC KV SNIE XRKALPAPTIEIKTTISIZ KU ATI KGN QDP

351
FCAC1 - A ALLOTYPE >
>A>C_A_allotype
>G>1Lﬁhgllolype
1130 1140 1150 1160 ‘117g 1180 1190 1200

COGAGAACCACAGGTCTACACCCTGCCCCCATCCOGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
GACTCTTGGTGTCCACATGTGGGACCGEEETAGGCCCCTACTOGACTCGTTC T TG TOCAGTCGGACTGGACGGACCAGT
REPQV YTLPUPSRDELTIU RKNQQVSLTCL W

377
FCAC1 - A ALLOTYPE, >

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
AAGGCTICTATCCCAGCGACATCGCOGTGGAGTCEGAGRGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAANGACCACACOTCCC
TTCCGAAGATAGGCTCGCTOTAGOGGCACCTCACCCTCTCGTTACCCG TCGGCCTC T ICT TGATCT TCTGETGCGGAGGE
K G FYPSDIAVEWES SNGOQPENNYI KTT?P P

404
FCAC1 - A ALLOTYPE >
>T>C
|
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

GTCCTOAACTCCGACGGCTCCTTCTTCC TCTATAGCAAGCTCACOGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGCGEAACGTCTT
CACGACCTGAGGCTGOOGAGGAAGAAGGAGATATCGTTCGAGTGACACCTETTC TCGTCCACCATCATCCCCTTGCAGAA
VLD SDGSP P FLYSI KLTVDI XS SU RWOQQGNVPF

431
FCAC1 - A ALLOTYPE >
>NotI_site
|
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

CTCATACTCOGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC CACTACACGCAGAAGAGC CTCTCOCTGTCTCCGGGTAAATGAGCGG
GAGTACGAGGCACTACGTACTCCGAGACGTGTTGGTGATGTGCCTCTTCTCGGAGAGGGACAGAGGCCCATTTACTCGCC
S C S VMHEKEALHRHNU HYTO QK GSUILSTLSPGIK *
455
FCAC1 - A ALLOTYPE >




82

SEQ ID NO. 8

10 20 30 ] 50 60
* ] w * " *
ATG GIC AGC TAC TGG GAC ACC GGG GIC CIG CIG TGC GOG CTG CTC AGC TGT CIG CIT CIC
TAC CAG TCG ATG ACC CTG TGG CCC CAG GAC GAC ACG OGC GAC GAG TCG ACA GAC GAA GAG
M V S Y W DTG V L L €CALIL S CUL L I
1 5 hFLT1l SIGNAL SBQUENCE, 15 20>
70 80 90 100 110 120
w * w * * *

ACA GGA TCT AGT TCC GGA AGT GAT ACC GGT AGA CCT TTC GTA GAG ATG TAC AGT GRA ATC
TGT CCT AGA TCA AGG CCT TCA CTA TGG CCA TCT GGA AAG CAT CIC TAC ATG TCA CIT TAG
T G S S § &
21_hFLT1 SIGNAL SED 26>

S DT 6 R P F V E M Y S E I

2730 __hFUT IG DOMAIN 2 40>
130 140 150 160 170 180
* * * * ® *

CCC GAA ATT ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG CIC GTC ATT COC TGC OGG GIT ACG TCA
GGG CTT TAA TAT GIG TAC TGA CIT CCT TCC CIC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA TGC AGT
P E I I H M T E 6 R BE L VvV I P €C R V T &
41 45 hFLT1 IG DOMAIN 2 _55, 60>

190 200 210 220 230 240
» * * * * *
CCT ARC ATC ACT GTT ACT TTA AAA AAG TTT CCA CIT GAC ACT TIG ATC CCT GAT GGA AAA
GGA TTG TAG TGA CAA TGA AAT TIT TIC AAA GGT GAA CIG TGA AAC TAG GGA CTA CCT TTT
P N I T VvV T L K XK F P L D T L I P D G B
61, 65 __hFLT1 IG DOMAIN 2 75 80>

250 260 270 280 290 300
* * . * * » *
CGC ATA ATC TGG GAC AGT AGA AAG GGC TTIC ATC ATA TCA AAT GCA ACG TAC ARA GAA ATA
GCOG TAT TAG ACC CIG TCA ICT TTIC COG AAG TAG TAT AGT TTA OGT TGC ATG TIT CIT TAT
R I I W D 8 R K 6 F I I S N a T Y K E DI
81 85, hFLT1 IG DOMAIN 2 95__ 100>

310 320 330 340 350 360
" * * " * *
GGG CTT CIG ACC TGT GAA GCA ACA GIC AAT GGG CAT TTG TAT AMG ACA AAC TAT CIC ACA
CCC GAA GAC TGG ACA CIT CGT TGT CAG TTA CCOC GTA AAC ATA TIC TGT TIG ATA GAG TGP
G L L T C E A T V N G H L Y K T N Y L T
101, 105, hFLT1 IG DOMAIN 2, _115 120>

370 380 390 400 410 420
* * * * * *

CAT OGA CAA ACC AAT ACA ATC ATA GAT GIG GIT CTG AGT CCG TCT CAT GGA ATT GAA CTA
GTA GCT GIT TGG TTA TGT TAG TAT CTA CAC CAA GAC TCA GGC AGA GTA CCT TAA CIT GAT
H R Q T N T I I D
12 __DhFIT IG DOMAIN 2 129 >
vV v L 8 P 8§ H 6 I E D>
130______ hFIXK1L IGDOMAIN 3_____ 140>

330775
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* ®

TCT GIT GGA GAA AAG CTT GIC TTA AAT TGT ACA GCA AGA ACT GAA CTA AAT GTG GGG ATT
AGA CAA CCT CTIT TTC GAA CAG AAT TTA ACA TGT CGT TCT TGA CIT GAT TTA CAC OCC TAA
5§ vV 6 E K L v L N €C T A R T E L N V G I>
141, 145 hFLK1 IG DOMAIN 3 155, 160>

430 440 450 460 470 480
* r " *

490 500 510 520 530 540
* * - ] * *

GAC TTC AAC TGG GAA TAC CCT TCT TOG AAG CAT CAG CAT AAG ARA CIT GTA AAC CGA GAC
CIG AAG TTG ACC CTT ATG GGA AGA AGC TIC GTA GIC GIA TTC TIT GAA CAT TIG GCT CIG
D F N W E Y P § 8§ K H @Q H K K L VvV N R D
161 165 JFLK1 IG DOMAIN 3 175 180>

550 560 570 580 590 600
* L * * w L
CTA AAA ACC CAG TCT GGG AGT GAG ATG AAG AAA TTT TTG AGC ACC TTA ACT ATA GAT GGT
GAT TTT TGG GIC AGA CCC TCA CIC TAC TTC TIT AAA AARC TCG TGG AAT TGA TAT CTA CCA
L K T 0 S G s E M K K F L 8§ T L T I D &
161__ 185 _hFIK1 IG DOMAIN 3 195 200>

610 620 630 640 650 660
* * * L ] w
GTA ACC CGG AGT GAC CAA GGA TIG TAC ACC TGT GCA GCA TCC AGT GGG CIG ATG ACC ARG
CAT TGG GOC TCA CTG GTIT OCT AAC ATG TGG ACA CGT CGT AGG TCA CCOC GAC TAC TGG TIC
vV T R 8§ D Q 6L Y T € A A § S8 G L M T R
201__ 205, hFLK1L IG DOMAIN 3 215 220>

670 680 690 700 710 720
* * * * * *

AAG ARC AGC ACA TTT GIC AGG GIC CAT GAA AAG GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA CCG TGC
TIC TIG TOG TGT AAA CAG TCC CAG GTA CTT TIC CIG TIT TGA GIG TGT ACG GGT GGC ACG
K N $ ™ F V R V H E
221 = hFIKI IGDOMAIN 3 231>
D K T H T ¢c P P O
232 hFCACL A 240>

730 740 750 760 770 780
* * * ® " %
CCA GCA CCT GAA CTC CTG GGG GEA COG TCA GIC TTC CTC TTC COC CCA AAA CCC AAMG GAC
GGT OGT GGA CTT GAG GAC CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG AAG GGG GGT TIT GGG TIC CIG
P A P BE L L 6 G P 8 V P L F P P K P K D
241, 245, hFCAC1 A 255, 260>

790 800 810 820 830 840
» * * * * *
ACC CIC ATG ATC TCC OGG ACC CCT GAG GIC ACA TGC GIG GIG GIG GAC GTG AGC CAC GAA
TGG GAG TAC TAG AGG GOC TGG GGA CIC CAG TOT ACG CAC CAC CAC CTG CAC TCG GIG CIT
T L M I S R T P B V T C V VvV V D V § H P

261_ 265 hFCAC1 A 275 280>
850 860 870 880 890 900
* * * * L w

GAC OCT GAG GIC ARG TTC AAC TGG TAC GIG GAC GGC GIG GAG GTG CAT AAT GCC AAG ACA
CIG GGA CIC CAG TTC AAG TIG ACC ATG CAC CTG OCG CAC CIC CAC GTA TTA CGG TTC TGT
D P E V K P N W Y V D G V E V H N A K T
281 285 JhFCACY A 295 300>
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910 920 930 940 950 960

* - w * * *

AAG COG CGG GAG GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC OGT GTG GIC AGC GIC CIC ACC GIC CIG
TTC GGC GCC CIC CIC GIC ATG TTG TCG TGC ATG GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC
K P R BE E Q ¥ N § T ¥ R VYV V s V L T V b

301_ 305, hFCAC1 A 315 320>

970 980 990 1000 1010 1020

» * * * * *

CAC CAG GAC TGG CTG AAT GGC ARG GAG TAC ARG TGC ARG GTC TOC AAC AAA GCOC CTC CCA
GIG GIC CIG ACC GAC TTA CCG TIC CTC ATG TTC ACG TTC CAG AGG TTG TIT CGG GAG GGT
H Q D W L N G K E ¥ K €C K vV s N K A L Pp
321 325 hFCAC1 A 335 340>
1030 1040 1050 1060 1070 1080

* L ] » * w w

GCC OOC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC ARA GGG CAG CCC CGA GAA OCA CAG QTG TAC
OG@ GGG TAG CIC TIT TGG TAG AGG TIT OGG TIT COC GIC GGG GCT CIT GGT GTIC CAC ATG
A P I E K T I S K A K 6 Q P R E P Q V W
41 345 hFCAC1 A A55 360>

1090 1100 1110 1120 1130 1140
* * ] +* L 4 *

ACC CIG CCC CCA TCC OGO GAT GAG CIG ACC AAG AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CIG GIC
TGG GAC GGG GGT AGGE GCC CTA CIC GAC TGG TIC TIG GIC CAG TOS GAC TGGE ACG GAC CAG
T L P P S R D E L T K N Q V 8 L T C L W
A

361 365 hFcacl 375 380>
1150 1160 1170 1180 1190 1200
* * * * * *

AAA GGC TTC TAT OCC AGC GAC ATC GCC GIG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC
TIT COG AAG ATA GGG TOG CIG TAG OGG CAC CIC ACC CIC TC@ TTA CCC GIC GGC CIC TIG
K 6 F ¥ P 8§ D I AV E W E S N G Q P E N
381 385 hFCAC1 A 395 400>

1210 1220 1230 1240 1250 1260
* * * * * "

AAC TAC AAG ACC ACG COCT CCC GIG CIG GAC TCC GAC GEC TCC TTC TIC CIC TAC AGC ARG
TIG ATG TTC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CIG AGG CIG O0G AGG AAG AMG GAG ATG TOG TTC
N ¥ X ?r T Pp P V L D S D GG § F F L Y s ®
401 405 hFCAC1 A 415, 420>

1270 1280 1290 1300 1310 1320
* * * * » *

CIC ACC GIG GAC ARG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GIC TTC TCA TGC TCC GIG ATG CAT
GAG TGG CAC CTG TTC TCG TCC ACC GIC GIC OOC TTG CAG AAG AGT ACG AGG CAC TAC GTA
L T VvV D K § R W Q Q 6 N V F 8 C S V M b
421 425 hFCAC1 A 435 440>

1330 1340 1350 1360 1370
* * * * *
GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC CIC TCOC CIG TCT OCG GGT AAA TGA
CIC CGA GAC GIG TTG GIG ATG TGC GIT TIC TOS GAG AGG GAC AGA GGC CCA TIT ACT
E A L H N H Y T Q K S L S L 8 P G K *
441, 445, hFCAC1 A 455 458____>
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