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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

STADIUL TEHNICII

Membrii superfamiliei factorului de crestere si transformare beta (TGFP) sunt citokine
pleiotropice implicate in functii celulare esenfiale asa cum sunt proliferarea, diferentierea, apoptoza,
motilitatea, producerea matricei extracelulare, remodelare tisulard, angiogeneza, rispuns imun, adeziune
celulard, si joaca de asemenea un rol esential in patofiziologia unor stéri patologice diferite precum starile
inflamatorii cronice si cancerul. Membrii superfamiliei TGFp au fost clasificafi in subgrupuri familiale
majore, care includ TGFp, proteine morfogenetice osoase (BMP), proteine osteogenice (OP), factori de
crestere si diferenfiere (GDF), inhibine/activine, substante inhibitoare mulleriene (MIS) si factori
neurotrofici derivati din celulele gliale (GDNF).

Membrii superfamilei TGFp isi transduc semnalele prin membrana plasmaticd prin inducerea
formarii complexelor heteromerice de anumiti receptori serin/treonin kinaza de tip I si tip II, care la
randul lor activeazd un anumit set de proteine SMAD (unele inhibitoare si altele excitatorii). Compusii cu
moleculd SMAD transmit semnalele in nucleu unde acestea conduc raspunsuri transcriptionale coordonat
cu alte proteine.

Semnalizarea disfunctionala a superfamiliei TGFp a fost asociati cu cateva afectiuni clinice care
includ cancer, fibroza, boli osoase, nefropatie diabeticd, cat si boli vasculare cronice asa cum este
ateroscleroza.

Astfel, un obiect al dezviluirii prezente este furnizarea de compozitii si metode pentru
modularea semnalizdrii prin superfamilia TGFp.

REZUMAT

Inventia este definitd de revendicari. Intr-un prim aspect, inventia prezentd se referd la o
polipeptidd de fuziune a Receptorului II pentru factorul de crestere si transformare f (TPRII) care
cuprinde: a) un domeniu extracelular al unei parti TRRII care cuprinde o secventad de aminoacizi care este
identica cel putin 90%, 95%, 97%, 99% sau 100% cu SEQ ID NO: 18; b) o parte heteroloagi, unde partea
heteroloaga este un domeniu Fc de imunoglobulind, si c) o parte linker care cuprinde (GGGGS),, unde n
= 4, 5 sau 6; unde domeniul extracelular al parfii TPRII este conectat la partea heteroloagd prin
intermediul partii linker; si unde polipeptida de fuziune leagd factorul de crestere si transformare B1
(TGFp1) si factorul de crestere si transformare B3 (TGFp3).

In conformitate cu o formi de realizare preferatd a primului aspect al inventiei, partea domeniu
extracelular de TPRII cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel putin 90%, 95% sau 97%
cu SEQ ID NO: 18.

In conformitate cu o altd formd de realizare preferati a primului aspect al inventiei, partea
domeniu extracelular de TBRII cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18. in conformitate cu o
forma de realizare suplimentara preferatd a primului aspect al inventiei, polipeptida cuprinde o secventd
lider N-terminali. In conformitate cu o formi de realizare preferatd in special a primului aspect al
inventiei, secventa lider N-terminald cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 23.

In conformitate cu o formi de realizare suplimentard preferati a primului aspect al inventiei,
partea heteroloagd cuprinde o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 90%, 95% sau 97% cu
SEQ ID NO: 20. in conformitate cu o altd formi de realizare preferati a primului aspect al inventiei,
partea heteroloagi cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 20. In conformitate cu inci o alti
formi de realizare preferatd, linkerul cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 6. In conformitate
cu o formd de realizare suplimentard preferati a primului aspect al inventiei, polipeptida cuprinde o
secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 90% sau 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO: 13, 53 sau 56. In inci o alti formi de realizare preferati a primului aspect al inventiei, polipeptida
cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 13, 53 sau 56. intr-o formi de realizare suplimentari
preferatd a primului aspect al inventiei, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identici
cel putin 90%, 95%, 97% sau 99% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 48. Intr-o alti formi de
realizare preferatd a primului aspect al inventiei, polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO: 48. In inci o forma de realizare suplimentard preferati a primului aspect al inventiei, polipeptida
leagd TGFB1 cu o Kp mai micd de 200 pM, mai micad de 150 pM, mai micd de 100 pM, mai mica de 75
pM, mai micd de 50 pM sau mai micd de 25 pM si/sau polipeptida leagd TGFB3 cu o Kp mai mica de 75
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pM, mai mica de 70 pM, mai mica de 60 pM, mai micd de 50 pM, mai micd de 40 pM, mai mica de 35
pM, mai mica de 25 pM, mai mica de 15, mai micad de 10 sau mai mica de 5 pM.

Intr-o alti formi de realizare preferatd a primului aspect al inventiei, polipeptida inhibd TGFf1
cu o ICso mai micd de 0,1 nM, asa cum este determinat utilizind o analizi cu gend reporter si/sau
polipeptida inhiba TGFB3 cu o I1Cso mai micd de 0,05 nM, asa cum este determinat utilizind o analizi cu
gend reporter. Intr-o formi de realizare preferatd in special a primului aspect al inventiei, analiza cu gend
reporter este o analizd cu reporter CAGA.

Intr-un al doilea aspect, inventia prezentd se referd la un preparat farmaceutic care cuprinde o
polipeptidd in conformitate cu primul aspect al inventiei prezente si un excipient acceptabil farmaceutic.

Partial, dezviluirea de fatd se refera la proteine de fuziune cu polipeptida TPRII si la utilizarea
unor astfel de proteine de fuziune ca antagonisti selectivi pentru TGFB1 sau TGFB3. Asa cum este descris
aici, polipeptidele care cuprind partial sau in intregime domeniul extracelular (ECD) al TBRII, cu sau fard
mutatii suplimentare, leagd si/sau inhibi TGFBl sau TGFB3 cu afinititi diferite. In particular,
polipeptidele TPRII care cuprind o parte heteroloagi (de exemplu, un domeniu Fc de imunoglobulind) si
un linker cu o lungime de cel putin 10 aminoacizi (de exemplu, un linker care are secvenfa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 6) sunt asociate cu proprictiti de legare la TGFB1 si TGFB3 surprinzitor de superioare,
comparativ cu polipeptidele TBRII care au un linker mai scurt. Astfel, in unele cazuri, dezviluirca
furnizeaza polipeptide TBRII pentru utilizarea in inhibarea selectivi a afectiunilor asociate superfamiliei
TGFp.

In uncle cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptidi de fuziune a receptorului II pentru
factorului de crestere si transformare-f (TPRII) care cuprinde: a) un domeniu extracelular al unei pafi
TBRII; b) o parte heteroloaga, si c) o parte linker; unde linkerul are o lungime de cel putin 10 aminoacizi;
si unde partea de domeniu extracelular a TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi identica cel pufin 80%
cu: i) o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 35 din SEQ ID NO: 1 si care se termind
la oricare dintre pozitiile de la 153 la 159 din SEQ ID NO: 1 sau ii) o secven{d care incepe in oricare
dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ ID NO: 2 si care se termind la oricare dintre pozifiile de la 178 la
184 din SEQ ID NO: 2. in unele cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de
aminoacizi identica cel putin 80% cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 35 din
SEQ ID NO: 1 si care se termini la oricare dintre pozitiile de la 153 1a 159 din SEQ ID NO: 1. In unele
cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi identica cel putin 90% cu
o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 35 din SEQ ID NO: 1 si care se termind la
oricare dintre pozitiile de la 153 1a 159 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al
TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi identicd cel putin 95% cu o secventd care incepe in oricare
dintre pozitiile de la 23 la 35 din SEQ ID NO: 1 si care se termind la oricare dintre pozitiile de la 153 la
159 din SEQ ID NO: 1. in unele cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de
aminoacizi identica cel putin 97% cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 35 din
SEQ ID NO: 1 si care se termini la oricare dintre pozitiile de la 153 1a 159 din SEQ ID NO: 1. In unele
cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi care incepe in oricare
dintre pozitiile de la 23 la 35 din SEQ ID NO: 1 si care se termind la oricare dintre pozitiile de la 153 la
159 din SEQ ID NO: 1. in unele cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de
aminoacizi identica cel putin 80% cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 60 din
SEQ ID NO: 2 si care se termind la oricare dintre pozitiile de la 178 la 184 din SEQ ID NO: 2. In unele
cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi identica cel putin 90% cu
o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ ID NO: 2 si care se termind la
oricare dintre pozitiile de la 178 1a 184 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al
TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi identicd cel pufin 95% cu o secventd care incepe in oricare
dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ ID NO: 2 si care se termind la oricare dintre pozitiile de la 178 la
184 din SEQ ID NO: 2. in unele cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de
aminoacizi identica cel putin 97% cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 60 din
SEQ ID NO: 2 si care se termind la oricare dintre pozitiile de la 178 la 184 din SEQ ID NO: 2. In unele
cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi care incepe in oricare
dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ ID NO: 2 si care se termind la oricare dintre pozitiile de la 178 la
184 din SEQ ID NO: 2. in unele cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventd de
aminoacizi identici cel putin 80% cu SEQ ID NO: 18. in unele forme de realizare, partea domeniu
extracelular al TBRII cuprinde o secventd de aminoacizi identicd cel putin 90% cu SEQ ID NO: 18. In
unele forme de realizare, partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde o secventa de aminoacizi identicd
cel putin 95% cu SEQ ID NO: 18. in unele forme de realizare, partea domeniu extracelular al TBRII
cuprinde o secventi de aminoacizi identici cel putin 97% cu SEQ ID NO: 18. In unele forme de realizare,
partea domeniu extracelular al TBRII cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18. In unele
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cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII constd intr-o secventd de aminoacizi identicd cel pufin 80%
cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 1a 35 din SEQ ID NO: 1 si care se termind la
oricare dintre pozitiile de la 153 1a 159 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al
TBRII constd intr-o secventd de aminoacizi identicd cel putin 90% cu o secventd care incepe in oricare
dintre pozitiile de la 23 la 35 din SEQ ID NO: 1 si care se termind la oricare dintre pozitiile de la 153 la
159 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII consti intr-o secventi de
aminoacizi identica cel putin 95% cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 35 din
SEQ ID NO: 1 si care se termini la oricare dintre pozitiile de la 153 1a 159 din SEQ ID NO: 1. In uncle
cazuri, partea domeniu extracelular al TPRII constd intr-o secventd de aminoacizi identicd cel pufin 97%
cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 1a 35 din SEQ ID NO: 1 si care se termind la
oricare dintre pozitiile de la 153 la 159 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al
TBRII constd intr-o secventd de aminoacizi care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 35 din SEQ
ID NO: 1 si care se termini la oricare dintre pozitiile de la 153 la 159 din SEQ ID NO: 1. in unele cazuri,
partea domeniu extracelular al TBRII consta intr-o secventd de aminoacizi identica cel putin 80% cu o
secventi care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ ID NO: 2 si care se termind la
oricare dintre pozitiile de la 178 la 184 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al
TBRII constd intr-o secventd de aminoacizi identicd cel putin 90% cu o secventd care incepe in oricare
dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ ID NO: 2 si care se termin la oricare dintre pozitiile de la 178 la
184 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al TBRII consti intr-o secventi de
aminoacizi identica cel putin 95% cu o secventd care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 60 din
SEQ ID NO: 2 si care se termind la oricare dintre pozitiile de 1a 178 la 184 din SEQ ID NO: 2. In unele
cazuri, partea domeniu extracelular al TPRII constd intr-o secventd de aminoacizi identicd cel pufin 97%
cu o secventa care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ ID NO: 2 si care se termind la
oricare dintre pozitiile de la 178 la 184 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, partea domeniu extracelular al
TBRII constd intr-o secventd de aminoacizi care incepe in oricare dintre pozitiile de la 23 la 60 din SEQ
ID NO: 2 si care se termini la oricare dintre pozitiile de la 178 la 184 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri,
partea domeniu extracelular al TBRII constd intr-o secventd de aminoacizi identicd cel putin 80% cu SEQ
ID NO: 18. In unele forme de realizare, partea domeniu extracelular al TBRII const intr-o secventd de
aminoacizi identici cel putin 90% cu SEQ ID NO: 18. in unele forme de realizare, partea domeniu
extracelular al TBRII constd intr-o secventii de aminoacizi identici cel putin 95% cu SEQ ID NO: 18. In
unele forme de realizare, partea domeniu extracelular al TPRII constd intr-o secventd de aminoacizi
identica cel putin 97% cu SEQ ID NO: 18. In unele forme de realizare, partea domeniu extracelular al
TPRII constd in secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18. In unele forme de realizare, polipeptida
cuprinde o secventi lider N-terminali. In unele cazuri, secventa lider N-terminali cuprinde secventa de
aminoacizi din oricare din SEQ ID NO: 22-24. In unele forme de realizare, secventa lider N-terminali
cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 23. In unele forme de realizare, partea heteroloagi este
un domeniu Fc de imunoglobulini. in unele cazuri, domeniul Fc de imunoglobulini este un domeniu Fc
de imunoglobulini umani. In unele cazuri, partea heteroloagi cuprinde o secventd de aminoacizi care este
identica cel pufin 80% cu SEQ ID NO: 20. In unele forme de realizare, partea heteroloagi cuprinde o
secventi de aminoacizi care este identici cel putin 90% cu SEQ ID NO: 20. In unele cazuri, linkerul are o
lungime mai mici de 25 de aminoacizi. In unele cazuri, linkerul are o lungime intre 10 si 25 de
aminoacizi. In unele cazuri, linkerul are o lungime intre 15 si 25 de aminoacizi. In unele cazuri, linkerul
are o lungime intre 17 si 22 de aminoacizi. In unele cazuri, linkerul are o lungime de 21 de aminoacizi. In
unele cazuri, partea heteroloagd cuprinde o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 95% cu
SEQ ID NO: 20. in unele forme de realizare, partea heteroloagi cuprinde o secventd de aminoacizi care
este identici cel putin 97% cu SEQ ID NO: 20. In unele forme de realizare, partea heteroloagi cuprinde
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 20. In unele cazuri, linkerul cuprinde (GGGGS)n, unde n=> 2.
In unele cazuri, linkerul cuprinde (GGGGS)n, unde n = > 3. In unele cazuri, linkerul cuprinde
(GGGGS)n, unde n = > 4. In unele cazuri, linkerul cuprinde (GGGGS)., unde n# > 5. In unele cazuri,
linkerul cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 21. in unele cazuri, linkerul cuprinde secventa
de aminoacizi din oricare din SEQ ID NO: 4-7. In unele forme de realizare, linkerul cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 6. in unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este
identica cel putin 80% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 11. In unele cazuri, polipeptida
cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel pufin 90% cu secventa de aminoacizi din SEQ 1D
NO: 11. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel pufin 95%
cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 11. In unele cazuri, polipeptida cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 11. in unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este
identica cel putin 80% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 13. in unele forme de realizare,
polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel pufin 90% cu secventa de aminoacizi
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din SEQ ID NO: 13. In unele forme de realizare, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este
identica cel putin 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 13. In unele forme de realizare,
polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 13. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o
secventi de aminoacizi care este identici cel putin 80% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 50. In
unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel putin 90% cu secventa
de aminoacizi din SEQ ID NO: 50. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care
este identica cel putin 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 50. In unele cazuri, polipeptida
cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 50. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de
aminoacizi care este identici cel putin 80% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 51. In unele
cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 90% cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 51. in unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este
identica cel putin 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 51. In unele cazuri, polipeptida
cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 51. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de
aminoacizi care este identici cel putin 80% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 53. In unele
forme de realizare, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 90% cu
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 53. In unele forme de realizare, polipeptida cuprinde o secventa
de aminoacizi care este identici cel putin 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 53. In uncle
forme de realizare, polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 53. In unele cazuri,
polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel putin 80% cu secvenfa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 56. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel
putin 90% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 56. In uncle forme de realizare, polipeptida
cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel pufin 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ 1D
NO: 56. In unele forme de realizare, polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 56. In
unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 80% cu secventa
de aminoacizi din SEQ ID NO: 15. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care
este identica cel putin 90% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 15. In unele cazuri, polipeptida
cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel pufin 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ 1D
NO: 15. In unele cazuri, polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 15. In unele
cazuri, polipeptida TBRII nu include aminoacizii 185-592 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, polipeptida
TPBRII nu include aminoacizii 1-22 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, polipeptida consti din sau consti
esential din: a) o parte de polipeptida TPRII care cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel
putin 85%, 90%, 95%, 97%, sau 99% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18 si nu mai mult de
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari; b) o parte linker care cuprinde o secventd de
aminoacizi care este identica cel putin 85%, 90%, 95%, 97%, sau 99% cu secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 6 si nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari; c) o parte heteroloaga care
cuprinde o secventi de aminoacizi care este identicd cel putin 85%, 90%, 95%, 97%, sau 99% cu secventa
de aminoacizi din SEQ ID NO: 20 si nu mai mult de 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2, sau 1 aminoacizi
suplimentari; si d) optional o secventd lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23). in unele cazuri, polipeptida
constd din sau constd esential din: a) o parte de polipeptida TPRII care cuprinde secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 18 si nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari; b) o parte
linker care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 6 si nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1
aminoacizi suplimentari; ¢) o parte heteroloaga care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 20
si nu mai mult de 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2, sau 1 aminoacizi suplimentari; si d) optional o secventa lider
(de exemplu, SEQ ID NO: 23). In unele cazuri, polipeptida cuprinde: a) un domeniu extracelular al unei
parti a TBRII; unde domeniul extracelular cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel putin
85%, 90%, 95%, 97%, sau 99% cu secventa din SEQ ID NO: 18; b) o parte heteroloagd, unde partea
heteroloaga cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel pufin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99%
cu secventa din SEQ ID NO: 20; si c) o parte linker care conecteazd domeniul extracelular si partea
heteroloagd; unde linkerul cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel pufin 85%, 90%, 95%,
97%, sau 99% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 6. In unele cazuri, polipeptida cuprinde: a) un
domeniu extracelular al unei pérti a TRRII; unde domeniul extracelular cuprinde secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 18; b) o parte heteroloagd, unde partea heteroloagi cuprinde secvenfa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 20; si c) o parte linker care conecteazd domeniul extracelular si partea heteroloagi; unde
linkerul cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 6. In unele cazuri, polipeptida cuprinde o
secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 85%, 90%, 95%, 97%, sau 99% cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 48. In uncle forme de realizare, polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 48. in unele cazuri, polipeptida nu include o secventi lider, sau in care secventa lider a
fost indepartati. In unele cazuri, polipeptida include unul sau mai multe resturi de aminoacizi modificate
selecate dintre: un aminoacid glicozilat, un aminoacid PEGilat, un aminoacid farnesilat, un aminoacid
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acetilat, un aminoacid biotinilat, un aminoacid conjugat la o fractiune lipidic si un aminoacid conjugat la
un agent de derivatizare organici. In unele cazuri, polipeptida este glicozilati. In unele cazuri, polipeptida
are un model de glicozilare caracteristic pentru exprimarea polipeptidei in celule CHO. In unele forme de
realizare, polipeptida leagd TGFf1 uman cu o constantd de disociere la echilibru (KD) mai micd de 100
pM. in unele cazuri, polipeptida leagi TGFB1 uman cu o constanti de disociere la echilibru (KD) mai
mici de 75 pM. In unele cazuri, polipeptida leagid TGFB3 uman cu o constanti de disociere la echilibru
(KD) mai mici de 60 pM. In unele cazuri, polipeptida leagd TGFB3 uman cu o constanti de disociere la
echilibru (KD) mai mici de 50 pM. In unele cazuri, polipeptida inhibd TGFB1 cu o IC50 mai mici de 1,0
nM, asa cum este determinat utilizind o analizd cu gend reporter. In unele cazuri, polipeptida inhiba
TGFB1 cu o IC50 mai mici de 0,25 nM, asa cum este determinat utilizand o analizi cu geni reporter. In
unele cazuri, polipeptida inhibd TGFB1 cu o IC50 mai mica de 0,1 nM, asa cum este determinat utilizind
o analizi cu geni reporter. In unele cazuri, polipeptida inhibd TGFB1 cu o IC50 mai mici de 0,05 nM, asa
cum este determinat utilizind o analizi cu geni reporter. In unele cazuri, polipeptida inhibid TGFB3 cu o
IC50 mai micd de 0,3 nM, asa cum este determinat utilizind o analizi cu gend reporter. In unele cazuri,
polipeptida inhibd TGFB3 cu o IC50 mai micd de 0,1 nM, asa cum este determinat utilizind o analizi cu
gend reporter. In unele cazuri, polipeptida inhibd TGFB3 cu o IC50 mai mici de 0,05 nM, asa cum este
determinat utilizand o analizi cu geni reporter. In unele cazuri, polipeptida inhibd TGFB3 cu o IC50 mai
micd de 0,04 nM, asa cum este determinat utilizind o analizi cu gend reporter. In uncle forme de
realizare, analiza cu gend reporter este o analiza cu reporter CAGA.

In uncle cazuri, dezviluirea furnizeazi un homodimer care cuprinde oricare doui dintre
polipeptidele dezviluite aici.

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi un polinucleotid izolat care cuprinde o secventd
codificant pentru oricare dintre polipeptidele dezviluite aici. In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi un
polinucleotid recombinant care cuprinde o secventd promotor legatd operabil la oricare dintre
polinucleotidele dezviluite aici. In unele cazuri, polinucleotidul cuprinde o secventi de nucleotide care
este identica cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 97% sau 100% cu oricare dintre SEQ ID NO: 10, 12 sau 14.

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o celuli transformati cu oricare dintre polinucleotidele
dezviluite aici. In unele cazuri, celula este o celuld mamiferd. In unele cazuri, celula este o celuldi CHO
sau o celuld umana.

In unele forme de realizare, dezviluirea furnizeazi un preparat farmaceutic care cuprinde un
excipient acceptabil farmaceutic si polipeptida conform inventiei.

Aici este descrisd de asemenca o metoda de modulare a raspunsului unei celule la un membru al
superfamiliei TGFp, metoda cuprinzand expunerea celulei la oricare dintre polipeptidele dezviluite aici
sau la oricare dintre homodimerii dezviluiti aici. In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o metodi de
tratament al unei boli sau stdri asociate cu un membru al superfamiliei TGFp intr-un pacient care are
nevoie de aceasta, metoda cuprinzind administrarea citre pacient a unei cantitafi eficiente din oricare
dintre polipeptidele dezviluite aici sau din oricare dintre homodimerii dezviluiti aici. in unele cazuri,
membrul superfamiliei TGFp este TGF1 sau TGFPB3. In unele cazuri, boala sau starea este un cancer. in
unele cazuri, cancerul este selectat dintre cancer gastric, cancer intestinal, cancer de piele, cancer mamar,
melanom, cancer osos si cancer de tiroida. In unele cazuri, boala sau starea este o boal sau stare fibrotica
sau sclerotici. In unele cazuri, boala sau starea fibrotica sau sclerotici este selectatd dintre sclerodermie,
lupus ecritematos, fibrozd pulmonard, ateroscleroza, fibrozd hepaticd, sclerozd sistemicd difuzi,
glomerulonefrit, gliozd, cicatrizare dermicd, fibroza indusd de radiatii, fibrozd hepaticd, fibroza
pulmonara idiopatica si mielofibroza. In unele cazuri, boala sau starea este mielofibrozi. In unele cazuri,
boala sau starca este selectatd din grupul care constd in miclofibroza primari, miclofibrozd post-
policitemia vera si miclofibrozi post-trombocitemic esentiald. In unele cazuri, boala sau starea este
selectatd din grupul care constd in mielofibroza cu risc mic, cu risc intermediar-1, cu risc intermediar-2
sau cu risc inalt, conform sistemului international de scor pentru prognostic (IPSS) sau IPSS dinamic
(DIPSS). In unele cazuri, boala sau starea este boald cardiacd. In unele cazuri, boala sau starea este
selectatd dintre telangiectaziie hemoragicd hereditard (HHT), sindrom Marfan, sindrom Loeys-Dietz,
sindromul anevrismului aortei toracice familial, sindrom de tortuozitate arteriald, pre-eclampsie,
aterosclerozi, restenozare si cardiomiopatie hipertrofici/insuficienti cardiaci congestivi. In unele cazuri,
boala sau starea este hipertensiune pulmonari. In unele cazuri, hipertensiunea pulmonari este
hipertensiune pulmonard de Clasa I, Clasa II, Clasa III sau Clasa IV asa cum este recunoscut de
Organizatia Mondiali a Sanatitii. In unele cazuri, boala sau starea este o boali sau stare asociati renal. In
unele cazuri, boala sau starea asociatd renal este selectatd din grupul care constd in: boli (sau insuficiente)
renale cronice, boli (sau insuficiente) renale acute, boli renale primare, boli renale nediabetice,
glomerulonefritd, nefritd interstitiald, boli renale diabetice, nefropatie diabeticd, glomeruloscleroza,
glomerulonefritd cu evolutie rapida, fibroza renald, sindrom Alport, Nefriti IDDM, glomerulonefritd
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proliferativd mesangiald, glomerulonefritdi membrano-proliferativd, glomerulonefriti crescentica, fibroza
interstifiald renald, glomerulosclerozad focald segmentard, nefropatic membranoasa, boald cu schimbari
minime, glomerulonefritd pauci-imuna cu evolutie rapidd, nefropatie cu IgA, boala rinichiului polichistic,
boala Dent, nefrocalcinozd, nefritdi Heymann, boala rinichiului polichistic autozomal dominantd (a
adultului), boala rinichiului polichistic autozomal recesivad (a copildriei), leziuni renale acute, sindrom
nefrotic, ischemie renald, boli sau afectiuni ale podocitelor, proteinurie, boli glomerulare,
glomerulonefriti membranoasd, glomerulonefritd focald segmentard, pre-eclampsie, eclampsie, leziuni
renale, boli de colagen vasculare, proteinuric benignd ortostaticd (posturald), nefropatic cu IgM,
nefropatic membranoasd, sarcoidozd, diabet zaharat, afectarea medicamentoasd a rinichilor, boala Fabry,
aminoaciduria, sindrom Fanconi, nefroscleroza hipertensivd, nefritd interstitiald, anemia cu celule
falciforme, hemoglobinuria, mioglobinuria, granulomatoza Wegener, boala depozitdrii glicogenului de tip
1, boala renald cronicd, insuficienta renald cronicd, ratd de filtrare glomerulard (GFR) joasa,
nefroangioscleroza, nefritd lupicd, glomerulonefritd pauci-imund crescenticd pozitivd pentru ANCA,
nefropatic cronicd a alogrefei, nefrotoxicitate, toxicitate renald, necrozad renald, lezare renald, lezare
glomerulard si tubulard, disfunctie renald, sindrom nefritic, insuficientd renald acutd, insuficienta renald
cronicd, disfunctia tubilor proximali, respingere acutid de transplant renal, respingere cronica de transplant
renal, glomerulonefritd proliferativd mesangial fard IgA, glomerulonefritd postinfectioasd, vasculite cu
implicare renala de orice tip, orice boald renald hereditard, orice nefritd interstitiald, rejectia transplantului
renal, cancer renal, boald renald asociatid altor stiri (de exemplu, hipertensiune, diabet si boald
autoimuni), boala Dent, nefrocalcinoza, nefritd Heymann, o boald renald primard, o glomerulopatic cu
colaps, o boald cu depozite dense, o glomerulonefritd asociatd crioglobulinemiei, o boald Henoch-
Schonlein, o glomerulonefritd postinfectioasd, o endocarditd bacteriand, o poliangitd microscopicd, un
sindrom Churg-Strauss, o glomerulonefritd mediatd de anticorpi anti-GBM, amiloidoz3, o boald de
depozitare a imunoglobulinelor monoclonale, o glomerulonefritd fibrilard, o glomerulopatic
imunotactoida, lezare tubulara ischemicd, o tubulo-nefritd interstitiald indusd de medicamente, o tubulo-
nefritd interstifiald toxicd, o tubulo-nefritd interstitiald infectioasd, o piclonefritd bacteriand, o
tubulonefritd interstifiald infectioasa viral care rezultd dintr-o infectie cu poliomavirus sau o infectie cu
HIV, o boala tubulo-interstifiald indusd metabolic, o boald mixti de tesut conjunctiv, o nefropatie
mielomatoasd, o nefropatic cu cristale care poate rezulta din depozitarea de urafi sau oxalati sau de
cristale induse de medicamente, o respingerea alogrefei tubulo-interstitiale celulare, o boald infiltrativ
tumoral care rezultd dintr-un limfom sau o boald limfoproliferativd post-transplant, o boald renala
obstructiva, boala vasculard, o microangiopatic tromboticd, o nefroangioscleroza, o boald ateroembolicd,
o boald mixtd de tesut conjunctiv, o poliarteritd nodoasd, o boald vasculard indusd de inhibitori de
calcineurind, o respingere de alogrefd celulard vasculard acutd, o respingere de alogrefa umorald acuta,
scidere precoce a functiei renale (ERFD), boald renald in stadiu terminal (ESRD), tromboza venelor
renale, necrozd tubulard acutd, nefritd interstitiald acutd, boald renald cronicd stabilitd, stenoza arterei
renale, nefropatie ischemicd, uremie, tubulonefrita interstitiald cronicd indusd de medicamente si toxine,
nefropatic de reflux, litiazd renald, sindrom Goodpasture, anemie normocromd normocitard, anemie
renald, boald renald cronici diabeticd, boald asociatd cu IgG4, sindrom von Hippel-Lindau, scleroza
tuberoasd, nefronoftizie, boala renald chistici medulard, carcinom al celulelor renale, adenocarcinom,
nefroblastom, limfom, leucemie, afectiune de hiposialilare, nefropatie cronicd cauzatd de ciclosporine,
leziune de reperfuzie renald, displazie renald, azotemie, ocluzie arteriald bilaterald, nefropatic uricd acutd,
hipovolemie, uropatie bilaterald obstructiva acutd, nefropatie hipercalcemicd, sindrom uremic hemolitic,
retentie urinard acutd, nefrosclerozd malignd, glomerulosclerozd postpartum, sclerodermie, boald anti-
GBM diferita de Goodpasture, poliarteritd nodoasd microscopicd, granulomatoza alergica, nefritd acutd de
iradiere, glomerulonefritd post-streptococicd, macroglobulinemie Waldenstrom, nefropatie analgezica,
fistuld arteriovenoasd, grefd arteriovenoasd, dializd, rinichi ectopic, rinichi spongios medular,
osteodistrofie renald, rinichi unic, hidronefroza, microalbuminurie, uremie, hematurie, hiperlipidemie,
hipoalbuminemie, lipidurie, acidozi, hiperpotasemic si edem. In unele cazuri, boala sau starea asociati
rinichilor este boala renala cronica.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1 prezintd secventa de aminoacizi a precursorului nativ al izoformei B (scurtd) a receptorului
TGFp de tip IT uman (hTBRII) (NP_003233.4). Linia continud de subliniere indicd domeniul extracelular
(ECD) matur (resturile 23-159) si linia dubla de subliniare indicd valina care este inlocuitd in izoforma A
(lungd). Linia de subliniare punctata indici liderul (resturile 1-22).
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Figura 2 prezintd secventa de aminoacizi a precursorului nativ al izoformei A (lungd) a TRRII uman
(NP_001020018.1). Linia continu de subliniere indicd ECD matur (resturile 23-184) si linia de subliniare
dubla indicd substitutia izoleucinei generatd prin splicing. Linia de subliniare punctatd indica liderul
(resturile 1-22).

Figura 3 prezintd o comparatie a secventelor linkerilor celor cinci constructi TBRII diferiti.

Figurile 4A si 4B prezintd sub forma de tabel afinitafile de legare dintre TGFB1 si TGFB3 si unul dintre
cei cafiva constructi proteici de fuziune TRRII-Fc diferiti.

Figurile 5A si 5C reprezintd grafic rezultatele analizelor cu gene reporter care testeaza afinitatea TGFB1
pentru unul dintre cei cativa constructi proteici de fuziune TBRII-Fc diferiti.

Figurile 5B si 5D reprezinti grafic rezultatele analizelor cu gene reporter care testeaza afinitatea TGFp3
pentru unul dintre cativa constructi proteici de fuziune TRRII-Fc diferiti.

Figurile 5E si 5F furnizeaza in forma de tabel datele de ICso de la aceleasi experimente.

DESCRIEREA DETALIATA

1. Prezentare generala

Proteinele descrise aici sunt formele umane, daca nu este mentionat altfel. Referinfele NCBI ale
proteinelor sunt urmitoarele: izoforma A a TRRII uman (hTPRIlung), NP_001020018.1 si izoforma B a
TRRII uman (hTPRIIcur), (NP_003233.4). Secventele proteinelor TPRII native de la om sunt expuse in
Figurile 1 si 2. In unele cazuri, proteinele TPRII sunt de la animale neumane asa cum sunt un soarece,
sobolan, vaca sau maimuta.

Superfamilia TGFf contine o diversitate de factori de crestere care impart in comun elemente ale
structurii si motive structurale. Aceste proteine sunt cunoscute a efectua efecte biologice asupra unei mari
diversitati de tipuri celulare, atit la vertebrate, cit si la nevertebrate. Membrii superfamiliei executd
functii importante in timpul dezvoltdrii embrionare in formarea modelelor si specificarea tisulard si pot
influenta o diversitate de procese de diferentiere, incluzand adipogeneza, miogeneza, condrogeneza,
cardiogeneza, hematopoieza, neurogeneza si diferentierea celulelor epiteliale. Prin modificarea activititii
unui membru al familiei TGFp, este posibild desori cauzarca unor modificari fiziologice semnificative
intr-un organism. De exemplu, rasele bovine Piedmontese si Albastru Belgian poartd o mutatie cu
pierderea functiei in gena GDF8 (numitd de asemenea miostatind) care cauzeaza o crestere marcati a
masei musculare. Grobet si colab., Nat Genet. 1997, 17(1):71-4. Similar, la oameni, alele inactive ale
GDFS8 sunt asociate cu masa musculard crescutd si, este raportat, fortd exceptionald. Schuelke si colab., N
Engl T Med 2004, 350:2682-8.

Semnalele TGFp sunt mediate de complexe heteromerice ale receptorilor serin/ treonin kinaza de
tipul I (de exemplu TPRI) si de tipul II (de exemplu TBRII), care fosforileaza si activeazi proteinele
SMAD din avale de stimularea cu liganzi (Massagué, 2000, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1: 169-178). Acesti
receptori de tipul I si tipul II sunt proteine transmembranare, compuse dintr-un domeniu extracelular care
leaga ligandul, cu o regiune bogata in cisteind, un domeniu transmembranar si un domeniu citoplasmatic
cu specificitate prezisa pentru serind/treonind. Receptorii de Tipul I sunt esentiali pentru semnalizare; si
receptorii de tipul II sunt necesari pentru legarea liganzilor si pentru exprimarea receptorilor de tipul 1.
Receptorii de Tipul I si II formeazi un complex stabil dupd legarea liganzilor, ceca ce rezultd in
fosforilarea receptorilor de tipul I de citre receptorii de tipul II. TGFP are trei izoforme mamifere,
TGFB1, TGFB2 si TGFB3, fiecare cu functii in vivo diferite. Legarea TGFB la TPRII este o etapd
esentiald pentru initierea activdrii ciii de semnalizare a TGFp, care duce la fosforilarea SMAD2 si
translocarea in nucleu a complexului SMAD2/SMAD4 activat pentru a modula exprimarea genica.

Astfel, in unele cazuri, dezvaluirea furnizeazi polipeptide TPRII ca antagonisti ai TGFB1 sau
TGFp3 pentru utilizarea in tratamentul diferitelor afectiuni asociate cu TGFB1 sau TGFB3. Desi nu este
doritd limitarea prin orice mecanism de actiune specific.este de asteptat ca astfel de polipeptide si
actioneze prin legarea la TGFB1 sau TGFf3 si si inhibe capacitatea acestor liganzi de a forma complexe
de semnalizare ternare.

Dezviluirea furnizeaza proteine de fuziune care cuprind polipeptide TPRII si o parte heteroloaga
(de exemplu, o parte Fc). In anumite cazuri, partea TBRII si partea heteroloagd sunt unite prin intermediul
unui linker. Asa cum este descris mai detaliat mai jos, dezvaluirea demonstreaza ca proteinele de fuziune
TPRII-Fe care cuprind linkeri de anumite lungimi (de exemplu, un linker care are 21 de aminoacizi) au
fost in mod surprinztor capabile sa lege TGFB-1 si TGFB-3 cu afinitate mai puternicd decét proteinele de
fuziune TPRII-Fe care au un linker de doar patru aminoacizi.

Termenii utilizati in aceastad specificatic au in general infelesul lor obisnuit din domeniu, in
contextul acestei dezvaluiri si in contextul specific in care este utilizat fiecare termen. Anumi{i termeni
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sunt discutati mai jos sau in altd parte in specificatie, pentru a se furniza o indrumare suplimentara
practicianului pentru descrierea compozitiilor si metodelor descrise aici si pentru modul de producere si
utilizare al acestora. Intinderea sau intelesul oricirei utiliziri a unui termen vor fi evidente din contextul
specific in care este utilizat termenul.

"Omolog", in toate formele sale gramaticale si varintele ortografice, se referd la relatia dintre

doud proteine care au o "origine evolutivd comuna", incluzand proteine din superfamilii din aceasi specie
de organism, cit si proteine omoloage de la specii diferite de organisme. Astfel de proteine (si acizii
nucleici care le codificd) au o omologie a secventei, asa cum este reflectat de similaritatea secventei lor,
fie in ce priveste procentul identititii sie prin prezenfa unor anumite resturi sau motive si unor pozitii
conservate.
Termenul "similaritate a secventei" in toate formele sale gramaticale, se referd la gradul de identitate sau
corespondenti intre secvente de acizi nucleici sau de aminoacizi care pot sau nu si aiba in comun o
origine evolutiva. Totusi, in utilizarea obisnuitd si in cererea de fatd, termenul "omolog", atunci cind este
modificat cu un adjectiv asa cum este "inalt", se poate referi la o similaritate a secventei si poate sau nu sd
se refere la o origine evolutivd comuna.

Referitor 1a o secventd de polipeptida (sau de nucleotide) de referintd, "procentul (%) identitafii
secventei” sau "identice in procent (%)" este definit ca procentul resturilor de aminoacizi (sau acizi
nucleici) dintr-o secventa candidat care sunt identice cu resturile de aminoacizi (sau de acizi nucleici) din
secventa de polipeptidd (sau de nucleotide) de referintd dupd alinierea secvenfelor si introducerea
intreruperilor, dacd sunt necesare, pentru a se obtine procentul maxim al identitatii secventei si fard s se
considere orice substitutii conservative ca parte a identititii secventei. Alinierea in scopul determindrii
procentului identitd{ii secvenfelor de aminoacizi poate fi facutd in mai multe moduri cunoscute
specialistilor in domeniu, de exemplu, utilizand softuri pe calculator disponibile public, precum softurile
BLAST, BLAST-2, ALIGN sau Megalign (DNASTAR). Specialistii in domeniu pot determina parametrii
adecvati pentru alinierea secventelor, incluzind orice algoritmi necesari pentru a obtine alinierea maxima
pe toatd lungimea secventelor care sunt comparate. Totusi, pentru scopurile de aici valorile % identitatii
secventei de aminoacizi (a acidului nucleic) sunt generate utilizind programul de calculator pentru
compararea secventelor ALIGN-2. Programul de calculator pentru compararea secventelor ALIGN-2 a
fost creat de Genentech, Inc., si codul sursd a fost inregistrat impreund cu documentatia pentru utilizatori
la U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559, unde estc inregistrat sub Nr. de inregistrare
TXU510087 al U.S. Copyright. Programul ALIGN-2 este disponibil public de la Genentech, Inc., South
San Francisco, Calif. Sau poate fi compilat din codul sursd. Programul ALIGN-2 ar trebui compilat
pentru utilizare pe un sistem de operare UNIX, incluzind UNIX digital V4.0D. Toti parametrii pentru
compararea secventelor sunt fixati de programul ALIGN-2 si nu variaza.

"Agoniza", in toate formele sale gramaticale, se¢ referd la procesul de activare a unei proteine
si/sau gene (de exemplu, prin activarea sau amplificarea exprimdrii proteinei de cdtre acea gend sau prin
inducerea intrdrii unei proteine inactive intr-o stare activd) sau de crestere a activititii proteinei si/sau
genei.

"Antagoniza", in toate formele sale gramaticale, se referd la procesul de inhibare a unei proteine
si/sau gene (de exemplu, prin inhibarea sau sciderea exprimarii proteinei de citre acea gend sau prin
inducerea intririi unei proteine active intr-o stare inactivd) sau o scddere a activititii proteinei si/sau
genei.

Asa cum sunt utilizafi referitor la o valoare numericd din specificatie si revendicdri, termenii "in
jur de" si "aproximativ" indicd un interval de acuratete, familiar si acceptabil pentru specialistul in
domeniu.

Intervalele numerice dezvaluite aici includ numerele care definesc intervalele.

Termenii "o" si "un" includ referintele la plural dacd nu este dictat altfel in mod clar de contextul
in care este utilizat termenul. Termenii "o" (sau "un"), ca si termenii "una sau mai multe" si "cel pufin o"
pot fi utilizati aici interschimbabil. Suplimentar, acolo unde este utilizat aici, "si/sau" trebuie interpretat ca
dezvaluirea specifici a fiecareia dintre cele doud sau mai multe caracteristici sau componente menfionate,
cu sau fard celelalte. Astfel, asa cum este utilizat intr-o sintagma precum "A si/sau B", termenul "si/sau"
din aceasta este intentionat a include "A si B," "A sau B," "A" (singur) si "B" (singur). De asemenea, asa
cum este utilizat intr-o sintagma precum "A, B si/sau C", termenul "si/sau" este intentionat a cuprinde
oricare dintre urmatoarele aspecte: A, B si C; A,Bsau C; Asau C; AsauB; BsauC; AsiC; AsiB; B si
C; A (singur); B (singur); si C (singur).

Pe intinderea acestei specificatii, cuvandtul "cuprind" sau variatii precum "cuprinde" sau "care
cuprinde" vor fi intelese a implica includerea unui intreg sau grup de intregi mentionati dar nu excluderea
oricdrui alt intreg sau grup de intregi. Asa cum este aici, termenul "cuprinde" inglobeaza de asemenca

[ L}

utilizarea termenilor mai restransi "care constd in" si "care constd esential din".
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Termenul "care consta esential din" este limitat la materialele sau etapele mentionate si la cele
care nu afecteaza consistent caracteristicile de baza si noi ale instantei,-lor dezviluite aici.

Asa cum este utilizat aici, termenul "afinitate apreciabild" inseamnd legarea cu o constantd de
disociere (Kp) mai micd de 50 nM.

Termenii "polipeptidd", "oligopeptidd", "peptida" si "proteind" sunt utilizati aici interschimbabil
pentru a se referi la lanturi de aminoacizi cu orice lungime. Lantul poate fi liniar sau ramificat, poate
cuprinde aminoacizi modificati, si/sau poate fi intrerupt de molecule diferite de aminoacizi. Termenii
cuprind de asemenea un lant de aminoacizi care a fost modificat natural sau prin interventie; de exemplu,
formarea legiturilor disulfurice, glicozilare, lipidare, acetilare, fosforilare sau orice altd manipulare sau
modificare, asa cum este conjugarea cu o componentd de marcare. In definitie sunt incluse de asemenea,
de exemplu, polipeptide care contin unul sau mai mulfi analogi ai unui aminoacid (incluzind, de exemplu,
aminoacizi nenaturali, etc.), cit si alte modificiri cunoscute in domeniu. Este inteles cd polipeptidele pot
apdrea ca lanturi unice sau ca lanturi asociate.

2. Polipeptide TBRII

Proteinele TPRII cu ocurentd naturald sunt proteine transmembranare, cu o parte a proteinei
situatd in exteriorul celulei (partea extracelulard) si o parte a proteinei situatd in interiorul celulei (partea
intracelulard). Cazuri ale dezvaluirii prezente cuprind variante de polipeptide TPRII care cuprind mutatii
in domeniul extracelular si/sau parti trunchiate ale domeniului extracelular al TBRII. Asa cum este descris
mai sus, TBRII uman apare in naturd in cel putin doud izoforme - A (lungd) si B (scurtd) — generate prin
splicingul alternativ al domeniului extracelular (ECD) (Figurile 1 si 2 si SEQ ID NO: 1 si 2). SEQ ID
NO: 27, care corespunde resturilor 23-159 din SEQ ID NO: 1, prezintd domeniul extracelular nativ de
lungime integrald al izoformei scurte a TPRII. SEQ ID NO: 18, care corespunde resturilor 23-184 din
SEQ ID NO: 2, ezintd domeniul extracelular nativ de lungime integrala al izoformei lungi a TPRII. Dacad
nu este mentionat altfel, numéiratoarea pozitiilor de aminoacizi pentru variantele bazate pe izoformele
scurtd si lunga ale TPRRII se referd la pozitia corespondentd din precursorii nativi, SEQ ID NO: 1 si,
respectiv, SEQ ID NO: 2.

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi variante de polipeptide TPRIL. O polipeptidi TBRII
conform dezviluirii poate lega si inhiba functia unui membru al superfamiliei TGFB, asa cum sunt, dar
nelimitat la, TGFB1 sau TGF3. Polipeptidele TBRII pot include o polipeptidd care consta in, sau care
cuprinde, o secventd de aminoacizi identica cel putin 80% si optional identica cel putin 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% sau 100% cu un domeniu ECD trunchiat al unei polipeptide TPRII cu ocurenti
naturald, al carei capit C-terminal este la nivelul oricdruia dintre aminoacizii 153-159 din SEQ ID NO: 1.
Polipeptidele TBRII pot include o polipeptida care consti in, sau care cuprinde, o secventi de aminoacizi
identica cel pufin 80% si optional identica cel putin 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% cu
un domeniu ECD trunchiat al unei polipeptide TPRII cu ocurentd naturald, al cérei capit C-terminal este
la nivelul oriciruia dintre aminoacizii 178-184 din SEQ ID NO: 2. in cazuri particulare, polipeptidele
TBRII cuprind o secventd de aminoacizi identica cel putin 80%, si optional identica cel putin 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18. Optional, o
polipeptidd TPRII nu include mai mult de 5 aminoacizi consecutivi, sau mai mult de 10, 20, 30, 40, 50,
52, 60, 70, 80, 90, 100, 150 sau 200 sau mai multi aminoacizi consecutivi dintr-o secventd care consta in
aminoacizii 160-567 din SEQ ID NO: 1 sau dintr-o secventd care constd in aminoacizii 185-592 din SEQ
ID NO: 2. in unele cazuri, polipeptida TBRII nu include aminoacizii 160-567 din SEQ ID NO: 1. in unele
cazuri, polipeptida TBRII nu include aminoacizii 1-22 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri, polipeptida
TBRII nu include aminoacizii 1-22 si 160-567 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri, polipeptida TPRII nu
include aminoacizii 185-592 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, polipeptida TBRII nu include
aminoacizii 1-22 din SEQ ID NO: 2. In unele cazuri, polipeptida TBRII nu include aminoacizii 1-22 si
185-592 din SEQ ID NO: 2. Polipeptida TBRII neprocesata poate fie include, fie exclude, orice secventd
semnal, cit si orice secventd N-terminal de secventa semnal. Asa cum este detaliat aici, capatul N-
terminal al polipeptidei TBRII mature (procesate) poate fi localizat la nivelul oricdruia dintre aminoacizii
23-35 din SEQ ID NO: 1 sau 23-60 din SEQ ID NO: 2. Example de polipeptide TPRII mature includ, dar
nu sunt limitate la, aminoacizii 23-159 din SEQ ID NO: 1 (expusi in SEQ ID NO: 27), aminoacizii 29-
159 din SEQ ID NO: 1 (expusi in SEQ ID NO: 28), aminoacizii 35-159 din SEQ ID NO: 1 (expusi in
SEQ ID NO: 29), aminoacizii 23-153 din SEQ ID NO: 1 (expusi in SEQ ID NO: 30), aminoacizii 29-153
din SEQ ID NO: 1 (expusi in SEQ ID NO: 31), aminoacizii 35-153 din SEQ ID NO: 1 (expusi in SEQ ID
NO: 32), aminoacizii 23-184 din SEQ ID NO: 2 (expusi in SEQ ID NO: 18), aminoacizii 29-184 din SEQ
ID NO: 2 (expusi in SEQ ID NO: 33), aminoacizii 60-184 din SEQ ID NO: 2 (expusi in SEQ ID NO: 29),
aminoacizii 23-178 din SEQ ID NO: 2 (expusi in SEQ ID NO: 34), aminoacizii 29-178 din SEQ ID NO:
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2 (expusi in SEQ ID NO: 35) si aminoacizii 60-178 din SEQ ID NO: 2 (expusi in SEQ ID NO: 32).
Specialistul in domeniu va infelege ca variante corespunzitoare bazate pe izoforma lungd a TPRII vor
include secvente de nucleotide care codificd insertul de 25 de aminoacizi, impreund cu o substitufie
conservativa Val-Ile in pozitia de flancare C-terminal de insert. Conform cu acestea, polipeptidele TRRII
pot include parti extracelulare izolate ale polipeptidelor TPRII, incluzind izoformele scurte si lungi,
variante ale acestora (incluzand variante care cuprind, de exemplu, nu mai mult de 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20,
25, 30 sau 35 substitutii de aminoacizi in secventa care corespunde aminoacizilor 23-159 din SEQ ID
NO: 1 sau aminoacizilor 23-184 din SEQ ID NO: 2), fragmente ale acestora si proteine de fuziune care
cuprind oricare dintre cele de mai sus, dar in fiecare caz, preferabil, oricare dintre polipeptidele TRRII de
mai sus vor pdstra o afinitate substantiald pentru cel putin una dintre, sau ambele, TGFB1 sau TGFB3. In
general, o polipeptida TRRII va fi proiectati pentru a fi solubild in solutii apoase la temperaturi, niveluri
ale pH-ului si osmolarititi relevante biologic.

In unele cazuri, variantele de polipeptide TBRII conform dezviluirii cuprind una sau mai multe
mutatii in domeniul extracelular care le dau un profil modificat de legare a liganzilor. O polipeptidd
TBRII poate include una, doud, cinci sau mai multe modificiri ale secventei de aminoacizi comparativ cu
partea corespunzitoare a unei polipeptide TBRII cu ocurentd naturala. In unele cazuri, mutatia duce la o
substitutie, insertie sau deletic in pozitia care corespunde pozitici 70 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri,
mutatia duce la o substitutie, insertie sau deletie in pozifia care corespunde pozitiei 110 din SEQ ID NO:
1. Examplele includ, dar nu sunt limitate la, o substitufie N cdtre D sau o substitutie D cétre K in pozitiile
care corespund pozitiilor 70 si, respectiv, 110 din SEQ ID NO: 1. Example de astfel de variante de
polipeptide TBRII includ, dar nu sunt limitate la, secventele expuse in SEQ ID NO: 36-39. O polipeptida
TPRII poate cuprinde o polipeptidd sau parte a acesteia care este codificatd de oricare dintre SEQ ID NO:
10, 12, 14 sau 16, sau variante silenfioase ale acestora sau acizi nucleici care hibridizeazi cu
complementul acestora in conditii stricte de hibridizare. In cazuri particulare, o polipeptida TBRII poate
cuprinde o polipeptidd sau parte a acesteia care este codificatd de oricare dintre SEQ ID NO: 12, sau
variante silentioase ale acestora sau acizi nucleici care hibridizeazd cu complementul acestora in conditii
stricte de hibridizare.

In unele cazuri, variantele de polipeptide TPRII conform dezviluirii cuprind suplimentar o
insertie de 36 aminoacizi (SEQ ID NO: 41) intre perechea de resturi de glutamat (pozitiile 151 si 152 din
SEQ ID NO: 1, sau pozitiile 176 si 177 din SEQ ID NO: 2) localizata in apropierea capatului C-terminal
al ECD al TBRII, asa cum are loc natural in izoforma umand C a TPRII (Konrad si colab., BMC
Genomics 8:318, 2007).

Dezviluirca demonstreazd suplimentar c¢d polipeptidele TPRIT pot fi modificate pentru a
antagoniza selectiv liganzi ai TBRIL Restul N70 reprezinti un posibil situs de glicozilare. In unele cazuri,
polipeptidele TBRII sunt aglicozilate. In unele cazuri, polipeptidele TPRII sunt aglicozilate sau au
glicozilare redusd in pozitia Asnl57. In unele cazuri, polipeptidele TBRII sunt aglicozilate sau au
glicozilare redusd in pozitia Asn73.

In unele cazuri, o polipeptidd TPRII leagd TGFBI si polipeptida TPRII nu prezintd o legare
substantiali la TGFB3. In unele cazuri, o polipeptidd TPRII leagi TGFP3 si polipeptida TBRII nu prezinti
o legare substantiald la TGFB1. Legarea poate fi evaluata utilizind proteine purificate in solutie sau intr-
un sistem de rezonantii a plasmonilor de suprafati, asa cum este un sistem Biacore™.

In unele cazuri, o polipeptidi TPRII inhibi semnalizarea celulard prin TGFp1 si polipeptida
TPBRII are un efect inhibitor intermediar sau limitat asupra semnalizirii prin TGEB3. In unele cazuri, o
polipeptidd TRRII inhiba semnalizarea prin TGFB3 si polipeptida TBRII are un efect inhibitor intermediar
sau limitat asupra semnalizirii prin TGFB1. Efectul inhibitor asupra semnalizérii celulare poate fi evaluat
prin metode cunoscute in domeniu.

Impreun, o parte activi a unei polipeptide TBRII poate cuprinde secventele de aminoacizi 23-
153, 23-154, 23-155, 23-156, 23-157 sau 23-158 din SEQ ID NO: 1, cat si variante ale acestor secvente
incepand cu oricare dintre aminoacizii 24-35 din SEQ ID NO: 1. Similar, o parte activa a unei polipeptide
TBRII poate cuprinde secventele de aminoacizi 23-178, 23-179, 23-180, 23-181, 23-182 sau 23-183 din
SEQ ID NO: 2, cat si variante ale acestor secvente incepand cu oricare dintre aminoacizii 24-60 din SEQ
ID NO: 2. Polipeptide TPRII exemplificatorii cuprind secventele de aminoacizi 29-159, 35-159, 23-153,
29-153 si 35-153 din SEQ ID NO: 1 sau secventele de aminoacizi 29-184, 60-184, 23-178, 29-178 si 60-
178 din SEQ ID NO: 2. Sunt considerati de asemenea variante in aceste intervale, in special cele care au o
identitate de cel putin 80%, 85%, 90%, 95% sau 99% cu partea corespunzitoare din SEQ ID NO: 1 sau
SEQ ID NO: 2. Poate fi selectata o polipeptidd TPRII care nu include secventa care constd in aminoacizii
160-567 din SEQ ID NO: 1 sau aminoacizii 185-592 din SEQ ID NO: 2. in cazuri particulare,
polipeptidele TRRII cuprind o secventd de aminoacizi identicd cel putin 80% si, optional, identicd cel
putin 85%, 90%, 95%, 96%, 97%., 98%., 99% sau 100% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18.
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Asa cum este descris mai sus, dezvaluirea furnizeazd polipeptide TPRII care au in comun un
grad mentionat al identititii sau similarititii secventei cu o polipeptidd TBRII cu ocurentd naturald. Pentru
a determina procentul identititii a doud secvente de aminoacizi, secventele sunt aliniate in scopul
comparatiei optime (de exemplu, pot fi introduse intreruperi in una sau amindoud dintre o primd si 0 a
doua secventd de aminoacizi sau acizi nucleici pentru alinierea optima si, in scopul compardrii, secventele
ne-omoloage pot fi ignorate). Sunt apoi comparate resturile de aminoacizi din pozitiile corespondente ale
aminoacizilor. Atunci cand o pozitie din prima secventd este ocupatd de acelasi rest de aminoacid ca si in
pozitia corespondenta din a doua secventd, moleculele sunt identice in acea pozifie (asa cum este utilizat
aici, "identitate” a aminoacizilor este echivalent cu "omologie" a aminoacizilor). Procentul identitdtii
dintre cele doud secvente este o functie a numarului de pozitii identice impdrfite in comun de secvente,
ludnd in considerare numdrul de intreruperi, si lungimea fiecdrei intreruperi care trebuie introdusa pentru
alinierea optima a celor doud secvente.

Compararea secventelor si determinarea procentului identititii si similaritatii dintre cele doud
secvente poate fi realizatd utilizind un algoritm matematic (Computational Molecular Biology, Lesk, A.
M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects,
Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1,
Griffin, A. M., si Griffin, H. G, ed., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular
Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; si Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. si Devereux,
1., ed., M Stockton Press, New York, 1991).

Intr-un caz, procentul identititii dintre doui secvente de aminoacizi este determinat utilizind
algoritmul din Needleman si Wunsch (J Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) care a fost incorporat in
programul GAP din pachetul software GCG (disponibil la http://www.gcg.com). Intr-un caz particular,
sunt utilizati urméatorii parametrii pentru programul GAP: fie o matrice Blosum 62, fie o matrice PAM250
matrix, si o pondere a intreruperii de 16, 14, 12, 10, 8, 6 sau 4 si o pondere a lungimii de 1, 2, 3, 4, 5 sau
6. In incd un alt caz, procentul identititii dintre doud secvente de nucleotide este determinat utilizAnd
programul GAP din pachetul software GCG (Devereux, J., si colab., Nucleic Acids Res. 12(1):387
(1984)) (disponibil la http://www.gcg.com). Parametri exemplificatori includ utilizarea unei matrici
NWSgapdna.CMP si unei ponderi pentru intrerupere de 40, 50, 60, 70 sau 80 si o pondere a lungimii de
1,2, 3, 4, 5 sau 6. Daca nu este mentionat altfel, procentul identitafii dintre doud secvente de aminoacizi
va fi determinat utilizind programul GAP care utilizeazi o matrice Blosum 62, o pondere a intreruperii de
10 si o pondere a lungimii de 3, si dacd un astfel de algoritm nu poate calcula procentul identitatii dorit, ar
trebui selectatd o alternativa adecvata dezviluitd aici.

Intr-un alt caz, procentul identititii dintre dous secvente de aminoacizi este determinat utilizand
algoritmul din E. Myers si W. Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)) care a fost incorporat in programul
ALIGN (versiunca 2.0), utilizand un tabel pentru ponderca resturilor PAM120, o penalizare pentru
lungimea intreruperii de 12 si o penalizare a intreruperii de 4.

Un alt caz de determinare a celei mai bune alinieri generale dintre doud secvente de aminoacizi
poate fi determinat utilizind programul pe calculator FASTDB bazat pe algoritmul din Brutlag si colab.
(Comp. App. Biosci., 6:237-245 (1990)). Intr-o aliniere a secventelor, secventele de interogare si subiect
sunt amindoud secvente de aminoacizi. Rezultatul alinierii globale a secventelor mentionatd este
prezentat ca procent al identititii. Intr-un caz, identitatea secventei de aminoacizi este obtinuti utilizAnd
programul pe calculator FASTDB bazat pe algoritmul din Brutlag si colab. (Comp. App. Biosci., 6:237-
245 (1990)). Intr-un caz particular, parametrii utilizati pentru a calcula procentul identititii si similarititii
pentru o aliniere a aminoacizilor cuprind: Matrice = PAM 150, k-tuplu = 2, Penalizare pentru nepotrivire
= 1, Penalizare de unire = 20, Lungime grupului de randomizare = 0, Scor prag = 1, Penalizare pentru
intrerupere = 5 si Penalizare pentru lungimea intreruperii = 0,05.

Polipeptidele TPRIT pot include sumplimentar la capitul N-terminal oricare dintre diferitele
secvente lider. O astfel de secventd ar permite peptidelor s fie exprimate si fintite citre calea de secretic
dintr-un sistem eucariot. Vezi, de exemplu, Ernst si colab., Brevetul U.S. Nr. 5.082.783 (1992).
Alternativ, pentru a se conduce eliberarea din celuld, poate fi utilizatd o secven{d semnal nativd pentru
TBRIIL. Secvente lider posibile includ lideri nativi, al activatorului tisular al plasminogenului (TPA) si
melitinei de la albine (SEQ ID NO. 22-24, respectiv). Exemple de proteine de fuziune TBRII-Fc care
incorporeazd o secventd lider de la TPA includ SEQ ID NO: 11, 13, 15 si 17. Procesarea peptidelor
semnal poate diferi, printre alte variabile, in functic de secventa lider aleasd, tipul celular utilizat si
conditiile de culturd si, prin urmare, situsurile N-terminale inifiale reale ale polipeptidelor TRRII mature
se pot decalacu 1, 2, 3, 4 sau 5 aminoacizi in oricare dintre directiile N-terminal sau C-terminal. Exemple
de proteine de fuziune TPRII-Fc includ SEQ ID NO: 11, 13, 15 si 17. Specialistul in domeniu va intelege
cd variante corespunzitoare bazate pe izoforma lungi a TPRII vor include insertul de 25 de aminoacizi
impreund cu o substitutie conservativa Val-Ile in pozitia de flancare C-terminald de insert.
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In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele TBRII dezviluite aici au o identitate de cel putin
80%, 85%, 90%, 92%, 94%, 95%, 97%, 99% sau 100% cu secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ
ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49 sau 51, dar sunt lipsite de unul sau mai multi aminoacizi N-
terminali comparativ cu secventele de aminoacizi din SEQ ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49
sau 51. In unele cazuri, polipeptidei TPRII ii lipseste aminoacidul care corespunde primului aminoacid
(treonind) din oricare dintre SEQ ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49 sau 51. In unele cazuri,
polipeptidei TPRII i lipsesc aminoacizii care corespund primului si celui de-al doilea aminoacid (treonina
si, respectiv, izoleucind) din oricare dintre SEQ ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49 sau 51. In
unele cazuri, polipeptidei TPRII ii lipsesc aminoacizii care corespund primului, ceui de-al doilea si celui
de-al treilea aminoacid (treonind, izoleucind si, respectiv, prolind) din oricare dintre SEQ ID NO: 18, 27,
30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49 sau 51. In uncle cazuri, polipeptidei TPRII i lipsesc aminoacizii care
corespund primului, ceui de-al doilea, celui de-al treilea si celui de-al patrulea aminoacid (treonind,
izoleucind, prolind, respectiv, prolind) din oricare dintre SEQ ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49
sau 51.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele TBRII dezviluite aici sunt identice cel putin 80%,
85%, 90%, 92%, 94%, 95%, 97%, 99% sau 100% cu secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID
NO: 18 sau 51, dar sunt lipsite de aminoacidul corespunzitor primului aminoacid (treonind) din SEQ ID
NO: 18 sau 51. in unele cazuri, polipeptidei TBKII ii lipsesc aminoacizii care corespund primului si celui
de-al doilea aminoacid (treonind si, respectiv, izoleucind) din SEQ ID NO: 18 sau 51. In unele cazuri,
polipeptidei TPRII fi lipsesc aminoacizii care corespund primului, ceui de-al doilea si celui de-al treilea
aminoacid (treonind, izoleucind si, respectiv, prolind) din SEQ ID NO: 18 sau 51. In unele cazuri,
polipeptidei ii lipsesc aminoacizii care corespund primului, ceui de-al doilea, celui de-al treilea si celui
de-al patrulea aminoacid (treonind, izoleucind, prolind, respectiv, prolind) din SEQ ID NO: 18 sau 51.

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o compozitie care cuprinde un amestec de polipeptide
TBRIIL, unde polipeptidele TBRII din compozitie cuprind fiecare o secventd de aminoacizi care este
identica cel putin 80%, 85%, 90%, 92%, 94%, 95%, 97%, 99% sau 100% cu secventa de aminoacizi din
oricare dintre SEQ ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49 sau 51; dar unde cel putin o parte a
polipeptidelor TRRII din compozitie (de exemplu, cel putin 1%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%) includ aminoacizii care corespund primului, celui de-al
doilea, celui de-al treilea si celui de-al patrulea aminoacid (treonind, izoleucind, prolind si, respecitiv,
prolind) din oricare dintre SEQ ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48, 49 sau 51; si unde cel putin unei
parti a polipeptidelor TBRII din compozitie (de exemplu, cel putin 1%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%) le lipseste unul sau mai mulfi dintre aminoacizii care
corespund primului, celui de-al doilea, celui de-al treilea si celui de-al patrulea aminoacid (treonind,
izoleucind, prolind si, respecitiv, prolind) din oricare dintre SEQ ID NO: 18, 27, 30, 34, 36, 37, 38, 39, 48,
49 sau 51. In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o compozitie care cuprinde un amestec de polipeptide
TBRIIL, unde polipeptidele TPRII sunt identice cel putin 80%, 85%, 90%, 92%, 94%, 95%, 97%, 99% sau
100% cu secven{a de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 18 sau 51, dar unde cel putin de la 30%
la 80% dintre polipeptidele TRRII din compozitie sunt lipsite de aminoacidul care corespunde primului
aminoacid (treonind) din SEQ ID NO: 18 sau 51.

In unele cazuri, dezviluirea de fatd considerd mutatii specifice ale polipeptidelor TPRII astfel
incat si fie modificata glicozilarea polipeptidei. Astfel de mutatii pot fi selectate pentru a se introduce sau
elimina unul sau mai multe situsuri de glicozilare, asa cum sunt situsuri de glicozilare legatd la O sau
legatd la N. Situsurile de recunoastere pentru glicozilarea legatd la asparagind cuprind in general o
secventd tripeptidica, asparagind-X-treonind (sau asparagind-X-serind) (unde “X” este orice aminoacid)
care este recunoscutd specific de enzimele celulare de glicozilare adecvate. Modificarea poate fi ficuti,
de asemenea, prin addugarea a, sau substituirea cu, unul sau mai multe resturi de serind sau treonind in
secventa polipeptidei TBRII de tip sdlbatic (pentru situsuri de glicozilare legata la O). O diversitate de
substitutii sau deletii de aminoacizi la nivelul uneia sau ambelor dintre prima si a treia pozitie a
aminoacizilor dintr-un situs de recunoastere pentru glicozilare (si/sau deletia aminoacidului din a doua
pozitie) duc la neglicozilare la nivelul secventei tripeptidice modificate. Un alt mod de crestere a
numarului de fractiuni carbohidrat de pe o polipeptidd TBRII este prin cuplarea chimicd sau enzimatica a
glicozidelor la polipeptida TBRIL In functie de metoda de cuplare utilizati, zaharul, -ile pot fi atasate la (a)
arginind si histidind; (b) grupari carboxil libere; (c) grupari sulfhidril libere, asa cum sunt cele din
cisteind; (d) grupdri hidroxil libere asa cum sunt cele din serind, treonind sau hidroxiprolind; (e) resturi
aromatice asa cum sunt cele ale fenilalaninei, tirozinei sau triptofanului; sau (f) grupdrii amidice a
glutaminei. Aceste metode sunt descrise in WO 87/05330 publicat 1a 11 Sept. 1987, si in Aplin si Wriston
(1981) CRC Cirit. Rev. Biochem., pp. 259-306. fndepértarea uneia sau mai multor fractiuni de carbohidrat
prezente pe o polipeptidd TPRII poate fi ficutd chimic si/sau enzimatic. Deglicozilarea chimicd poate
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implica, de exemplu, expunerea polipeptidei TPRII la compusul acid trifluorometansulfonic sau la un
compus echivalent. Acest tratament rezultd in scindarea majoritatii sau tuturor zaharurilor cu exceptia
zaharului de legare (N-acetilglucozaminid sau N-acetilgalactozamind), pastrind concomitent intactd
secventa de aminoacizi. Deglicozilarea chimicd este descrisd suplimentar de Hakimuddin si colab. (1987)
Arch. Biochem. Biophys. 259:52 si de Edge si colab. (1981) Anal. Biochem. 118:131. Scindarea
enzimaticd a fractiunilor de carbohidrat de pe polipeptidele TBRII poate fi obtinutd prin utilizarea unei
diversitdti de endo- si exo-glicozidaze, asa cum este descris de Thotakura si colab. (1987) Meth.
Enzymol. 138:350. Secventa unei polipeptide TBRII poate fi corectatd, dupad cum este adecvat, in functie
de tipul sistemului de exprimare utilizat, deoarece celulele mamifere, de drojdie, insecte si plante pot
introduce fiecare modele diferite de glicozilare care pot fi afectate de secventa de aminoacizi a peptidului.
in general, polipeptidele TBRII pentru utilizarea la om vor fi exprimate intr-o linie celulard mamifera care
furnizeaza o glicozilare adecvatd, asa cum sunt liniile celulare HEK293 sau CHO, desi este de asteptat sa
fie utile si alte linii celulare de exprimare mamifere, linii celulare de drojdie cu enzime de glicozilare
introduse prin inginerie si celule de insecte.

Dezviluirea considerd suplimentar o metodd de generare a mutantilor, in special seturi de
mutanfi combinatoriali ai unei polipeptide TPRII, cat si mutanti de trunchiere; colectiile de mutanti
combinatoriali sunt utile in special pentru identificarea secventelor variante functionale. Scopul
screeningului unor astfel de biblioteci combinatoriale poate fi acela al generarii, de exemplu, al variantilor
de polipeptide TPRII care pot actiona fie ca agonisti, fie ca antagonisti sau, alternativ, care au activititi cu
totul noi. Mai jos sunt descrise o diversitate de analize de screening si astfel de anailze pot fi utilizate
pentru a evalua variantii. De exemplu, poate fi ficut screeningul unui variant de polipeptidd TBRII pentru
capacitatea sa de a lega un ligand al TPRII, de a preveni legarea unui ligand al TPRII la o polipeptidd
TPRII sau de a interfera cu semnalizarea cauzatd de un ligand al TPRII. Activitatea unei polipeptide
TBRII sau a variantilor sai poate fi testatd de asemenea intr-o analizd bazatd pe celule sau in vivo, in
special oricare dintre analizele dezviluite in Exemple.

Pot fi generate variante derivate combinatorial care au o poten{d selectivd sau crescutd in general
comparativ cu o polipeptidd TPRII care cuprinde un domeniu extracelular al unei polipeptide TPRII cu
ocurentd naturald. Similar, mutageneza poate da nastere unor variante care au perioade de injumitatire
sericd diferite dramatic fatd de cea a polipeptidei TBRII de tip silbatic corespondente. De exemplu,
proteina modificatd poate fi ficutd fie mai stabild fie mai pufin stabild la degradarea proteoliticd sau la
alte procese care duc la distrugerea, sau eliminarea de altd naturd sau inactivarea, unei polipeptide TRRII
nativd. Astfel de variante si genele care le codificd, pot fi utilizate pentru a modifica nivelurile
polipeptidei TPRII prin reglarea perioadei de injumitatire a polipeptidelor TBRII. De exemplu, o perioadd
de injumitatire scurti poate da nastere unor efecte biologice mai trecitoare si poate permite un control
mai precis al nivelurilor polipeptidelor TPRII recombinate din pacient. Pentru a se modifica perioada de
injumatatire a proteinei, intr-o proteind de fuziune cu Fc, pot fi facute mutatii in linker (daci este prezent)
si/sau in partea Fc.

Poate fi produsa o bibliotecd combinatoriala prin intermediul unei biblioteci degenerate de gene
care codificd o bibliotecd de polipeptide care includ fiecare cel putin o parte de posibile secvente pentru
polipeptide TPRII. De exemplu, in secventele genice poate fi ligat enzimatic un amestec de
oligonucleotide sintetice astfel incét setul degenerat de secvente de nucleotide pentru posibile polipeptide
TPRII sa fie exprimabile ca polipeptide individuale sau, alternativ, ca set de proteine de fuziune mai mari
(de exemplu, pentru prezentarea pe fagi).

Existd multe metode de generare a bibliotecii de variante posibile de polipeptide TPRII dintr-o
secventd de oligonucleotide degeneratd. Sinteza chimicd a unei ecvenfe genice degenerate poate fi
realizatd cu un sintetizator automat de ADN si genele sintetice pot fi apoi legate intr-un vector adecvat
pentru exprimare. Sinteza oligonucleotidelor degenerate este bine cunoscutd in domeniu (vezi de
exemplu, Narang, SA (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura si colab., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd
Cleveland Sympos. Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp273-289; Itakura si colab.,
(1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura si colab., (1984) Science 198:1056; Ike si colab., (1983)
Nucleic Acid Res. 11:477). Astfel de tehnici au fost utilizate pentru evolutia directionati a altor proteine
(vezi, de exemplu, Scott si colab., (1990) Science 249:386-390; Roberts si colab., (1992) PNAS USA
89:2429-2433; Devlin si colab., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla si colab., (1990) PNAS USA 87:
6378-6382; cat si Brevetele U.S. Nr.: 5.223.409, 5.198.346 si 5.096.815).

Alternativ, pentru a s¢ genera o bibliotecd combinatoriald pot fi utilizate alte forme de
mutageneza. De exemplu, variante de polipeptide TBRII pot fi generate si izolate dintr-o biblioteca prin
screening, utilizand, de exemplu, mutageneza cu scanare cu alanind si aseminatoare (Ruf si colab., (1994)
Biochemistry 33:1565-1572; Wang si colab., (1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balint si colab.,
(1993) Gene 137:109-118; Grodberg si colab., (1993) Eur. J. Biochem. 218:597-601; Nagashima si
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colab., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman si colab., (1991) Biochemistry 30:10832-10838;
si Cunningham si colab., (1989) Science 244:1081-1085), prin mutageneza de scanare cu linker (Gustin si
colab., (1993) Virology 193:653-660; Brown si colab., (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnight si
colab., (1982) Science 232:316); prin mutagenezd prin saturatic (Meyers si colab., (1986) Science
232:613); prin mutagenezd PCR (Leung si colab., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19); sau prin
mutageneza aleatoare, incluzand mutageneza chimicd, etc. (Miller si colab., (1992) A Short Course in
Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY; si Greener si colab., (1994) Strategies in Mol
Biol 7:32-34). Mutageneza cu scanarea cu linker, este 0 metodd atractivd pentru identificarea formelor
trunchiate (bioactive) ale polipeptidelor TPRIL, in special in contextul combinatorial.

In domeniu este cunoscti o gami largi de tehnici pentru screeningul produsilor genici ai
bibliotecilor combinatoriale produsi prin mutatii punctiforme si trunchieri si, de fapt, pentru screeningul
pentru produsi genici care au o anumitd proprietate din bibliotecile de ADNc. Astfel de tehnici vor putea
fi in general adaptate pentru screeningul rapid al bibliotecilor de gene generate prin mutageneza
combinatoriald a polipeptidelor TBRIL. Tehnicile cele mai larg utilizate pentru screeningul bibliotecilor
mari de gene cuprind caracteristic clonarea bibliotecii de gene in vectori de exprimare replicabili,
transformarea celulelor adecvate cu biblioteca de vectori rezultatd si exprimarea genelor combinatoriale
in conditii in care detectarea unei activitdti dorite inlesneste izolarea relativ usoard a vectorului care
codifici gena a carei produs a fost detectat. Analize preferate includ analize de legare a ligandului de
catre TPRII si analize ale semnalizdrii celulare mediate de ligand.

In unele cazuri, polipeptidele TPRII conform dezviluirii pot cuprinde modificiri post-
translationale suplimentare in plus fatd de oricare sunt prezente in mod natural in polipeptidele TPRII.
Astfel de modificiri includ, dar nu sunt limitate la, acetilare, carboxilare, glicozilare, fosforilare, lipidare,
pegilare (polietilen glicol) si acilare. Ca rezultat, polipeptidele TBRII modificate pot contine elemente
diferite de aminoacizi, asa cum sunt polietilen glicoli, lipide, mono- sau poli-zaharide si fosfafi. Efectele
unor astfel de elemente diferite de aminoacizi asupra functionalitdtii unei polipeptide TBRIIpot fi testate
asa cum este descris aici pentru alte variante de polipeptide TBRII. Atunci cand polipeptidd TRRII este
produsd in celule prin scindarea unei forme nascente a polipeptidei TBRII, procesarea post-translationala
poate fi importantd de asemenea pentru plierea si/sau functia corecte ale proteinei. Celule diferite (asa
cum sunt CHO, HeLa, MDCK, 293, WI38, NIH-3T3 sau HEK-293) au mecanisme celulare specifice si
mecanisme caracteristice pentru astfel de activititi post-translationale si pot fi alese pentru a se asigura
modificarea si procesarea corecte a polipeptidelor TRRIL.

3. Linkeri

Dezviluirea furnizeaza proteine de fuziune cu TPRII si, in aceste cazuri, partea TPRII este
conectatdi la partea heteroloagi (de exemplu, partea Fc) prin intermediul unui linker. In unele cazuri,
linkerii sunt linkeri bogati in glicin si serind. In secventa de linker pot fi utilizati de asemenea alti
aminoacizi apropiati neutri, asa cum sunt, dar ne limitat la, Thr, Asn, Pro si Ala. In unele cazuri, linkerul
cuprinde diferite permutiri de secvente de aminoacizi care contin Gly si Ser. In unele cazuri, linkerul are
o lungime mai mare de 10 aminoacizi. In cazuri suplimentare, linkerii au o lungime de cel putin 12, 15,
20, 21, 25, 30, 35, 40, 45 sau 50 de aminoacizi. In unele cazuri, linkerul este mai scurt de 40, 35, 30, 25,
22 sau 20 de aminoacizi. In unele cazuri, linkerul are lungime de 10-50, 10-40, 10-30, 10-25, 10-21, 10-
15, 10, 15-25, 17-22, 20 sau 21 de aminoacizi. In cazuri preferate, linkerul cuprinde secventa de
aminoacizi GlyGlyGlyGlySer (GGGGS) (SEQ ID NO: 19) sau repetitii ale acesteia (GGGGS)n, in care n
> 2. In cazuri particulare n > 3 sau n = 3-10. Cererea invati descoperirea surpinzitoare conform cireia
proteinele care cuprind o parte TBRII si o parte heteroloagd fuzionate impreund prin intermediul unui
linker (GGGGS)4 au fost asociate cu o afinitate mai puternica pentru TGFB1 si TGFB3 comparativ cu o
proteind de fuziune cu TBRII in care n < 4. Astfel, in cazuri preferate, n > 4 sau n = 4-10. Cererea invata
de asemenea cd proteinele care cuprind linkeri (GGGGS)n in care n > 4 au avut proprietitfi inhibitoare
similare cu proteinele care au linkerul (GGGGS)4. Astfel, in uncle cazuri, intr-un linker (GGGGS)n
linker, n nu este mai mare de 4. In unele cazuri, n=4-10, 4-9, 4-8, 4-7, 4-6, 4-5, 5-8, 5-7 sau 5-6. In unele
cazuri, n =3, 4, 5, 6 sau 7. In cazuri particulare, n = 4. In unele cazuri, un linker care cuprinde o secventa
(GGGGS), cuprinde de asemenea o treonind N-terminala. In unele cazuri, linkerul este oricare dintre
urméitoarele:

GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 21)

TGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 4)

TGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 5)
TGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 6)
TGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 25)
TGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 26) sau
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TGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 40).

In unele cazuri, linkerul cuprinde secventa de aminoacizi din TGGGPKSCDK (SEQ ID NO: 7). In unele
cazuri, linkerul este oricare dintre SEQ ID NO: 21, 4-7, 25-26 sau 40, caruia ii lipseste o treonind N-
terminala. In unele cazuri, linkerul nu cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 26 sau 40.

4. Parti heteroloage

In unele cazuri, variantele functionale sau formele modificate ale polipeptidelor TBRII includ
proteine de fuziune care au cel putin o parte de polipeptidd TPRII si una sau mai multe parti
heterologoage. Exemple bine cunoscute de astfel de parfi heteroloage includ, dar nu sunt limitate la,
constantd a lantului greu de imunoglobulind (Fc), proteina de legare a maltozei (MBP) sau albumina
sericd umand. O parte heteroloagd poate fi selectatd astfel incat sd confere o proprietate doritd. De
exemplu, unele pirti heterologe sunt utile in special pentru izolarea proteinelor de fuziune prin
cromatografie de afinitate. In scopul purificirii prin afinitate, sunt utilizate matrici relevante pentru
cromatografia de afinitate, asa cum sunt rasi conjugate cu glutation, amilaza si nichel sau cobalt. Multe
astfel de matrici sunt disponibile sub formi de "kit", asa cum este sistemul de purificare Pharmacia GST
si sistemul QIAexpress™ (Qiagen) util pentru partenerii de fuziune cu (HISq). Ca alt exemplu, poate fi
selectat o parte heteroloaga astfel incat sa se inlesneascd detectia polipeptidelor TRRII. Exemple de astfel
de domenii de detectie includ diferitele proteine fluorescente (de exemplu, GFP) cit si "etichete epitop”
care sunt de obicei secvenfe peptidice scurte pentru care este disponibil un anticorp specific. Etichete
epitop bine cunoscute pentru care sunt usor disponibili anticorpi monoclonali specifici includ etichete
FLAG, hemaglutinina virusului influenza (HA), si c-myc. In unele cazuri, partile heteroloage au un situs
de scindare pentru proteaze, asa cum este pentru Factorul Xa sau Trombind, ceea ce permite proteazei
respective sd digere partial proteinele de fuziune si si elibereze prin urmare proteinele recombinante din
acestea. Proteinele cliberate pot fi apoi izolate de partea heteroloagd prin separare cromatografica
ulterioara. In anumite cazuri preferate, o polipeptidd TRRII este fuzionatd cu un domeniu care stabilizeazi
polipeptida TPRII in vivo (un domeniu "stabilizator"). Prin "stabilizator" se intelege orice care creste
perioada de injumitatire sericd, indiferent daca aceasta este din cauza distrugerii scdzute, clearanceului
renal scizut sau altui efect farmacocinetic. Fuziunile cu partea Fc a unei imunoglobuline sunt cunoscute a
conferi unei game largi de proteine proprietifi parmacocinetice de dorit. De asemenea, pot conferi
proprietdti de dorit fuziunile la albumina sericA umani. Alte tipuri de parti heteroloage care pot fi
selectate includ domenii de multimerizare (de exemplu, dimerizare, tetramerizare) si domenii functionale.

Ca exemple specifice, dezvaluirea de fatd furnizeaz4 proteine de fuziune care cuprind variante de
polipeptide TPRII fuzionate la o secventd a domeniului Fe din SEQ ID NO: 20. Optional, domeniul Fc
are una sau mai multe mutatii la nivelul resturilor asa cum sunt Asp-265, Lys-322 si Asn-434 (numirate
in conformitate cu IgG de lungime integrald corespunzitoare). In anumite cazuri, domeniul Fc mutant
care are una sau mai multe dintre aceste mutatii (de exemplu, mutatia Asp-265) are capacitate redusa de a
lega receptorul pentru Fcy comparativ cu un domeniu Fc de tip silbatic. in alte cazuri, domeniul Fc
mutant care are una sau mai multe dintre aceste mutatii (de exemplu, mutatia Asn-434) are o capacitate
crescutd de a lega receptorul pentru Fc inrudit cu MHC de clasa I (FCRN) comparativ cu un domeniu Fc¢
de tip sélbatic.

Este inteles ca diferite elemente ale proteinelor de fuziune pot fi aranjate in orice mod care este
care este in concordanti cu functionalitatea doritd. De exemplu, o polipeptida TBRII poate fi amplasati C-
terminal fatd de un domeniu heterolog sau, alternativ, un domeniu heterolog poate fi amplasat C-terminal
fatd de o polipeptidd TRRIL. Nu este necesar ca domeniul de polipeptidd TPRII si domeniul heterolog
dintr-o proteind de fuziune sa fie adiacente si pot fi incluse domenii sau secvente de aminoacizi
suplimentare C- sau N-terminal de oricare domeniu sau intre domenii.

Asa cum este utilizat aici, termenul "domeniu Fc de imunoglobulind" sau simplu "Fc" este
inteles sa insemne partea carboxi-terminald a unei regiuni constante de lant de imunoglobulind, preferabil,
o regiune constanta a lantului greu de imunoglobulini sau o parte a acesteia. De exemplu, o regiune Fc de
imunoglobulini poate cuprinde 1) un domeniu CH1, un domeniu CH2 si un domeniu CH3, 2) un domeniu
CHI1 si un domeniu CH2, 3) un domeniu CH1 si un domeniu CH3, 4) un domeniu CH2 si un domeniu
CH3 sau 5) o combinatie de doui sau mai multe domenii si o regiune balama de imunoglobulin. Intr-un
caz preferat, regiunea Fc de imunoglobulind cuprinde cel pufin o regiune balama de imunoglobulind, un
domeniu CH2 si un domeniu CH3 si este preferabil lipsitd de domeniul CHI. in unele cazuri, regiunea Fc
de imunoglobulini este o regiune Fc de imunoglobulind umana.

Intr-un caz, clasa de imunoglobulini de la care este derivati regiunea constanti a lantului greu
este IgG (Igy) (subclasele y 1, 2, 3 sau 4). Pot fi utilizate alte clase de imunoglobuline, IgA (Iga), IgD



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31
18

(Igd), IgE (Ige) si IgM (Igp). Alegerea regiunii constante adecvate de lant greu de imunoglobuling este
discutata in detaliu in Brevetele U.S. Nr. 5.541.087 si 5.726.044. Alegerea secventelor anumite de regiuni
constante ale lanfului greu de imunoglobulind de la anumite clase si subclase de imunoglobuline pentru a
se obfine un anumit rezultat este considerata a se incadra in competenta specialistului in domeniu. Partea
constructului ADN care codificd regiunea Fc de imunoglobulind cuprinde preferabil cel putin o parte a
unui domeniu balama si, preferabil, cel putin o parte a unui domeniu CH3 sau Fc gama sau domeniile
omoloage din oricare dintre IgA, IgD, IgE sau IgM.

Suplimentar, este considerat ca in practicarea metodelor si compozitiilor dezvaluite aici poate fi
utild substitutia sau deletia unor aminoacizi din regiunile constante ale lanturilor grele de imunoglobulina.
Un exemplu ar fi introducerea substitutiilor de aminoacizi in regiunea CH2 superioard pentru a crea o
variantd de Fc cu afinitate redusd pentru receptorii pentru Fc (Cole si colab. (1997) J. Immunol.
159:3613).

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi proteine de fuziune cu polipeptide TBRII care cuprind o
secventi de aminoacizi care este identica cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% cu
secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 11, 13, 15 si 17 sau fragmente active biologic ale
acestora. In unele cazuri, proteinele de fuziune cu polipeptide TBRII cuprind o secventd de aminoacizi
care este identica cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%., 97%, 98% sau 99% cu secventa de aminoacizi
din oricare dintre SEQ ID NO: 11, 13 si 15 sau fragmente active biologic ale acestora. in unele cazuri,
proteinele de fuziune cu polipeptide TBRII cuprind o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% cu secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID
NO: 13 sau un fragment activ biologic al acesteia. in unele cazuri, proteinele de fuziune cu polipeptide
TBRII cuprind o secventd de aminoacizi care este identicd cel pufin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% sau 99% cu secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 50 sau un fragment activ biologic
al acesteia. In unele cazuri, proteinele de fuziune cu polipeptide TBPRII cuprind o secventi de aminoacizi
care este identica cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%., 97%, 98% sau 99% cu secventa de aminoacizi
din oricare dintre SEQ ID NO: 51 sau un fragment activ biologic al acesteia. In unele cazuri, proteinele de
fuziune cu polipeptide TPRII cuprind o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% cu secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 52 sau un
fragment activ biologic al acesteia. In unele cazuri, proteinele de fuziune cu polipeptide TBRII cuprind o
secventi de aminoacizi care este identica cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% cu
secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 53 sau un fragment activ biologic al acesteia. In
unele cazuri, proteinele de fuziune cu polipeptide TPRII cuprind o secventd de aminoacizi care este
identica cel putin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% cu secvenfa de aminoacizi din oricare
dintre SEQ ID NO: 54 sau un fragment activ biologic al acesteia. In unele cazuri, proteinele de fuziune cu
polipeptide TPRII cuprind o secventd de aminoacizi care este identica cel putin 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% sau 99% cu secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 55 sau un fragment
activ biologic al acesteia. In unele cazuri, proteinele de fuziune cu polipeptide TBRII cuprind o secventd
de aminoacizi care este identica cel pufin 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% cu secventa de
aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 56 sau un fragment activ biologic al acesteia. In unele cazuri,
proteina de fuziune cu polipeptide TPRII cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel putin
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 20 sau un
fragment activ biologic al acesteia.

In unele cazuri, proteinele de fuziune descrise aici au o afinitate de legare imbunitititi pentru
TGFp1 si TGFp3. In unele cazuri, o proteind de fuziune care cuprinde un linker cu lungime de cel putin
10 aminoacizi (de exemplu, o proteind de fuziune care are secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ
ID NO: 11, 13, 15 si 50-56) are o afinitate de legare imbunitatitd pentru TGFB1 si TGFB3 comparativ cu
o proteind de fuziune de referinti (de exemplu, o proteind de fuziune care are secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 9). in uncle forme de realizare, proteina de fuziune leagd TGFB1 cu o Kp mai mici de 200
pM, mai mica de 150 pM, mai mica de 100 pM, mai mica de 75 pM, mai micd de 50 pM sau mai mica de
25 pM. In unele forme de realizare. proteina de fuziune leagi TGFB3 cu o Kp mai mica de 75 pM, mai
micd de 70 pM, mai micd de 60 pM, mai micd de 50 pM, mai micd de 40 pM, mai micd de 35 pM, mai
mica de 25 pM, mai mica de 15, mai micd de 10 sau mai mica de 5 pM.

In uncle forme de realizare oricare dintre polipeptidele dezviluite aici inhibd TGFpP1 si/sau
TGFB3 intr-o analizi misurabila. in unele cazuri, polipeptida inhibd TGFB1 cu o ICso mai mici de 1.0,
09, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1, 0,08, 0,09, 0,07, 0,06, 0,05, 0,04, 0,03 sau 0,02 nM, asa cum este
determinat utilizind o analizi cu gend reporter. in unele cazuri, polipeptida inhibd TGFB3 cu o ICso mai
mici de 1,0, 0,9, 0.8, 0,7, 0,6, 0,5, 0.4, 0,3, 0,2, 0,1, 0,09, 0,08, 0,07, 0,06, 0,05, 0,04, 0,03 sau 0,02 nM,
asa cum este determinat utilizind o analiza cu gend reporter. In unele forme de realizare, analiza cu geni
reporter este o analizi cu reporter CAGA. In unele cazuri, analiza cu CAGA se bazeazi pe o linie celulari
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umand de carcinom pulmonar transfectatd cu un plasmid reporter pGL3(CAGA)12 (Dennler si colab.,
1998, EMBO 17: 3091-3100) cét si cu un plasmid reporter Renilla (pRLCMYV) ca martor pentru eficienta
transfectiei. Motivul CAGA este prezent in promotorii gebelor de raspuns la TGFp (de exemplu, PAI-1),
prin urmare acest vector este pentru utilizarea generald in cazul factorilor care semnalizeazad prin SMAD?2
si SMAD3. Vezi, de exemplu, Exemplul 2.

5. Polipeptide de fuziune

In unele cazuri, dezviluirea fumizeazi polipeptide de fuziune care confin TBRIIL Polipeptidele
de fuziune pot fi produse conform oricireia dintre metodele dezvaluite aici sau care sunt cunoscute in
domeniu.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele de fuziune dezviluite aici cuprinde urmitoarele
componente: a) oricare dintre polipeptidele TPRII dezviluite aici ("A"), b) oricare dintre linkerii
dezvaluiti aici ("B"), c) oricare dintre partile heteroloage dezvaluite aici ("C") si, optional, un linker
("X"). In astfel de cazuri, polipeptida de fuziune poate fi aranjati in modurile urmitoare (N-terminal la C-
terminal): A-B-C sau C-B-A. In astfel de cazuri, polipeptida de fuziune poate fi aranjatd in modurile
urmitoare (N-terminal la C-terminal): X-A-B-C sau X-C-B-A. In unele cazuri, polipeptida de fuziune
cuprinde fiecare dintre A, B si C (si optional o secventd lider asa cum este secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 23) si cuprinde nu mai mult de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2 sau 1
aminoacizi suplimentari (dar care poate include modificari post-translaionale suplimentare, precum
PEGilarea).

In unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde o secventd lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23)
amplasati in modul urmator (N-terminal la C-terminal): X-A-B-C, si polipeptida de fuziune cuprinde 1, 2,
3, 4 sau 5 aminoacizi intre X si A. In unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde o secventa lider (de
exemplu, SEQ ID NO: 23) amplasatd in modul urmitor (N-terminal la C-terminal): X-C-B-A, si
polipeptida de fuziune cuprinde 1, 2, 3, 4 sau 5 aminoacizi intre X si C. In unele cazuri, polipeptida de
fuziune cuprinde o secventa lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23) amplasati in modul urmitor (N-terminal
la C-terminal): X-A-B-C, si polipeptida de fuziune cuprinde o alanind intre X si A. In unele cazuri,
polipeptida de fuziune cuprinde o secventd lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23) amplasatd in modul
urmdtor (N-terminal la C-terminal): X-C-B-A, si polipeptida de fuziune cuprinde o alanind intre X si C.
In unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde o secventi lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23) amplasati
in modul urméator (N-terminal la C-terminal): X-A-B-C, si polipeptida de fuziune cuprinde o glicind si o
alanind intre X si A. In unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde o secventd lider (de exemplu, SEQ
ID NO: 23) amplasatd in modul urmitor (N-terminal la C-terminal): X-C-B-A, si polipeptida de fuziune
cuprinde o glicind si o alanind intre X si C. In unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde o secventi
lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23) amplasatd in modul urmitor (N-terminal la C-terminal): X-A-B-C, si
polipeptida de fuziune cuprinde o treonini intre X si A. In unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde o
secventd lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23) amplasatd in modul urmator (N-terminal la C-terminal): X-
C-B-A, si polipeptida de fuziune cuprinde o treonind intre X si C.

In unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde o secventi de aminoacizi care este identici cel
putin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu oricare dintre secventele de aminoacizi ale polipeptidei TPRII
dezviluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 18), in careca partea de polipeptidd TPPII a polipeptidei de
fuziune cuprinde nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate
include modificdri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea). In unele cazuri, polipeptida de
fuziune cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel putin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu
oricare dintre secventele de linker dezvaluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 6), in care partea de linker a
polipeptidei de fuziune cuprinde nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate
include modificdri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea). In unele cazuri, polipeptida de
fuziune cuprinde o secventi de aminoacizi care este identic cel pufin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu
oricare dintre secventele partilor heteroloage dezviluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 20), in care partea
heteroloaga a polipeptidei de fuziune cuprinde nu mai mult de 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi
suplimentari (dar care poate include modificdri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea). In
unele cazuri, polipeptida de fuziune cuprinde oricare dintre secventele de aminoacizi ale polipeptidei
TPBRII dezvaluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 18), in care partea de polipeptidd TPRII a polipeptidei de
fuziune cuprinde nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate
include modificdri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea). In unele cazuri, polipeptida de
fuziune cuprinde oricare dintre secventele de linker dezvaluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 6), in care
partea de linker a polipeptidei de fuziune cuprinde nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari
(dar care poate include modificiri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea). In unele cazuri,
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polipeptida de fuziune cuprinde oricare dintre secventele de parte heteroloagd dezviluite aici (de
exemplu, SEQ ID NO: 20), in care partea heteroloaga a polipeptidei de fuziune cuprinde nu mai mult de
25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate include modificiri post-
translationale suplimentare, precum PEGilarea).

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptidd de fuziune, unde polipeptida de fuziune
constd sau constd esential din (si nu neapdrat in ordinea urmatoare): a) o secventi de aminoacizi care este
identica cel putin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu oricare dintre secventele de aminoacizi ale
polipeptidei TBRII dezviluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 18), unde partea de polipeptidd TBRII a
polipeptidei de fuziune cuprinde nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari
(dar care poate include modificdri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea); b) o secventa de
aminoacizi care este identica cel putin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu oricare dintre secventele de
linker dezvaluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 6), in care partca linker a polipeptidei de fuziune
cuprinde nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate include modificari post-
translationale suplimentare, precum PEGilarea); si c) o secventd de aminoacizi care este identica cel putin
85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu oricare dintre secventele partii heteroloage dezviluite aici (de exemplu,
SEQ ID NO: 20), in partea heteroloaga a polipeptidei de fuziune cuprinde nu mai mult de 25, 20, 15, 10,
5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate include modificiri post-translationale
suplimentare, precum PEGilarea); si d) optional o secventa lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23). In unele
cazuri, dezvaluirea furnizeazi o polipeptidd de fuziune, unde polipeptida de fuziune constd sau consta
esential din (si nu neapdrat in ordinea urmatoare): a) oricare dintre secventele de aminoacizi ale
polipeptidei TRRII dezviluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 18), in care partea de polipeptida TPRII a
polipeptidei de fuziune cuprinde nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari
(dar care poate include modificiri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea); b) oricare dintre
secventele linkerului dezvaluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 6), in care partea linker a polipeptidei de
fuziune cuprinde nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate include
modificari post-translationale suplimentare, precum PEGilarea); si c) oricare dintre secventele partii
heteroloage dezviluite aici (de exemplu, SEQ ID NO: 20), in care partea heteroloagd a polipeptidei de
fuziune cuprinde nu mai mult de 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate
include modificari post-translationale suplimentare, precum PEGilarea); si d) optional o secventd lider (de
exemplu, SEQ ID NO: 23).

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptid de fuziune care constd in sau care consti
esential din (si nu neapdrat in ordinea urmdtoare): a) o parte polipeptidd TPRII care constd intr-o secventa
de aminoacizi care este identica cel pufin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 18 si nu mai mult de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate
include modificari post-translationale suplimentare, precum PEGilarea); b) o parte linker care constd intr-
o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 6 si nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate
include modificari post-translationale suplimentare, precum PEGilarea); si c) o parte heteroloagd care
constd intr-o secventd de aminoacizi care este identicd cel putin 85%, 90%, 95%, 97% sau 99% cu
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 20 si nu mai mult de 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi
suplimentari (dar care poate include modificiri post-translationale suplimentare, precum PEGilarea); si d)
optional o secventd lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23). In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o
polipeptidi de fuziune care constd sau consti esential din (si nu neaparat in ordinea urmétoare): a) o parte
polipeptidd TPRII care constd in secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18 si nu mai mult de 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate include modificiri post-translationale
suplimentare, precum PEGilarea); b) o parte linker care consta in secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:
6 si nu mai mult de 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari (dar care poate include modificari post-
translationale suplimentare, precum PEGilarea); si c) o parte heteroloagd care constd in secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 20 si nu mai mult de 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 sau 1 aminoacizi suplimentari
(dar care poate include modificari post-translaionale suplimentare, precum PEGilarea); si d) optional o
secventd lider (de exemplu, SEQ ID NO: 23).

In unele cazuri, proteina de fuziune nu cuprinde o secventd lider. In unele cazuri, proteina de
fuziune cuprinde o secventd de aminoacizi care este identica cel putin 85%, 90%, 92%, 95%, 96%, 97%,
99% sau 100% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 48.
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TIPPHVOKSDVEMEAQKDEITICPSCNRTAHPLRHINNDMIVTDNNGAVKEFPQLCKFCDVRESTCDNQK
SCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDEILEDAASPRKCIMKEKKKPGETE
FMCSCSSDECNDNIIEFSERYNTSNPDTGGGGSGEGGSGGGGSGEEGSTHTCPPCPAPELLGGEPSVYELE

PPRPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEY KCKVSNKALPAFPTEKT ISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTRKNOVSLTCLVRKGEYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATLHNHYTOKSLELSPGK
(SEQ ID NO: 48).

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptidd de fuziune cu TBRII in care polipeptida nu
cuprinde un anticorp sau o parte a acestuia care leagi un antigen. in unele cazuri, polipeptida nu leagi cu
afinitate considerabild o citokind diferitd de ligandul din superfamilia factorilor de crestere si transformare
beta (de exemplu, TGFB1, TGFB2 si/sau TGFf3). In unele cazuri, polipeptida nu leaga cu afinitate
considerabila o citokina diferitd de TGFB1, TGFp2 si/sau TGFB3. In unele cazuri, polipeptida nu leagi cu
afinitate considerabild o citokind diferitd de TGF1 si/sau TGFf3. In unele cazuri, polipeptida nu leagi cu
afinitate considerabild CD4, CD8, CD25, CTLA-4, IL-10, receptorul pentru TGFp, PD-1, PD-L1, PD-L.2,
RANK, RANKL, HER2/neu, EGFR1, CD20, VEGF, TNF-a, TNFR2, FoxP3, CD80, CD86, IFN-q, IFN-
B, IFN-y, GITR, 4-1BB, OX-40, TLR1-10, ErbB-1, HER1, ErbB-3/HER3, ErbB-4/HER4, IGFR, IGFBP,
IGF-1R, PDGFR, FGFR, VEGFR, HGFR, receptorul TRK, receptorii pentru adrenalind, receptorii AXL,
receptorii LTK, receptorii TIE, angiopoietina 1, 2, receptorul ROR, receptorul DDR, receptorul RET,
receptorul KLG, receptorul RYK, receptorul MuSK, ILSR, IlaR, TNTRSF, receptorul TRAIL, ARTCI,
alfa-actinina-4, Ber-abl, B-RAF, caspazele, beta-catenina, fibronectina, GPNMB, GDP-L, LDLR, HLA-
A2, MLA-A11, HSP70, KIAA205, MART2, MUM-1, 2, 3, PAP, neo-PAP, NFYC, OGT, 0S-9, proteina
de fuziune pml-RARalfa, PRDXS, PTPRK, KRAS2, NRAS, HRAS, RBAF600, SIRT2. SNRPDI,
proteina de fuziune SYT-SSXI1 sau -SSX2, Triosefosfat Izomeraza, BAGE, BAGE-1. BAGE-2, 3, 4, 5,
GAGE-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 GnT-V, HERV-K MEL, KK-LC, KM-HN-1, LAGE, LAGE-1, CAMEL,
MAGE-1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-AS, MAGE-A6, MAGE-A8, MAGE-A9,
MAGE-A10. MAGE-Al1l, MAGE-A12, MAGE-3, MAGE-B1, MAGE-B2, MAGE-B5. MAGE-B6,
MAGE-C1, MAGE-C2, mucina 1 (MUC1), MART-1/Melan-A (MLANA), gpl00, gpl00/Pmell7
(SILV), tirozinaza (TYR), TRP-1, HAGE, NA-88, NY-ESO-1, NY-ESO-1/LAGE-2, SAGE, Spl17. SSX-
1, 2, 3, 4, TRP2-INT2, antigenul carcino-embrionic (CEA), Kallikfein 4, mammaglobm-A, OAl,
antigenul specific pentru prostatd (PSA), antigenul memranar specific pentru prostatd, TRP-1/, 75. TRP-2,
AIM-2. BING-4, CPSF, ciclina D1, Ep-CAM, EpbA3, FGF-5, gp250, iCE), AFP, M-CSF, mdm-2,
MUCI, p53 (TP53), PBF, FRAME, PSMA, RAGE-1. RNF43, RU2AS, SOX10, STEAP1, survivina
(BIRCS), hTERT, telomeraza, WT1, SYCP1, BRDT, SPANX, XAGE, ADAM2, PAGE-5, LIPI1,
CTAGE-1, CSAGE, MMA1, CAGE, BORIS, HOM-TES-85, AF15q14, HCA66I, LDHC, MORC, SGY -
1, SPO11, TPXI1, NY-SAR-35, FTHLI7, NXF2 TDRDI1, TEX 15, FATE, TPTE, receptorii pentru
estrogen (ER), receptorii pentru androgen (AR), CD40, CD30, CD20, CD19, CD33, CD4, CD25, CD3,
CA 724, CA 15-3, CA 27-29, CA 125, CA 19-9, gonadotropina corionicd beta umani, 1-2
microglobulina, antigenul carcinomului cu celule scuamoase, enolaza specificd pentru neuroni, proteina
de soc termic gp96, GM2, sargramostima, CTLA-4, 707-AP, ART-4, CAP-1, CLCA2, Cyp-B, HST-2,
proteinele HPV, proteinele EBV, proteinele virusului Hepatitei B sau C si/sau proteinele HIV.

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptidd de fuziune cu TBRII in care polipeptida nu
cuprinde un domeniu de legare a ligandului suplimentar fatd de domeniul TRRII. In unele cazuri,
polipeptida cuprinde o secventd liniard de aminoacizi care cuprinde un domeniu TBRII si o parte
heteroloaga (de exemplu, o parte Fc), dar secventa liniard de aminoacizi nu curpinde niciun domeniu
suplimentar de legare la liganzi. in unele cazuri, polipeptida cuprinde o secventi liniard de aminoacizi
care cuprinde un domeniu TPRII si o parte Fc, dar secventa liniard de aminoacizi nu cuprinde niciun
domeniu suplimentar de legare la liganzi. In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptidi de fuziune
cu TPRII in care polipeptida nu cuprinde mai multe domenii de legare a liganzilor intr-o singurd secventa
liniard de aminoacizi. In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptidi de fuziune cu TRRII in care
polipeptida nu cuprinde mai mult de o secventd linker continud, intr-o singurd secventd liniard de
aminoacizi. In unele cazuri, polipeptida nu cuprinde mai mulfi linkeri de glicind si/sau serind continui (de
exemplu, un linker care cuprinde (GGGGS)n, unde n = > 4) intr-o singura secventd liniard de aminoacizi.
In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi o polipeptidi de fuziune cu TPRII in care partea heteroloagi este
un domeniu Fc si in care este legat covalent la domeniul Fc doar un linker continuu. In unele cazuri,
linkerul continuu unic cuprinde sau consta intr-un linker (GGGGS)n, unde n=> 4.

6. Acizi nucleici si metode de producere

In unele cazuri, dezviluirea de fatd face disponibile forme de proteine de fuziune cu polipeptide
TBRII izolate si/sau purificate, care sunt izolate din, sau alternativ substantial lipsite de (de exemplu,
lipsite in misurd de cel putin 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99%) alte proteine si/sau alte specii de
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polipeptide TPRIIL. Polipeptidele TPRII vor fi in general produse prin exprimarea din acizi nucleici
recombinanti.

In unele cazuri, dezviluirea include acizi nucleici care codifici polipeptidele TBRII solubile care
cuprind secventa care codifica o parte extracelulara a unei proteine TRRIL In cazuri suplimentare, aceasti
dezviluire se referd de asemenea la o celuld gazda care cuprinde astfel de acizi nucleici. Celula gazda
poate fi o celuld procariotd sau eucariotd. De exemplu, o polipeptidd conform dezviluirii de fatd poate fi
exprimatd in celule bacteriene asa cum sunt E. coli, in celule de insecte (de exemplu, utilizind un sistem
de exprimare cu baculovirus), drojdie, sau celule mamifere. Alte celule gazda adecvate sunt cunoscute
specialistului in domeniu. In conformitate, unele cazuri ale dezviluirii de fati se referd suplimentar la
metode de producere a polipeptidelor TRRIL.

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi acizi nucleici izolati si/sau recombinanti care codifici
oricare dintre polipeptidele TPRIIL, incluzind fragmente, variante functionale si proteine de fuziune
dezvaluite aici. SEQ ID NO: 10, 12 si 14 codifica variante ale domeniului extracelular al TPRII fuzionat
la un domeniu Fc de IgG. Acizii nucleici subiect pot fi monocatenari sau dublucatenari. Astfel de acizi
nucleici pot fi molecule de ADN sau ARN. Acesti acizi nucleici pot fi utilizati, de exemplu, in metode de
producere a polipeptidelor TPRII sau ca agenti terapeutici directi (de exemplu, intr-o abordare de terapie
cu antisens, ARNi sau genica).

In unele cazuri, acizii nucleici subiect care codifica polipeptidele TRRII sunt intelesi suplimentar
a include acizi nucleici care sunt variante ale SEQ ID NO: 10, 12 si 14. Variante de secvente de
nucleotide includ secvente care diferd prin una sau mai multe substitutii, aditii sau deletii de nucleotide,
asa cum sunt variantele alelice.

In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi secvente de acizi nucleici izolate sau recombinante care
sunt identice cel pufin 80%, 85%, 90%, 95%., 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% cu SEQ ID NO: 10, 12 si
14. In cazuri particulare, dezviluirea furnizeazi secvente de acizi nucleici izolate sau recombinante care
sunt identice cel pufin 80%, 85%, 90%, 95%., 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% cu SEQ ID NO: 12, sau
fragmente ale acestora. Specialistul in domeniu va aprecia cd secventele de acizi nucleici complementare
cu SEQ ID NO: 10, 12 si 14 si cu variantele ale SEQ ID NO: 10, 12 si 14 sunt de asemenea in intinderea
acestei dezviluiri. In cazuri suplimentare, secventele de acizi nucleici conform dezvaluirii pot fi izolate,
recombinante si/sau fuzionate cu o secventd de nucleotide heterologd sau intr-o bibliotecd de ADN.

In alte cazuri, acizii nucleici conform dezviluirii includ de asemenea secvente de nucleotide care
hibridizeaza in conditii foarte stricte cu secventele de nucleotide indicate in SEQ ID NO: 10, 12 si 14,
secventele complementare ale SEQ ID NO: 10, 12 si 14 sau cu fragmente ale acestora. Asa cum este
discutat mai sus, specialistul in domeniu va intelege usor ci pot fi variate conditiile adecvate de strictete
care promoveazd hibridizarea ADN. De exemplu, hibridizarea poate fi facutd la 6,0 x clorurd de
sodiu/citrat de sodiu (SSC) la aproximativ 45°C, urmata de o spdlare cu 2,0 x SSC la 50°C. De exemplu,
concentratia de sare din etapa de spalare poate fi selectatd de la o strictete mica de aproximativ 2,0 x SSC
la 50°C la o strictete inaltd de aproximativ 0,2 x SSC la 50°C. In plus, temperatura din etapa de spilare
poate fi crescuta de la conditii cu strictete mica, la temperatura camerei, de aproximativ 22°C, la conditii
cu strictete inaltd la aproximativ 65°C. Pot fi variate atit temperatura cét si concentrafia de sare sau
temperatura sau concentratia de sare pot fi menfinute constante in timp ce este modificatd cealaltd
variabild. In unele cazuri, dezviluirea furnizeazi acizi nucleici care hibridizeazi in conditii de strictete
joasa de 6 x SSC la temperatura camerei urmata de o spilare la 2 x SSC la temperatura camerei.

Acizii nucleici izolafi care difera de acizii nucleici asa cum sunt expusi in SEQ ID NO: 10, 12 si
14 din cauza degenerescentei codului genetic sunt de asemenea in intinderea conform dezvéluirii. De
exemplu, un numir de aminoacizi sunt codificafi de mai mult de un triplet. Codonii care specifici acelasi
aminoacid, sau sinonime (de exemplu, CAU si CAC sunt sinonime pentru histidine), pot duce la mutatii
"silentioase" care nu afecteazd secventa de aminoacizi a proteinei. Totusi, este de asteptat ca intre celulele
mamifere sd existe polimorfisme ale secventei de ADN care nu conduc la modificdri ale secventelor de
aminoacizi ale proteinelor subiect. Specialistul in domeniu va aprecia ci intre indivizi ai unei anumite
specii pot exista astfel de variatii in una sau mai multe nucleotide (pand la aproximativ 3-5% dintre
nucleotide) ale acizilor nucleici care codificd o anumita proteind din cauza variatiei alelice naturale. Sunt
in intinderea acestei dezvaluiri oricare si toate astfel de variatii ale nucleotidelor si polimorfismele
aminoacizilor rezultate.

Specialistul in domeniu va aprecia variante corespondente bazate pe izoforma lungi a TPRII vor
include secvente de nucleotide care codificd insertul de 25 de aminoacizi, impreund cu o substitufie
conservativd Val-Ile in pozifia de flancare C-terminald fatd de insert. Va fi de asemenea apreciat ci
variantele corespondente bazate pe oricare dintre izoforma lunga (A) sau scurtd (B) a TPRII vor include
secvente de nucleotide variate care cuprind un insert de 108 nucleotide, care codificd un insert de 36 de
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aminoacizi (SEQ ID NO: 41), la aceasi localizare descrisd pentru izoforma C a TBRII cu ocurentd
naturala.

In unele cazuri, acizii nucleici recombinanti conform dezvaluirii pot fi legati operabil la una sau
mai multe secvente de nucleotide reglatoare dintr-un construct de exprimare. Secventele de nucleotide
reglatoare vor fi in general adecvate pentru celula gazda utilizatd pentru exprimare. Sunt cunoscute in
domeniu numeroase tipuri de vectori de exprimare adecvafi si secvente reglatoare adecvate pentru o
diversitate de celule gazdi. Caracteristic, acele una sau mai multe secvente de nucleotide reglatoare
mentionate pot include, dar nu sunt limitate la, secvente promotor, secvente lider sau semnal, situsuri de
legare ribozomald, secvente de incepere si terminare a transcriptiei, secvente de incepere si terminare a
translafiei si secvenfe augmentator sau activator. Dezviluirea considerd promotori constitutivi sau
inductibili, asa cum sunt cunoscuti in domeniu. Promotorii pot fi fie promotori cu ocuren{d naturald sau
promotori hibrizi care combini clemente de la mai mult de un promotor. Un construct de exprimare poate
fi prezent intr-o celuld intr-un epizom, asa cum este un plasmid sau constructul de exprimare poate fi
inserat intr-un cromozom. Intr-un caz preferat, vectorul de exprimare confine o gend marker selectabil
pentru a permite selectia celulelor gaza transformate. Genele marker selectabil sunt bine cunoscute in
domeniu i vor varia in functie de celula gazda utilizata.

In unele cazuri dezviluite aici, acidul nucleic subiect este furnizat intr-un vetor de exprimare
care cuprinde o secventd de nucleotide care codificd o polipeptidd TPRII si este legat operabil la cel putin
o secventd reglatoare. Secventele reglatoare sunt recunoscute in domeniu si sunt selectate pentru a
conduce exprimarea polipeptidei TBRIL In conformitate, termenul secventa reglatoare include promotori,
augmentatori si alte elemente de control al exprimarii. Secvente reglatoare exemplificatoare sunt descrise
in Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA
(1990). De exemplu, pentru a exprima secventele ADN care codificd o polipeptidd TPRII din acesti
vectori poate fi utilizatd oricare dintr-o mare diversitate de secvente de control al exprimdrii care
controleazd exprimarea unei secvente de ADN, atunci cind sunt legate operativ la aceasta. Astfel de
secvente de control al exprimdrii utile, includ, de exemplu, promotorii precoce si tardiv ai SV40,
promotorul tet, promotorul precoce imediat de la citomegalovirus sau adenovirus, promotori RSV,
sistemul lac, sistemul trp, sistemul TAC sau TRC, promotorul T7 a cirui exprimare este condusi de ARN
polimeraza T7, regiunile operator major si promotor ale fagului lambda, regiunile de control pentru
proteina fd din invelis, promotorul 3-fosfoglicerat kinazei sau altor enzime glicolitice, promotorii
fosfatazei acide, de exemplu, Pho5, promotorii factorilor a de imperechere de la drojdie, promotorul
polihedron al sistemului baculovirusului si alte secvente cunoscute a controla exprimarea genelor
celulelor procariote sau eucariote sau a virusurilor acestora si diferite combinatii ale acestora. Ar trebui sa
fie infeles cd proiecarea vectorului de exprimare poate depinde de factori asa cum sunt alegerea celulei
gazda care va fi transformata si/sau tipul de proteind care este dorit a fi exprimat. Mai mult, ar trebui luate
de asemenea in considerare numdrul de copii al vectorului, capacitatea de controlare a acelui numar de
copii si a exprimadrii oricdrei alte proteine codificate de vector, asa cum sunt markeri pentru antibiotic.

Un acid nucleic recombinant inclus in dezvéluire poate fi produs prin legarea unei gene clonate,
sau unei parti a acesteia, intr-un vector adecvat pentru exprimarea fie in celule procariote, fie in celule
eucariote (drojdii, aviene, de insecte sau mamifere) sau amindoud. Vehicule de exprimare pentru
producerea unei polipeptide TPRII recombinante includ plasmide si alfi vecotri. De exemplu, vectori
adecvati includ plasmide de tipul: plasmide derivate din pBR322, plasmide derivate din pEMBL,
plasmide derivate din pEX, plasmide derivate din pBTac si plasmide derivate din pUC pentru exprimarea
in celule procariote, asa cum sunt E. coli.

Unii vectori de exprimare mamifera contin atat secvente procariote pentru a favoriza propagarea
vectorului in bacterii, cit si una sau mai multe unititi de transcriptie eucariote care sunt exprimate in
celule eucariote. Vectorii derivati din pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, pRe/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-
dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo si pHyg sunt exemple de vectori de exprimare la
mamifere care sunt adecvafi pentru transfectia celulelor eucariote. Unii dintre acesti vectori sunt
modificati cu secvente din plasmide bacteriene, asa cum este pBR322, pentru a favoriza replicarea si
selectia prin rezistenta la medicamente atdt in celulele procariote ct si eucariote. Alternativ, pentru
exprimarea tranzientd a proteinelor in celule eucariote pot fi utilizati derivati din virusuri asa cum sunt
virusul papilloma bovin (BPV-1), sau virusul Epstein-Barr (pHEBo, derivat din pREP si p205). Mai jos,
pot fi gasite exemple de alte sisteme de exprimare virale (incluzand retrovirale), in descrierea sistemelor
de furinizare a terapiei genice. Diferitele metode utilizate in prepararea plasmidelor si in transformarea
organismelor gazda sunt bine cunoscute in domeniu. Pentru alte sisteme de exprimare adecvate, atit
pentru celulele procariote cit si eucariote, cit si proceduri generale de recombinare, vezi Molecular
Cloning A Laboratory Manual, Ed. A 3-a, ed. de Sambrook, Fritsch si Maniatis (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2001). in unele cazuri, poate fi de dorit exprimarea polipeptidelor recombinante prin
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utilizarea unui sistem de exprimare cu baculovirus. Exemplee de astfel de sisteme de exprimare cu
baculovirus includ vectorii derivati din pVL (asa cum sunt pVL1392, pVL1393 si pVL941), Vectorii
derivati din pAcUW (asa cum este pAcUW1) si vectorii derivafi din pBlueBac (asa cum este pBlueBac
III care contine (3-gal).

In unele cazuri, va fi proiectat un vector pentru producerea polipeptidelor TBRII subiect in celule
CHO, asa cum este un vector Pcmv-Script (Stratagene, La Jolla, Calif.), vectori pcDN4 (Invitrogen,
Carlsbad, Calif)) si vectori pCl-neo (Promega, Madison, Wisc.). Intr-un caz preferat, va fi proiectat un
vector pentru producerea polipeptidelor TPRII subiect in celule HEK-293. Asa cum va fi evident,
constructii genici subiect pot fi utilizati pentru a duce la exprimarea polipeptidelor TBRII subiect in celule
propagate in culturd, de exemplu, pentru a produce pentru purificare proteine, incluzind proteine de
fuziune sau variante ale proteinelor.

Accasti dezviluire se referd de asemenea la o celuld gazda transfectatd cu o gend recombinanti
care include o secventd codificantd (de exemplu, SEQ ID NO: 10, 12 sau 14) pentru una sau mai multe
dintre polipeptidele TPRII subiect. Celula gazda poate fi orice celuld procariotd sau eucarioti. De
exemplu, o polipeptidd TBRII dezviluitd aici poate fi exprimatd in celule bacteriene asa cum sunt E.
coli, celule de insecte (de exemplu, utilizind un sistem de exprimare cu baculovirus), drojdie, sau celule
mamifere. Specialistului in domeniu ii sunt cunoscute si alte celule gazda adecvate.

In conformitate, dezviluirea de fatd se referd suplimentar la metode de producere a
polipeptidelor TBRII subiect. De exemplu, o celuld gazda transfectati cu un vector de exprimare care
codificd o polipeptidd TPRII poate fi cultivata in conditii adecvate pentru a permite si aiba loc exprimarea
polipeptidei TBRII. Polipeptida TBRII poate fi secretatd si izolatd dintr-un amestec de celule si mediu care
confin polipeptida TPRII. Alternativ, polipeptida TBRII poate fi retinutd in citoplasma sau intr-o fractie
membranard si celulele si fie recoltate, lizate si izolatd proteina. O culturd celulard include celule gazda si
mediu. Medii adecvate pentru cultura celulard sunt bine cunoscute in domeniu. Polipeptidele TRRII
subiect pot fi izolate din mediul de culturd, celule gazdad, sau ambele, utilizind tehnici de purificare a
proteinelor cunoscute in domeniu, incluzand cromatografia cu schimb ionic, cromatografia de filtrare in
gel, ultrafiltrarea, electroforeza, purificarea prin imunoafinitate cu anticorpi specifici pentru anumiti
epitopi ai polipeptidelor TBRII si purificarea prin afinitate cu un agent care leagd un domeniu fuzionat la
polipeptida TPRII (de exemplu, pentru a purifica o fuziune TPRII-Fc poate fi utilizatd o coloand de
proteind A). Intr-un caz preferat, polipeptida TBRII este o proteind de fuziune care confine un domeniu
care inlesneste purificarea acesteia. De exemplu, purificarea poate fi ficutd printr-o serie de etape de
cromatografic in coloani, incluzind, de exemplu, trei sau mai multe dintre urméatoarele, in orice ordine:
cromatografie cu proteina A, cromatografie cu sefaroza Q, cromatografie cu fenilsefaroza, cromatografie
cu excludere prin dimensiune si cromatografie cu schimb cationic. Purificarea ar putea fi finalizatd cu
filtrarea virald si schimbarea tamponului.

Intr-un alt caz, o geni de fuziune care codifici o secventd lider pentru purificare, asa cum este o
secventd poli-(His)/situs de scindare pentru enterokinaza la capitul N-terminal al parfii dorite a
polipeptidei TPRII recombinante, poate permite purificarea proteinei de fuziune exprimate prin
cromatografie de afinitate utilizind o rigini cu metal Ni**. Secventa lider de purificare poate fi apoi
indepartatd prin tratamentul cu enterokinaze, pentru a se¢ furniza polipeptida TPRII purificatd (de
exemplu, vezi Hochuli si colab., (1987) J. Chromatography 411:177; si Janknecht si colab., PNAS USA
88:8972).

Tehnicile de producere a genelor de fuziune sunt bine cunoscute. in esentd, unirea diferitelor
fragmente de ADN care codificd diferite secvente de polipeptide este realizatd in conformitate cu tehnici
conventionale, care utilizeaza pentru legare capete boante sau decalate, digestia cu enzime de restrictie
pentru a furniza capetele adecvate, umplerea capetelor coezive dupd cum este adecvat, tratamentul cu
fosfataza alcalind pentru a se preveni unirea nedoriti si legarea enzimatici. Intr-un alt caz, gena de
fuziune poate fi sintetizatd prin tehnici conventionale care includ sintetizatori automati de ADN.
Alternativ, poate fi realizatd amplificarca PCR a fragmentelor de gene cu utilizarea primerilor ancori care
dau nastere la prelungiri complementare intre doud fragmente genice consecutive care pot fi ulterior unite
pentru a se genera o secventd genica himerica (vezi, de exemplu, Current Protocols in Molecular Biology,
ed. Ausubel si colab., John Wiley & Sons: 1992).

7. Modificari ale proteinelor de fuziune cu Fc

Cererea dezvaluieste suplimentar proteine de fuziune TPRII-Fc cu regiuni Fc proiectate sau
variante. Astfel de anticorpi si proteine de fuziune cu Fc pot fi utile, de exemplu, pentru modularea
functiilor de efector, asa cum sunt, citotoxicitatea dependentd de antigen (ADCC) si citotoxicitatea
dependentd de complement (CDC). Suplimentar, modificarile pot imbunitati stabilitatea anticorpilor si
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proteinelor de fuziune cu Fc. Variantele de secvente de aminoacizi ale anticorpilor si proteinelor de
fuziune cu Fc sunt preparate prin introducerea in ADN a modificarilor nucleotidelor adecvate sau prin
sintezd peptidica. Astfel de variante includ, de exemplu, deletii din si/sau inserfii in si/sau substitufii ale
resturilor din secventele de aminoacizi ale anticorpilor si proteinelor de fuziune cu Fc dezviluite aici.
Pentru a se ajunge la constructul final este ficuti orice combinatie de deletie, insertie si substitutie, cu
conditia ca constructul final sd aibd caracteristicile dorite. Modificdrile aminoacizilor pot modifica de
asemenea procesele post-translationale ale anticorpilor si proteinelor de fuziune cu Fc, asa cum este
schimbarea numirului sau pozitiei situsurilor de glicozilare.

Pot fi produse anticorpi si proteine de fuziune cu Fc cu functie redusd de efector prin
introducerea modificdrilor in secventa de aminoacizi, incluzind, dar ne limitate la, mutatia Ala-Ala
descrisd de Bluestone si colab. (vezi WO 94/28027 si WO 98/47531; vezi de asemenea Xu si colab. 2000
Cell Immunol 200; 16-26). Astfel, in unele cazuri, pot fi utilizate proteinele de fuziune cu Fc conform
dezvaluirii cu mutatii in regiunea constantd, care includ mutatia Ala-Ala, pentru a se reduce sau aboli
functia de efector. Conform acestor cazuri, anticorpii si proteinele de fuziune cu Fc pot cuprinde o
mutatie cdtre o alanind in pozitia 234 sau o mutatie citre o alanind in pozifia 235, sau o combinatic a
acestora. Intr-un caz, anticorpul sau proteina de fuziune cu Fc cuprinde un cadru de IgG4, in care mutatia
Ala-Ala ar descrie o mutatie (sau mutatii) de la fenilalanina la alanina in pozitia 234 si/sau o mutatie de la
leucind la alanind in pozitia 235. Intr-un alt caz, anticorpul sau proteina de fuziune cu Fc cuprinde un
cadru de IgG1, in care mutatia Ala-Ala ar descrie o mutatie (sau mutatii) de la leucind la alanin in pozitia
234 si/sau o mutatie de la leucind la alanind in pozitia 235. Anticorpul sau proteina de fuziune cu Fec poate
alternativ sau suplimentar sd poarte alte mutatii, incluzind mutatia punctiformi K322A din domeniul
CH2 (Hezareh si colab. 2001 J Virol. 75: 12161-8).

In cazuri particulare, anticorpul sau proteina de fuziune cu Fc poate fi modificat fie pentru a se
creste fie pentru a se inhiba citotoxicitatea dependentd de complement (CDC). Modularea activitatii CDC
poate fi realizatd prin introducerea intr-o regiune Fc a uneia sau mai multor substitutii, inserfii sau deletii
de aminoacizi (vezi, de exemplu, Brevetul U.S. Nr. 6.194.551). Alternativ sau suplimentar, in regiunea Fc
pot fi introduse resturi de cisteind, permitind prin urmare formarea in aceastd regiune a legaturilor
disulfurice dintre lanfuri. Anticorpul homomeric generat astfel poate avea o capacitate de internalizare
imbunétatitd sau redusi si/sau omorare celulard mediatd de complement crescutd sau scizutd. Vezi Caron
si colab., J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992) siShopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922
(1992), W099/51642, Duncan & Winter Nature 322: 738-40 (1988); Brevetul U.S. Nr.
5.648.260; Brevetul U.S. Nr. 5.624.821; si W(094/29351.

8. Analize de screening

In unele cazuri, dezviluirea de fatid se referd la utilizarea polipeptidelor TRRII (de exemplu,
polipeptidele TPRRII solubile) penru a identifica compusi (agenti) care sunt agonisti sau antagonisti ai cdii
de semnalizare prin TGFB1, TGFB3 si TPRII. Compusii identificati prin acest screening pot fi testati
pentru a li se evalua capacitatea de a modula activitatea de semnalizare prin TGFB1 si TGFB3 in vitro.
Optional, acesti compusi pot fi testati suplimentar in modele animale pentru a li se evalua capacitatea de a
modula cresterea tisulard in vivo.

Existd o multime de abordari pentru screeningul agentilor terapeutici pentru modularea cresterii
tisulare prin tintirea TGFB1, TGFB3 si polipeptidelor TRRII. In unele cazuri, poate fi realizat screeningul
in volum mare al compusilor pentru a identifica agenti care interferd cu semnalizarea celulard mediatd de
TGFB1, TGFB3 sau TPRIL In unele cazuri, analiza este realizati pentru screeningul si identificarea
compusilor care inhibd specific sau reduc legarea unei polipeptide TBRII la TGFB1 sau TGFp3.
Alternativ, analiza poate fi utilizatd pentru a identifica compusi care cresc legarea unei polipeptide TRRII
la TGFB1 sau TGFB3. Intr-un caz suplimentar, compusii pot fi identificati pe baza capacititii lor de a
interactiona cu TGFB1, TGFB3 sau o polipeptida TPRII.

Vor fi suficiente o diversitate de formate de analiza si, din prisma dezvaluirii de fatd, specialistul
in domeniu le va intelege si pe cele care nu sunt descrise specific aici. Asa cum este descris aici, compusii
(agentii) de testat pot fi creati prin orice metoda chimicd combinatoriala. Alternativ, compusii subiect pot
fi biomolecule cu ocurentd naturald sintetizate in vivo sau in vitro. Compusii (agentii) de testat pentru
capacitatea lor de a actiona ca modulatori ai cresterii tisulare pot fi produsi, de exemplu, in bacterii,
drojdii, plante sau alte organisme (de exemplu, produsi naturali), produsi chimic (de exemplu, molecule
mici, incluzand peptidomimetice) sau produsi recombinant. Compusii de testat considerati aici includ
molecule organica ne-peptidil, peptide, polipeptide, peptidomimetice, zaharuri, hormoni si molecule de
acid nucleic. Intr-un caz particular, agentul de testat este o moleculd organicii mici care are o greutate
moleculard mai micd de aproximativ 2.000 de daltoni.
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Compusii de testat descrisi aici pot fi furnizafi ca entitati individuale, discrete, sau pot fi furnizafi
in biblioteci cu complexitate mai mare, asa cum sunt produse prin chimia combinatoriald. Aceste
biblioteci pot cuprinde, de exemplu, alcooli, alchil halide, amine, amide, esteri, aldehide, eteri si alte clase
de compusi organici. Prezentarea compusilor de testat unui sistem de testare poate fi ficutd fie in forma
izolatd, fie ca amestecuri de compusi, mai ales in etapele inifiale de screening. Optional, compusii pot fi
derivatizati optional cu alti compusi si sd aibd grupari de derivatizare care inlesnesc izolarea compusilor.
Exemple nelimitante de grupdri de derivatizare includ biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina
fluorescentd in verde, izotopi, polihistidina, microsfere magnetice, glutation S transferaza (GST),
reticulatori fotoactivabili sau orice combinatie a acestora.

In multe programe de screening al medicamentelor care testeazi biblioteci de compusi si extracti
naturali, sunt de dorit analize cu volum mare in scopul maximizirii numirului de compusi evaluati in
intervalul de timp. Sunt deseori preferate ca analize “primare” de screening analizele care sunt realizate in
sisteme lipsite de celule, asa cum pot fi derivate din proteine purificate sau semi-purificate, deoarece
acestea pot fi generate pentru a se permite dezvoltarea rapidd si detectarea relativ usoard a unei modificri
a unei tinte moleculare care este mediatd de un compus de testat. Mai mult, efectele toxicitatii celulare sau
schimb concentratd in principal pe efectul medicamentului asupra tintei moleculare, asa cum se poate
manifesta printr-o modificare a afinitétii de legare intre o polipeptidd TPRII si TGFB1 sau TGFp3.

Doar in scop ilustrativ, intr-o analizd exemplificatoare de screcning descrisa aici, compusul de
interes este pus in contact cu o polipeptida TPRII izolatd si purificatd care este de obicei capabild si lege
TGFp1 sau TGFB3. Amestecului de compus si polipeptidd TBRII ii este apoi addugatid o compozitie care
confine un lignad al TPRII. Detectia si cuantificarea complexelor TRRI/TGFB1 sau TPRII/TGFR3
furnizeazd o metodd de determinare a eficientei compusului de a inhiba (sau potenta) formarea de
complexe intre polipeptida TPRII si TGFB1 sau TGFf3. Eficienta compusului poate fi evaluatd prin
generarea din datele obtinute a curbelor doza-raspuns, utilizand diferite concentratii de compus de testat.
Mai mult, poate fi realizatd de asemenea o analizd martor pentru a se furniza un nivel bazal in scopul
compardrii. De exemplu, intr-o analizi martor, este addugat TGFB1 sau TGFB3 izolat si purificat unei
compozifii care contine polipeptida TPRII si este cuantificatd formarea de complexe TRRII/TGFB1 sau
TRRII/TGFB3 in absenta compusului de testat. Se va intelege cd, in general, ordinea in care pot fi
amestecati reactivii poate fi variatd si acestia pot fi amestecati simultan. Mai mult, in locul proteinelor
purificate pot fi utilizati extracti si lizafi celulari pentru a se produce un sistem adecvat lipsit de celule.

Formarea complexelor intre polipeptida TBRII si TGFB1 sau TGFB3 poate fi detectatd printr-o
diversitate de tehnici. De exemplu, modularea formarii complexelor poate fi cuantificatd utilizand, de
exemplu, proteine marcate detectabil, asa cum sunt polipeptide TRRII sau TGFB1 sau TGFB3 marcate
radioactiv (de exemplu, P, *°S, “C sau *H), marcate fluorescent (de exemplu, FITC) sau marcate
enzimatic, prin imunoanalize sau prin detectare cromatografica.

Aici este descrisd de asemenea utilizarea analizelor de polarizare a fluorescentei si analizele de
fluorescentd cu transfer energetic prin rezonantd (FRET) pentru masurarea, direct sau indirect, a gradului
de interactiune intre o polipeptidd TBRKII si proteina sa de legare. Suplimentar, cu multe cazuri descrise
aici sunt compatibile si alte moduri de detectie, asa cum sunt cele bazate pe ghiduri de unda optice
(Publicatia PCT WO 96/26432 si Brevetul U.S. Nr. 5.677.196), rezonanta plasmonilor de suprafatd
(SPR), senzori ai sarcinilor suprafetei si senzori ai fortelor de suprafata.

Mai mult, aici este descrisd de asemenea utilizarea unei analize cu capcand de interactiune,
cunoscutd si ca "analiza cu doi hibrizi", pentru identificarea agentilor care intrerup sau potenteaza
interactiundea dintre o polipeptidd TBKII si proteina sa de legare. Vezi de exemplu, Brevetul U.S. Nr.
5.283.317; Zervos si colab. (1993) Cell 72:223-232; Madura si colab. (1993) J Biol Chem 268:12046-
12054; Bartel si colab. (1993) Biotechniques 14:920-924; si Iwabuchi si colab. (1993) Oncogene 8:1693-
1696). Aici este descrisd suplimentar utilizarea sistemelor cu doi hibrizi inverse pentru a se identifica
compusi (de exemplu, molecule mici sau peptide) care disociaza interactiunile dintre o polipeptidd TRKII
si proteina sa de legare. Vezi de exemplu, Vidal si Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal si
Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81; si Brevetele U.S. Nr. 5.525.490; 5.955.280; si 5.965.368.

In unele cazuri, compusii subiect sunt identificati pe baza capacititii lor de a interactiona cu o
polipeptidd TBRII sau TGFB1 sau TGFP3 descrisa aici. Interactiunea dintre compus si polipeptida TRKII
sau TGFB1 sau TGFP3 poate fi covalentd sau necovalenti. De exemplu, o astfel de interactiune poate fi
identificata la nivel de proteind utilizind metode biochimice in vitro, incluzind foto-reticularea, legarea
liganzilor marcati radioactiv si cromatografia de afinitate (Jakoby WB si colab., 1974, Methods in
Enzymology 46: 1). In anumite cazuri, compusii pot fi evaluati prin screeningul intr-o analizd bazata pe
mecanism, asa cum este o analizd pentru detectarea compusilor care leagid o polipeptidd TGFB1 sau
TGFB3 sau TPRII. Aceasta poate include un eveniment de legare in fazd solidd sau in faza lichida.
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Alternativ, gena care codifica o polpeptidd TGFB1 sau TGFB3 sau TBRII poate fi transfectatd intr-o celuld
cu un sistem reporter (de exemplu, B-galactozidaza, luciferaza sau proteina fluorescentd in verde) si
analizata prin screening impotriva bibliotecii, preferabil prin screeningul in volum mare, sau cu membri
individuali ai bibliotecii. Pot fi utilizate si alte analize ale legdrii bazate pe mecanism, de exemplu, analize
ale legdrii care detecteazi modificdri ale energiei libere. Analizele de legare pot fi realizate cu tinta fixatad
la un godeu, microsferd sau cip sau capturatd de un anticorp imobilizat sau rezolvatd prin electroforezi
capilard. Compusii legati pot fi detectati de obicei utilizind analize colorimetrice sau de fluorescenta sau
rezonanta plasmonilor de suprafata.

Aici sunt descrise de asemenea metode si agenfi pentru modularea (stimularea sau inhibarea)
semnalizarii celulare mediate prin TGFB1 sau TGFB3. Prin urmare, orice compus identificat poate fi testat
in celule intregi sau tesuturi, in vitro sau in vivo, pentru a se confirma capacitatea acestuia de a modula
semnalizarea prin TGFB1 sau TGFp3. In acest scop pot fi utilizate diferite metode cunoscute in domeniu.

9. Utiliziri terapeutice exemplificatoare

Asa cum este utilizat aici, un agent terapeutic care "previne" o boald sau stare se referd la un
compus care, intr-un esantion statistic, reduce aparitia afectiunii sau stirii in esantionul tratat comparativ
cu intr-un esantion martor netratat sau intarzie debutul sau reduce severitatea unuia sau mai multor
simptome ale afectiunii sau stdrii comparativ cu asantionul martor netratat.

Termenii "tratament”, "care trateaza", "ameliorare" si aseminitori sunt utilizati aici pentru a
insemna in general obtinerea unui efect farmacologic si/sau fiziologic dorit, si pot fi utilizati de asemenea
pentru a se referi la imbunatitirea, ameliorarea, si/sau sciderea severitifii unuia sau mai multor simptome
ale unei stari care este tratate. Efectul poate fi profilactic prin prisma intirzierii complete sau partiale a
aparitiei sau recidivei unei boli, stdri sau a simptomelor acestora si/sau poate fi terapeutic prin prisma unei
vindecari partiale sau complete a unei boli sau stiri si/sau a efectelor adverse atribuite bolii sau stérii. Asa
cum este utilizat aici, "tratament" acopera orice tratament al unei boli sau stiri a unui mamifer, in special
a unui om, si include: (a) prevenirea aparifiei bolii sau stirii la un subiect care poate fi predispus la boald
sau stare dar nu a fost incd diagnosticat cu aceasta; (b) inhibarea bolii sau stirii (de exemplu, oprirea
dezvoltarii acesteia); sau (¢) ameliorarea bolii sau stérii (de exemplu, ducerea la remisia bolii sau stirii,
furnizarea imbundtatirii unuia sau mai multor simptome).

Termenii "pacient”, "subiect" sau "individ" sunt utilizate aici interschimbabil si se referd fie la un
om fie la un animal neuman. Acesti termeni includ mamifere, asa cum sunt oameni, primate neumane,
animale de laborator, animale pentru agriculturd (incluzind bovine, porcine, cimile, etc.), animale de
companie (de exemplu, canine, feline, alte animale domesticite, etc.) si rozitoare (de exemplu, soareci si
sobolani). Pacientul, subiectul sau individul poate fi un om.

Aici sunt descrise de asemenea metode de tratament sau prevenire a unei boli sau stiri asociate
cu un membru al superfamiliei TGFp, prin administrarea cétre subiect a unei cantititi eficiente dintr-o
polipeptidd TBRII, incluzand o proteind de fuziune TPRII-Fc de mai sus, denumite in continuare colectiv
"agenti terapeutici”. In unele cazuri boala sau starea este asociati cu semnalizare prin TGFf1 sau TGFB3
dereglatd. Aici sunt descrise de asemenea metode si compozifii pentru tratamentul anumitor afectiuni
cardiovasculare sau vasculare. In plus, aici sunt descrise de asemenea metode si compozitii pentru
tratamentul sau prevenirea cancerului. in plus, aici sunt descrise de asemenea metode si compozitii pentru
tratamentul sau prevenirea afectiunilor si starilor fibrotice.

In special, agentii terapeutici polipeptidici din dezviluirea de fati sunt utili pentru tratamentul
sau prevenirea bolilor vasculare sau cardiovasculare cronice. Boli exemplificatoare de acest tip includ, dar
nu sunt limitate la, boli cardiace (incluzand boald miocardicd, infarct miocardic, angind pectorala si boli
ale valvelor cardiace); boli renale (incluzand inflamatia glomerulard cronicd, insuficienta renald diabetica,
si inflamatie renald asociatd lupusului); afectiuni asociate aterosclerozei sau altor tipuri de arterioscleroza
(incluzdnd accident cerebral, hemoragie cerebrald, hemoragiec subarahnoidd, angini pectorald si
arterioscleroza renald); afectiuni trombotice (incluzidnd tromboza cerebrald, necrozd intestinald
tromboticd); complicafii ale diabetului (incluzind retinopatie asociatd diabetului, cataracte, nefropatie
asociatd diabetului, neuropatologie asociati diabetului, gangrend asociatd diabetului si infectie cronica
asociatd diabetului); afectiuni vasculare inflamatoare (lupus eritematos sistemic, reumatism articular,
inflamatie arteriald a articulatiilor, inflamatie arteriala cu celule mari, Boala Kawasaki, arterita Takayasu,
sindrom Churg-Strauss, si purpurd Henoch-Schoenlein); vasculopatii diabetice; si afectiuni cardiace asa
cum sunt boala cardiacd congenitald, cardiomiopatie (de exemplu, cardiomiopatie dilatativa, hipertrofica,
restrictivd) si insuficientd cardiacd congestiva. Afectiuni exemplificatoare includ suplimentar, dar nu sunt
limitate la, telangiectazia hemoragicd hereditara (HHT), sindrom Marfan, sindrom Loeys-Dietz,
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sindromul anevrismului aortei toracice familial, sindrom de tortuozitate arteriald, pre-eclampsie si
restenozare.

Polipeptida TPRII poate fi administrati subiectului singurd sau in combinatie cu unul sau mai
mulfi agenti sau moduri terapeutice, de exemplu, agenfi terapeutici, care sunt utili pentru tratamentul
afectiunilor si/sau stirilor cardiovasculare asociate cu TGFpB. In unele cazuri, al doilea agent sau mod
terapeutic este ales dintre una sau mai multe din: angioplastie, beta blocanti, anti-hipertensive,
cardiotonice, anti-trombotice, vasodilatatori, antagonisti de hormoni, antagonisti de endotelind, blocanti ai
canalelor de calciu, inhibitori de fosfodiesterazd, antagonisti de angiotensind de tipul 2 si/sau
blocanti/inhibitori de citokine.

In particular, agentii terapeutici polipeptidici din dezvaluirea de fata sunt utili pentru tratamentul
sau prevenirea unui cancer (tumori). Termenii "cancer" si "malign" se referd la, sau descriu, starea
fiziologicd de la mamifere care este caracterizatd tipic prin crestere/proliferare celulard necontrolata.
Exemple de cancer sau afectiuni neoplazice, includ dar nu sunt limitate la, carcinom, limfom, blastom,
sarcom si leucemie. Exemple mai specifice de astfel de cancere includ cancer cu celule scuamoase, cancer
al peritoneului, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatic, glioblastom, cancer de col
uterin, cancer ovarian, cancer hepatic, cancer vezical, hepatom, cancer mamar, cancer de colon, cancer
colorectal, carcinom endometrial sau uterin, carcinom al glandelor salivare, cancer renal, cancer de
prostatd, cancer vulvar, cancer de tiroidd, carcinom hepatic, cancer gastric, cancer intestinal, cancer de
piele, cancer osos, gastric cancer, melanom si diferite tipuri de cancer al capului si gatului, incluzand
cancer al capului si gitului cu celule scuamoase. Alte exemple de afectiuni neoplazice si stari asociate
includ carcinoame esofagiene, tecoame, adroblastoame, hiperplazic endometriald, endometrioza,
fibrosarcoame, coriocarcinom, carcinom nazofaringian, carcinoame laringiene, hepatoblastom, sarcom
Kaposi, carcinoame de piele, hemangiom, hemangiom cavernos, hemangioblastom, retinoblastom,
astrocitom,  glioblastom,  Schwannom, oligodendrogliom, meduloblastom, neuroblastoame,
rabdomiosarcom, sarcom osteogenic, leiomiosarcoame, carcinoame ale tratului urinar, tumord Wilm,
carcinom al celulelor renale, carcinom de prostati, proliferare vasculard anormald asociatid cu facomatoze
si sindrom Meigs. Un cancer care se preteaza in special la tratamentul cu agentii terapeutici descrisi aici
poate fi caracterizat prin una sau mai multe dintre urmitoarele: cancerul are niveluri ridicate de TRRII
detectabile in tumora sau ser, niveluri de exprimare sau activitate biologica crescutd a TGFB1 sau TGFp3,
este metastatic sau la risc de a deveni metastatic sau orice combinatic a acestora.

In unele cazuri de astfel de metode, pot fi administrati unul sau mai multi agenti terapeutici
polipeptidici, impreund (simultan) sau in momente diferite (pe rand). In plus, agentii terapeutici
polieptidici pot fi administrati cu un alt tip de compusi pentru tratamentul cancerului sau pentru inhibarea
angiogenezei.

In uncle cazuri, metodele subiect conform dezviluirii pot fi utilizate singure. Alternativ,
metodele subiect pot fi utilizate in combinatie cu alte abordari terapeutice anticancer conventionale tintite
la tratamentul sau prevenirea afectiunilor proliferative (de exemplu, tumori). De exemplu, astfel de
metode pot fi utilizate in prevenirea profilacticd a cancerului, prevenirea recidivei cancerului si
metastazelor dupd chirurgie si ca terapie adjuvanti pentru o altd terapie convenfionald a cancerului.
Dezviluirea de fatd recunoaste ci eficienta eficienta terapiilor conventionale impotriva cancerului (de
exemplu, chimioterapie, radioterapie, fototerapie, imunoterapie, si chirurgie) poate fi crescutd prin
utilizarea unui agent terapeutic peptidic subiect.

A fost ardtat cd o gami largd de compusi conventionali au activitdti anti-neoplazice sau anti-
cancer. Acesti compusi au fost utilizati ca agenti farmaceutici in chimioterapie pentru a scidea
dimensiunea tumorilor solide, preveni metastazele si cresterea suplimentara sau pentru a scidea numéirul
de celule maigne in cancerele leucemice sau ale miduvei osoase. Desi chimioterapia a fost eficientd
pentru prevenirea diferitelor tipuri de boli maligne, multi compusi anti-neoplazici induc efecte secundare
nedorite. A fost aratat ca atunci cand sunt combinate doud sau mai multe tratamente diferite, tratamentele
pot actiona sinergic si permite reducerea dozelor pentru fiecare dintre tratamente, reducand astfel efectele
secundare diunitoare exercitate de fiecare compus la doze mai inalte. In alte cazuri, bolile maligne care
sunt refractare la un tratament pot rdspunde la o terapie de combinatie cu doud sau mai multe tratamente
diferite.

Atunci cind un agent terapeutic dezvaluit aici este administrat in combinatie cu un alt agent anti-
neoplazic convenfional, fie concomitent, fic pe rand, un astfel de agent terapeutic poate creste efectul
terapeutic al agentului anti-neoplazic sau depdsi rezistenta celulard la un astfel de agent anti-neoplazic.
Accasta permite sciderca dozelor unui agent anti-neoplazic, reducind prin urmare efectele secundare
nedorite, sau restabileste eficienta unui agent anti-neoplazic in celule rezistente.

Conform dezviluirii de fatd, agentii terapeutici polipeptidici descrisi aici pot fi utilizati in
combinafie cu alte compozitii si proceduri pentru tratamentul bolilor. De exemplu, o tumord poate fi
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tratatd convenfional chirurgical, prin radioterapie sau chimioterapie combinatd cu polipeptida TPRIL, si
apoi polipeptida TPRII poate fi administratd ulterior pacientului pentru a se prelungi inactivitatea
micrometastazelor si pentru stabilizarea oricdrei tumori primare restante.

Aici sunt descrisi de asemenea alti agenfi terapeutici utili pentru terapia de combinafic a
tumorilor cu o polipeptidd TPRII incluzind alte terapii impotriva cancerului: de exemplu, chirurgie,
agenti citotoxici, radioterapia care implica iradierea sau administrarea de substante radioactive, agenti
chimioterapeutici, agenti anti-hormonali, agenti de inhibare a cresterii, compozifii antineoplazice si
tratamentul cu agenti anticancer enumerati aici si cunoscufi in domeniu, sau combinatii ale acestora.

Asa cum este utilizat aici, termenul "agent citotoxic" se refera la o substantd care inhibd sau
previne functia celulelor si/sau duce la distrugerea celulelor. Termenul este intentionat a include izotopi
radioactivi (de exemplu, At?!!, 1131 1125 Y90 Rel!86 Rel!®8 Sm!>3, Bi?'2, P32 gi izotopi radioactivi ai Lu),
agenti chimioterapeutici de exemplu metotrexat, adriamicind, alcaloizi vinca (vincristind, vinblastina,
etoposid), doxorubicind, melfalan, mitomicind C, clorambucil, daunorubicina sau alti agenti intercalanti,
enzime si fragmente ale acestora asa cum sunt enzime nucleolitice, antibiotice si toxine asa cum sunt
toxine cu moleculd mica sau toxine active enzimatic de origine bacteriand, fungica, de la plante sau
animale, incluzind fragmente si/sau variante ale acestora si diferifii agenti antitumorali sau anticancer
dezvaluiti mai jos. Alti agenfi citotoxici sunt desctisi mai jos. Un agent tumoricid cauzeazi distrugerea
celulelor tumorale.

Un "agent chimioterapeutic” este un compus chimic util pentru tratamentul cancerului. Example
de agenfi chimioterapeutici includ agenti de alchilare asa cum sunt tiotepa si ciclofosfamida
CYTOXAN®; alchil sulfonati asa cum sunt busulfan, improsulfan si piposulfan; aziridine precum
benzodopa, carbocuond, meturedopa, si uredopa; etilenimine si metilamelamine incluzind altretamina,
trietilenmelamind, trietilenfosforamida, trictilentiofosforamidd si trimetilolomelamind; acetogenine (in
special bulatacin si bulatacinond); delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapacon;
lapacol; colchicine; acid betulinic; o camptotecind (incluzand analogul sintetic topotecan
(HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), acetilcamptotecind, scopolectind si  9-
aminocamptotecind);, briostatind; calistatind; CC-1065 (incluzand analogii sdi sintetici adozelesind,
carzelesind si bizelesind); podofilotoxind; acid podofilinic; teniposid; criptoicine (in special criptoficina 1
si criptoficina 8); dolastatind; duocarmicind (incluzdnd analogii sintetici, KW-2189 si CBI-TMl);
eleuterobind; pancratistatini; o sarcodictind; spongistatind; mustaruri azotate asa cum sunt clorambucil,
clornafazini, ciclofosfamidd, estramustind, ifosfamidd, mecloretaming, clorhidrat de oxid de
mecloretamind, melfalan, novembicind, fenesterind, prednimustind, trofosfamidi, mustar uracil;
nitrozuree asa cum sunt carmustind, clorozotocind, fotemustind, lomustind, nimustind si ranimustind;
antibiotice asa cum sunt antibioticele enediene (de exemplu, calicheamicind, in special calicheamicini
gama II si calicheamicind omega 1l (vezi, de exemplu, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994));
dinemicind, incluzand dinemicind A; o esperamicind; cit si cromofor neocarzinostatind si cromofori
antibiotice enediene cromoproteine inrudite), aclacinomicine, actinomicini, autramicini, azaserind,
bleomicine, cactinomicind, carabicind, carminomicini, carzinofilini, cromomicini, dactinomicini,
daunorubicind, detorubicind, 6-diazo-5-oxo-L-norleucini, ADRIAMYCIN® doxorubicini (incluzind
morfolino-doxorubicind, cianomorfolino-doxorubicind, 2-pirolino-doxorubicind si deoxidoxorubicind),
epirubicind, esorubicind, idarubicind, marcelomicind, mitomicine asa cum este mitomicina C, acid
micofenolic, nogalamicind, olivomicine, peplomicine, porfiromicine, puromicini, quelamicina,
rodorubicind, streptonigrind, streptozotocini, tubercidind, ubenimex, zinostatini, zorubicind; anti-
metabolifi asa cum sunt metotrexat si 5-fluorouracil (5-FU); analogi de acid folic asa cum sunt
denopterind, metotrexat, pteropterind, trimetrexat, analogi de purine precum fludarabind, 6-
mercaptopurind, tiamiprind, tioguanind; analogi de pirimidind asa cum sunt ancitabind, azacitidind, 6-
azauridind, carmofur, citarabind, dideoxiuridind, doxifluridind, enocitabind, floxuridind; androgeni asa
cum sunt calusteron, propionat de dromostanolon, epitiostanol, mepitiostan, testolactoni; anti-suprarenale
asa cum sunt aminoglutetimida, mitotan, trilostan; surse de acid folic cum sunt acidul folinic; aceglaton;
glicozid de aldofosfamidi; acid aminolevulinic; eniluracil; amsacrind; bestrabucil; bisantrend; edatraxat;
demecolcind; diaziquond; clfornitind; acetat de eliptiniu; o epotilond; ctoglucid; nitrat de galiu;
hidroxiuree; lentinan; lonidamind; maitansinoide asa cum sunt maitansind si ansamitocine; mitoguazona;
mitoxantron; mopidanmol; nitracrini; pentostatini; fenamet; pirarubicind; losoxantron; 2-etilhidrazid;
procarbazini; complex de polizaharide PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxan; rizoxin;
sizofiran; spirogermaniu; acid tenuazonic; triaziquona; 2,2',2"-triclorotrictilamini; tricotecene (in special
toxina T-2, veracurina A, roridina A si anguidina); uretan; vindesini (ELDISINE®, FILDESIN®);
dacarbazind; manomustini; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosind; arabinosid ("Ara-C");
tiotepa; taxoide, de exemplu, paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.I.),
formulare a paclitaxelului cu nanoparticule de albumind proiectate prin inginerie, fprp cremofor



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31

30

ABRAXANE™ (American  Pharmaceutical ~— Partners,  Schaumberg, Illinois) si  doxetaxel
TAXOTERE® (Rhéne-Poulenc Rorer, Antony, France); clorambucil, gemcitabini (GEMZAR®); 6-
tioguanind; mercaptopurind; metotrexat; analogi de platind cum sunt cisplatind si carboplating; vinblastina
(VELBAN®); platini; etoposid (VP- 16); ifosfamidd; mitoxantron; vincristini (ONCOVIN®);
oxaliplatind; leucovovini; vinorelbini (NAVELBINE®); novantroni; edatrexat; daunomicini;
aminopterind; ibandronat; inhibitor de topoizomeraza RFS 2000; difluorometilornitind (DMFO); retinoizi
asa cum este acidul retinoic; capecitabinid (XELODA®); siruri, acizi sau derivati acceptabile farmaceutic
ale oricirora dintre cei de mai sus; cit si combinatii de doud sau mai multe dintre cele de mai sus, asa
cum este CHOP, o abreviere a unei terapii de combinatie cu ciclofosfamidi, doxorubicind, vincristind si
prednisolon, si FOLFOX, o abreviere pentru un regim de tratament cu oxaliplatin (ELOXATIN™)
combinatd cu 5-FU si leucovovini.

In aceasta definitic sunt inclusi de asemenea agenti anti-hormonali care actioneazi pentru a
regla, reduce, bloca sau inhiba efectele hormonilor care pot promova cresterea cancerului si care sunt dese
ori sub formd de tratament sistemic sau al intregului organism. Acestia pot fi ei ingisi hormoni. Exemple
includ anti-estrogeni si modulatori selectivi ai receptorului pentru estrogen (SERM), incluzand, de
exemplu, tamoxifen (incluzind tamoxifen NOLVADEX®), raloxifen EVISTA®, droloxifen, 4-
hidroxitamoxifen, trioxifen, keoxifen, LYl 17018, onapristond si toremifen FARESTON®; anti-
progesterone; reglatori la nivel scizut ai receptorului pentru estrogen (ERD); agenti care functioneaza in
sensul suprimarii sau blocdrii ovarelor, de exemplu, agonisti ai hormonului de eliberare a hormonului
luteinizant (LHRH) asa cum sunt acetat de leuprolid LUPRON® si ELIGARD®, acetat de gosereling,
acetat de buserelind si tripterelind; alfi anti-androgeni asa cum sunt flutamida, nilutamidi si bicalutamids;
si inhibitori ai aromatazei care inhibd enzima aromataza, care regleazd producerea de estrogen din
glandele suprarenale, asa cum sunt, de exemplu, 4(5)-imidazoli, aminoglutetimida, acetat de megestrol
MEGASE®, exemestan AROMASIN®, formestan, fadrozol, vorozol RIVIS OR®, letrozol FEMARA® si
anastrozol ARIMIDEX®. In plus, o astfel de definitie a agentilor chimioterapeutici include bisfosfonati
asa cum sunt clodronat (de exemplu, BONEFOS® sau OSTAC®), etidronat DIDROC AL®, NE-58095,
acid zoledronic/zoledronat ZOMET A®, alendronat FOSAMAX®, pamidronat AREDIA®, tiludronat
SKELID® sau risedronat ACTONEL®; cat si troxacitabina (un analog nucleozidic 1,3-dioxolan citozini);
oligonucleotide antisens, in special cele care inhiba exprimarea genelor din cdile de semnalizare implicate
in proliferarea anormald a celulelor, asa cum sunt, de exemplu, PKC-alfa, Raf, H-Ras si receptorul
factorului de crestere epidermic (EGF-R); vaccinuri aga cum sunt vaccinul THERATOPE® si vaccinuri
pentru terapie genicd, de exemplu, vaccinul ALLOVECTIN®, vaccinul LEUVECTIN® si vaccinul
VAXID®; inhibitor al topoizomerazei 1 LURTOTECAN®; rmRH ABARELIX®; ditosilat de lapatinib (un
inhibitor de tirozin kinaze cu moleculd micad dual pentru ErbB-2 si EGFR cunoscut si ca GW572016); si
saruri acizi sau derivati acceptabile farmaceutic ale oricdrora de mai sus.

Cand este utilizat aici, un "agent de inhibare a cresterii" se referd la un compus sau compozitie
care inhiba cresterea unei celule fie in vitro, fie in vivo. Astfel, agentul de inhibare a cresterii poate fi unul
care reduce semnificativ procentul celulelor in faza S. Exemple de agenti de inhibare a cresterii includ
agenti care blocheaza evolutia ciclului celular (in alt moment decét faza S), asa cum sunt agenti care
induc blocarea in Gl sau blocarea in faza M. Blocanti in faza M clasici includ vinca (vincristind si
vinblastind), taxani si inhibitori ai topoizomerazei II aa cum sunt doxorubicind, epirubicind,
daunorubicind, etoposid si bleomicind. Acei agenti care blocheaza in Gl se revarsa si in blocarea in faza
S, de exemplu, agentii de alchilare a ADN-ului asa cum sunt tamoxifen, prednison, dacarbazini,
mecloretamind, cisplatini, metotrexat, 5-fluorouracil si ara-C. Informatii suplimentare pot fi gisite in The
Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn si Israel, ed., Capitolul 1, intitulat "Cell cycle regulation,
oncogenes, and antineoplastic drugs" de Murakami si colab. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), in
special p. 13. Taxanii (paclitaxel si docetaxel) sunt medicamente impotriva cancerului derivate amandoua
din tisa. Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone -Poulenc Rorer), derivat din tisa europeand, este un analog
semisintetic al paclitaxelului (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel si docetaxel promoveazi
asamblarea microtubulilor din dimeri de tubulind si stabilizeazid microtubulii prin prevenirea
depolimerizarii, ceea ce duce in celule la inhibarea mitozei.

In inci alte cazuri, polipeptidele TBRII pot fi utile in tratamentul sau prevenirea fibrozei. Asa
cum este utilizat aici, termenul "fibrozd" se referd la formarea anormald sau dezvoltarea de fesut
conjunctiv fibros in exces de citre celulele dintr-un organ sau tesut. Desi procesele asociate fibrozei pot
apdrea ca parte a formdirii si repararii fesuturilor normale, dereglarea acestor procese poate duce la
compozifie celulard modificatd si depozitare excesiva de fesut conjunctiv care afecteazi progresiv functia
tesutului sau organului. Formarea tesutului fibros poate rezulta dintr-un proces de reparare sau reactiv.
Afectiunile sau stdrile fibrotice includ, dar nu sunt limitate la, afectiuni fibroproliferative asociate cu boli
vasculare, asa cum este boala cardiacd, boala cerebrald, si boala vasculard perifericd, cét si tesuturi sau



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31
31

siteme de organe care includ cordul, pielea, rinichii, peritoneul, intestinul si ficatul (cum este dezvaluit, de
exemplu, in Wynn, 2004, Nat Rev 4:583-594).

Afectiuni exemplificatoare care pot fi tratate includ, dar nu sunt limitate la, fibrozd renala,
incluzand nefropatii asociate cu leziuni/fibrozad, de exemplu, nefropatii cronice asociate diabetului (de
exemplu, nefropatic diabeticd), lupusului, sclerodermieci, nefritei glomerulare, sclerozei glomerulare
focale segmentare si nefropatiei cu IgA; fibrozd intestinald, de exemplu, sclerodermie si fibrozd
intestinald indusd de iradiere; fibroza hepaticd, de exemplu, cirozi, fibrozd hepaticd indusi de alcool,
leziunea ductelor biliare, ciroza biliard primard, fibrozi hepaticd indusa viral sau infectios, fibroza
hepaticd congenitald si hepatitd autoimuna; si alte stiri fibrotice, asa cum sunt fibroza chisticd, fibroza
endomiocardicd, fibrozi mediastinald, sarcoidozd, sclerodermie, leziunea/fibroza miduvei spinale,
miclofibroza, restenozare vasculard, ateroscleroza, fibroza la locul de injectare (care poate apirea ca o
complicatic a injectiilor intramusculare, in special la copii), fibrozd endomiocardicp, fibroza
retroperitoneald si fibroza sistemica nefrogena.

Asa cum este utilizat aici, termenii "afectiune fibroticd", "stare fibroticd" si "boald fibroticd" sunt
utilizati interschimbabil pentru a se referi la o afectiune, stare sau boald caracterizatd prin fibroza.
Exemple de afectiuni fibrotice includ, dar nu sunt limitate la lupus, afectiuni sclerotice (de exemplu,
sclerodermie, ateroscleroza si scleroza sistemicd incluzand, de exemplu, scleroza sistemicd difuza si
sclerozd sistemicd progresivd), vibroza vasculard, fibroza pancreaticd, fibrozd hepaticd (de exemplu,
ciroza), fibroza renald, fibrozd musculoscheleticd, fibroza cardiacad (de exemplu, fibroza endomiocardica,
miocardiopatic idiopaticd), fibroza pielii (de exemplu, sclerodermie, post-traumaticd, cicatrici cutanate
operatorii, cicatrici cheloide si formatiuni cheloide cutanate), fibroza oculard (de exemplu, glaucom,
scleroza oculard, cicatrici conjunctivale si corneale si pterigion), mielofibroza, boala cronicd grefa contra
gazda, boald Peyronie, stenozd uretrald post-cistoscopicd, fibroza retroperitoneald idiopaticd si indusd
farmacologic, fibrozd mediastinald, fibroza proliferativd, fibrozd neoplazici, boala Dupuytren, stricturi,
glioza, cicatrizare dermicd, fibrozi pulmonara idiopatica si fibroza indusa prin iradiere.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele dezviluite aici (de exemplu, o polipeptida care are
secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 13 si 50-56) poate fi utilizatd, singurd sau in
combinafie cu una sau mai multe terapii sau agenti activi de sustinere, pentru a trata, preveni sau reduce
rata evolutiei si/sau severitatea unei bolu pulmonare interstitiale (de exemplu, fibrozd pulmonard
idiopaticd). In unele cazuri, boala pulmonari interstitiald este fibroza pulmonara. In unele cazuri, boala
pulmonard interstitiald este cauzatdi de oricare dmtre urmitoarele: silicozd, azbestozd, berilioza,
pneumonita de hipersensibilitate, utilizarea medicamentelor (de exemplu, antibiotice, medicamente
chimioterapeutice, agenfi antiaritmie, statine), sclerozi sistemicd, polimiozitd, dermatomiozitd, lupus
eritematos sistemic, artritd reumatoidd, o infectie (de exemplu, pneumonie atipicd, pneumonia cu
pneumocystis, tuberculozd, chlamydia trachomatis, si/sau virusul sincitial respirator), limfangita
carcinomatoasd, fumat sau afectiuni ale dezvoltirii. in unele cazuri, boala pulmonari interstitiald este
idiopaticd (de exemplu, sarcoidoz3, fibrozd pulmonara idiopaticd, sindrom Hamman-Rich, si/sau sindrom
anti-sintetazd). In cazuri particulare, boala pulmonari interstifiala este fibroza pulmonara idiopatica. In
unele cazuri, tratamentul fibrozei pulmonare idiopatice este administrat in combinatic cu un agent
terapeutic suplimentar. In unele cazuri, agentul terapeutic suplimentar este selectat din grupul care consti
in: pirfenidond, N-acetilcisteind, prednison, azatioprind, nintedanib, derivati ai acestora si combinatii ale
acestora.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele dezviluite aici (de exemplu, o polipeptida care are
secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 13 si 50-56) poate fi utilizatd, singurd sau in
combinafie cu una sau mai multe terapii sau agenti activi de sustinere, pentru a trata, preveni sau reduce
rata evolufiei si/sau severitatea unei boli sau stdri asociate rinichilor. Asa cum este utilizat aici, "boald sau
stare asociatd rinichilor" se poate referi la orice boald, afectiune sau stare care afecteazi rinichii sau
sistemul renal. Exemple de boli sau stdri asociate rinichilor includ, dar nu sunt limitate la, boli (sau
insuficientd) renale cronice, boli (sau insuficientd) renale acute, boli renale primare, boli renale
nediabetice, glomerulonefritd, nefritd interstitiald, boli renale diabetice, nefropatic diabetica,
glomerulosclerozi, glomerulonefritd cu evolutie rapida, fibroza renald, sindrom Alport, nefritd IDDM,
glomerulonefritd proliferativd mesangiald, glomerulonefriti membrano-proliferativd, glomerulonefriti
crescenticd, fibrozi interstifiald renald, glomeruloscleroza focald segmentard, nefropatic membranoasa,
boala cu schimbdri minime, glomerulonefritd pauci-imund cu evolutie rapidd, nefropatie cu IgA, boala
rinichiului polichistic, boala Dent, nefrocalcinozi, nefriti Heymann, boala rinichiului polichistic
autozomal dominantd (a adultului), boala rinichiului polichistic autozomal recesiva (a copildriei), leziuni
renale acute, sindrom nefrotic, ischemie renald, boli sau afectiuni ale podocitelor, proteinurie, boli
glomerulare, glomerulonefritd membranoasd, glomerulonefriti focald segmentard, pre-eclampsie,
eclampsie, leziuni renale, boli de colagen vasculare, proteinurie benigni ortostaticd (posturald), nefropatic
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cu IgM, nefropatic membranoasa, sarcoidoza, diabet zaharat, afectarea medicamentoasi a rinichilor, boala
Fabry, aminoaciduria, sindrom Fanconi, nefrosclerozi hipertensiva, nefritd interstitiald, anemia cu celule
falciforme, hemoglobinuria, mioglobinuria, granulomatoza Wegener, boala depozitarii glicogenului de tip
1, boald renald cronicd, insuficienti renald cronicd, ratd de filtrare glomerulard (GFR) scdzuta,
nefroangioscleroza, nefritd lupicd, glomerulonefritd pauci-imund crescenticd pozitivd pentru ANCA,
nefropatic cronicid a alogrefei, nefrotoxicitate, toxicitate renald, necroza renald, lezare renald, lezare
glomerulard si tubulard, disfunctie renald, sindrom nefritic, insuficientd renald acutd, insuficienta renald
cronicd, disfunctia tubilor proximali, respingere acuta de transplant renal, respingere cronicd de transplant
renal, glomerulonefritd proliferativd mesangial fard IgA, glomerulonefritd postinfectioasd, vasculite cu
implicare renald de orice tip, orice boald renald hereditard, orice nefritd interstifiald, respingerea
transplantului renal, cancer renal, boald renald asociata altor stari (de exemplu, hipertensiune, diabet, si
boald autoimuni), boala Dent, nefrocalcinoza, nefrith Heymann, boald renald primard, glomerulopatie cu
colaps, boald cu depozite dense, o glomerulonefritd asociatd crioglobulinemici, o boald Henoch-
Schonlein, o glomerulonefritd postinfectioasd, o endocarditd bacteriani, o poliangitd microscopicd, un
sindrom Churg-Strauss, o glomerulonefritd mediatd de anticorpi anti-GBM, amiloidozi, o boala de
depozitare a imunoglobulinelor monoclonale, o glomerulonefritd fibrilard, o glomerulopatic
imunotactoida, lezare tubulara ischemicd, o tubulo-nefritd interstitiald indusd de medicamente, o tubulo-
nefritd interstitiald toxicd, o tubulo-nefritd interstitiald infectioasd, o pielonefritd bacteriand, o tubulo-
nefritd interstifiald infectioasd virald care apare in urma infectiei cu virusul polioma sau unei infectii cu
HIV, o boala tubulo-interstitiald indusd metabolic, o boald mixtd de tesut conjunctiv, o nefropatic
miclomatoasd, o nefropatic cu cristale care poate rezulta din depunerea de cristale indusd medicamentos
sau de urat sau oxalat, o respingere a alogrefei tubulo-interstifiale celulare, o boald tumorala infiltrativa
care apare din cauza unui limfom sau unei boli limfoproliferative post-transplant, o boald renala
obstructivd, boala vasculard, o microangiopatic tromboticd, o nefroangioscleroza, o boald ateroembolica,
o boald mixtd de tesut conjunctiv, o poliarteritd nodoasd, o boald vasculard indusd de inhibitori de
calcineurind, o respingere de alogrefa celulard vasculard acutd, o respingere de alogrefa umorala acuti,
scidere precoce a functiei renale (ERFD), boald renald in stadiu terminal (ESRD), tromboza venelor
renale, necrozd tubulard acutd, nefritd interstitiald acutd, boald renald cronicd stabilitd, stenoza arterei
renale, nefropatie ischemicd, uremie, tubulonefritd interstitiald cronicd indusd de medicamente si toxine,
nefropatic de reflux, litiazd renald, sindrom Goodpasture, anemiec normocromd normocitard, anemic
renald, boald renald cronicd diabetica, boald asociatd cu IgG4, sindrom von Hippel-Lindau, sclerozi
tuberoasd, nefronoftizie, boala renald chistici medulard, carcinom al celulelor renale, adenocarcinom,
nefroblastom, limfom, leucemie, afectiune de hiposialilare, nefropatie cronica cauzatd de ciclosporine,
leziune de reperfuzie renald, displazie renald, azotemie, ocluzie arteriala bilaterald, nefropatic uricd acuti,
hipovolemie, uropatie bilaterald obstructiva acutd, nefropatie hipercalcemica, sindrom uremic hemolitic,
retentie urinard acutd, nefrosclerozi malignd, glomerulosclerozd postpartum, sclerodermie, boald anti-
GBM diferita de Goodpasture, poliarteritd nodoasd microscopicd, granulomatoza alergica, nefritd acutd de
iradiere, glomerulonefritd post-streptococicd, macroglobulinemic Waldenstrom, nefropatie analgezica,
fistuld arteriovenoasd, grefd arteriovenoasd, dializ, rinichi ectopic, rinichi spongios medular,
osteodistrofie renald, rinichi unic, hidronefroza, microalbuminurie, uremie, hematurie, hiperlipidemie,
hipoalbuminemie, lipidurie, acidoza, hiperpotasemie si edem.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele dezviluite aici (de exemplu, o polipeptida care are
secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 13 si 50-56) poate fi utilizatd, singurd sau in
combinafie cu una sau mai multe terapii sau agenti activi de susfinere, pentru a trata, preveni sau reduce
rata evolufiel si/sau severitatea bolii renale cronice (de exemplu, leziuni tisulare, inflamatie si/sau
fibroz3). Boala renald cronicd (CKD), cunoscuti si ca boala cronica a rinichilor, este o perdere progresiva
a functiei renale pe o perioada de luni sau ani. Simptomele de inrdutitire a functiei renale pot include
starea de riu general si apetitul scdzut. Deseori, boala renald cronici este diagnosticati in urmarea
screeningului persoanelor cunoscute a fi la risc de a dezvolta probleme renale, asa cum sunt cei cu
hipertensiune arteriala sau diabet si al celor cu antecedente heredocolaterale de CKD. Aceasta boald poate
fi identificata atunci cand duce la una dintre complicatiile ei cunoscute, precum boald cardiovasculara,
anemie sau pericarditd. Ghidurile profesionale recente clasificd severitatea CKD 1n cinci stagii, cu stagiul
1 fiind cel mai bland si cauzand de reguld putin simptome si stagiul 5 fiind o boald grava cu sperantd de
viatd rezervata dacd este lasatd netratatd. CKD in stadiul 5 este numitd deseori boala renald in stadiu final,
boala rinichilor in stadiu final sau insuficientd renald in stadiu final si este in mare parte sinonimi cu
termenii acum depdsiti de insuficientd renald cronica sau insuficientd cronicd a rinichilor; si inseamna de
obicei cd pacientul necesit terapie de inlocuire a functiei renale, care poate implica o forma de dializa,
dar constd ideal intr-un transplant renal. CKD nu are inifial simptome specifice si este in general detectatd
doar ca o crestere a creatininei serice sau a proteinelor din urind. Pe misura ce scade functia renald, se pot
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manifesta diferite simptome asa cum sunt descrise mai jos. Poate fi crescutd tensiunea arteriald ca urmare
a supraincarcarii cu lichide si producerii de hormoni vasoactivi produsi de rinichi prin intermediul
sistemului renind-angiotensind, care creste riscul dezvoltarii hipertensiunii si/sau dezvoltarii insuficientei
cardiace congestive. Se poate acumula ureea, conducand la azotemie si in final la uremie (simptome care
variazd de la letargie la pericarditi si encefalopatie). Datoritd valorii inalte in circulatia sistemicd, urea
este excretatd in concentratii mari in transpiratia ecrind si cristalizeaza pe piele pe masura evapordrii
transpirafiei ("chiciurd uremica"). se poate acumula in singe potasiul (hiperpotasemie cu o plaja de
simptome incluzand starea de riu si aritmii cardiace potential fatale). Hiperpotasemia nu apare de obicei
pand cand rata de filtrare glomerulard scade la valori mai mici de 20-25 ml/min/1,73 m2, moment in care
rinichii au o capacitate scizutd de a excreta potasiul. Hiperpotasemia din CKD poate fi exacerbati de
acidoza (care duce la deplasarea extracelulara a potasiului) si de lipsa insulinei. Poate scidea sinteza de
eritropoietind, ducand la anemie. Pot aparea simptome de suprasolicitare cu volum de lichide, care variaza
de la edem bland la edem pulmonar amenintitor pentru viati. Poate parea hiperfosfatemia, cauzatd de
excretie redusd a fosfatului, in general in urma scaderii filtrarii glomerulare. Hiperfosfatemia este asociati
cu risc cardiovascular crescut, fiind un stimul direct pentru calcificareca vasculard. Poate apirea
hipocalcemia, care este in general cauzatd de stimularea cu factorul 23 de crestere al fibroblastilor.
Osteocitele sunt responsabile de cresterea productiei de FGF23, care este un inhibitor potent al enzimei 1-
alfa-hidroxilazd (responsabild cu conversia 25-hidroxicolecalciferolului in 1,25 dihidroxivitamina D3).
Ulterior, aceasta evolueazi in hiperparatiroidie secundard, osteodistrofie renald si calcificare vasculara
care afecteazd suplimentar funcsia cardiaca. Poate apdrea acidoza metabolicd (prin acumularea de sulfati,
fosfati, acid uric etc.) si cauza activitate enzimaticd alteratd prin actiunea acidului in exces asupra
enzimelor; si, de asemenea, excitabilitate crescutd a membranelor cardiace si neuronale prin promovarea
hiperpotasemiei de cétre acidul in exces (acidozd). Acidoza este cauzatd de asemenca de capacitatea
redusd de a se genera suficient amoniac in celulele tubilor proximali. Anemia cu deficit de fier, a carei
aparitie creste ca frecventd pe misurd ce scade funcfia renald, este prevalentd in special la cei care
necesitd haemodializa. Are cauze multifactoriale, care includ inflamatie crescutd, reducerea eritropoietinei
si hiperuricemia care duce la suprimarea maduvei osoase. Persoancle cu CKD suferd de ateroscleroza
acceleratd si au probabilitate mai mare comparativ cu populatia generala si dezvolte boli cardiovasculare.
Pacientii care suferd de CKD si boli cardiovasculare tind sd aibd prognostic semnificativ mai prost
comparativ cu cei care suferd doar de cea din urmi. in unele cazuri, boala renali cronici este o boald
renald cronica cu afectare minerald a oaselor, un sindrom larg de afectiuni scheletice, cardiovasculare, si
metabolice minerale asociate intre ele care apar in urma bolii renale. CKD-MBD cuprinde diferite
patologii scheletice numite deseori osteodistrofic renald (ROD), care este un caz preferat pentru
tratamentul cu oricare dintre polipeptidele dezvaluite aici, sau combinatii cu unul sau mai multe terapii
sau agenti activi de sustinere. in functic de contributia relativi a diferitilor factori patogeni, ROD se
manifestd in modele patologice diferite de remodelare osoasa (Hruska si colab., 2008, Chronic kidney
disease mineral bone disorder (CKD-MBD); in Rosen si colab. (ed) Primer on the Metabolic Bone
Diseases and Disorders of Mineral Metabolism, ed. a 7-a American Society for Bone and Mineral
Research, Washington D.C., pp 343-349). La un capit al spectrului este ROD cu osteodistrofie uremica si
turnover osos redus, caracterizatd printr-un numdr scizut de situsuri de remodelare active, formare osoasd
suprimatd marcat si resorbtie osoasd joasd. La cealalti extrema este ROD cu hiperparatiroidie, turnover
osos inalt si osteitd fibroasa.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele (de exemplu, o polipeptidi care are secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 13 si 50-56) dezviluite aici poate fi utilizatd, singurd sau in combinatie cu
una sau mai multe terapii sau agenti activi de sustfinere, pentru a trata, preveni sau reduce rata evolutiei
si/sau severitatea mielofibrozei (de exemplu, mielofibroza primard, mielofibroza post-policitemia vera, si
mielofibrozi post-trombocitemia esential). In special, antagonistii ACtRIIB pot fi utilizati, singuri sau in
combinafie cu una sau mai multe terapii sau agenti activi de sustinere, pentru a trata, preveni sau reduce
rata evolutiei si/sau severitatea uneia sau mai multor complicatii ale mielofibrozei incluzand, de exemplu,
hematopoieza ineficient, anemia, inflamatia, fibroza (de exemplu, fibroza maduvei osoase, fibroza
splenica si fibroza hepaticd), pancitopenia, trombocitopenia, hematopoieza extramedulard (de exemplu,
hematopoicza extramedulard  splenici, hematopoicza extramedulard hepaticd, hematopoicza
extramedulard pulmonard si hematopoieza extramedulard limfaticd), hepatomegalia, splenomegalia,
osteoscleroza, osteomiclofibroza, poikilocitoza, oboseala, pierderea in greutate, transpiratiile nocturne,
febra, pruritusul, durerile osoase, satictatea precoce, durerea sau disconfortul abdominal, artralgiile,
mialgiile, parastezia, casexia, infarctul splenic si sangerdrile.

Asa cum este utilizat aici, inhibarea rdspunsului fibrotic al unei celule, include, dar nu este
limitatd la inhibarea ripsunsului fibrotic al uneia sau mai multor celule din ficat (sau tesutul hepatic);
uneia sau mai multor celule din rinichi (sau tesutul renal); uneia sau mai multor celule din tesutul
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muscular; uneia sau mai multor celule din cord (sau tesutul cardiac); uneia sau mai multor celule din
pancreas; uneia sau mai multor celule din piele; uneia sau mai multor celule din os, uneia sau mai multor
celule din vasculaturd, uneia sau mai multor celule stem sau uneia sau mai multor celule din ochi.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele TPRII conform dezviluirii pot fi utilizate pentru
tratamentul unei boli sau afectiuni autoimune. In unele cazuri, boala sau afectiunca autoimuni este
selectatd din grupul care constd in: spondiloartropatii; spondilitd anchilozantd, artritd, artritd/spondilitd
psoriazicd, artritd enteropaticd, artritd reactivd, sindrom Reiter, spondiloartropatii nediferentiate; artritd
reactivd, reumatism, sindromul inflamator al intestinului, boald Crohns, artritd reumatoidd, spondilitd
reumatoidd, osteoartritd, artritd gutoasd, alergie, scleroza multipla, diabet autoimun, uveitd autoimuni si
sindrom nefrotic.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele TPRII conform dezviluirii pot fi utilizate pentru
tratamentul unei afectiuni metabolice. In unele cazuri, afectiunea metabolici este obezitatea sau diabetul
(de exemplu, diabetul de Tip I sau de Tip II), boala steatozei hepatice, neuropatie diabeticd, neuropatie
perifericd, retinopatie diabeticd, ulceratii diabetice, ulceratii retinopatice, macrovasculopatie diabetica.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele TPRII conform dezviluirii pot fi utilizate pentru
tratamentul unei boli infectiose sau in urma unui transplant de organ sau tesut.

In unele cazuri, oricare dintre polipeptidele TBRII conform dezviluirii pot fi utilizate pentru
tratamentul bronhopneumopatiei obstructive cronice (COPD), afectiunii cronice obstructive a cailor
respiratorii, fibroza pulmonara idiopatica si/sau astm. Partial, dezviluirea se referd de asemenea la metode
de tratament a hipertensiunii pulmonare (de exemplu, hipertensiunii pulmonare arteriale) care cuprind
administrarea unei cantitifi eficiente dintr-o polipeptidd TRRII (de exemplu, o polipeptida care cuprinde
secventa de aminoacizi din oricare dintre SEQ ID NO: 13 si 50-56) citre un pacient care are nevoie de
aceasta. In unele cazuri, dezviluirea considerd metode de tratament al uneia sau mai multor complicatii
ale hipertensiunii pumonare (de exemplu, proliferarea celulelor musculare netede si/sau endoteliale din
artera pulmonard, angiogeneza din artera pulmonard, dispneea, durerile toracice, remodelare vasculard
pulmonara, hipertrofie ventriculard dreapta si fibroza pulmonard) care cuprind administrarea unei cantitti
eficiente dintr-o polipeptidi TPRII citre un pacient care are nevoie de aceasta. in unele cazuri,
dezvaluirea considerd metode de prevenire a uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii
pulmonare care cuprind administrarea unei cantititi eficiente dintr-o polipeptida TPRII citre un pacient
care are nevoic de aceasta. In uncle cazuri, dezviluirea considerd metode pentru reducerea ratei de
evolutie a hipertensiunii pulmonare care cuprind administrarea unei cantititi eficiente dintr-o polipeptida
TPBRII citre un pacient care are nevoie de aceasta. In unele cazuri, dezviluirea considerd metode de
reducere a ratei de evolutie a uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare care cuprind
administrarea unei cantititi eficiente dintr-o polipeptidd TBRII citre un pacient care are nevoie de aceasta.
In unele cazuri, dezviluirea considerd metode de reducere a severitatii hipertensiunii pulmonare care
cuprind administrarea unei cantititi eficiente dintr-o polipeptidd TRRII cétre un pacient care are nevoie de
aceasta. In unele cazuri, dezviluirea considerd metode de reducere a severititii uneia sau mai multor
complicatii ale hipertensiunii pulmonare care cuprind administrarea unei cantititi eficiente dintr-o
polipeptidd TPRII catre un pacient care are nevoie de aceasta. Optional, metodele dezviluite aici pentru
tratamentul, prevenirea sau reducerea ratei de evolutie si/sau severitdtii hipertensiunii pulmonare, in
special pentru tratamentul, prevenirea sau reducerii ratei de evolutie si/sau severitdtii uneia sau mai
multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare, pot cuprinde suplimentar administrarea citre pacient a
uneia sau mai multor terapii sau agenti activi suplimentari de sustinere pentru tratamentul hipertensiunii
pulmonare.

Dezviluirea de fatd considerd utilizarea polipeptidelor TBRII in combinatie cu una sau mai multe
alte modalititi terapeutice. Astfel, in plus fad de utilizarea polipeptidelor TPRII, subiectului ii poate fi
administratd de asmenea una sau mai multe terapii "standard" pentru tratamentul afectiunilor fibrotice. De
exemplu, polipeptidele TRRII pot fi administrate in combinatie cu (adicd, impreund cu) citotoxine, agenti
imunosuprimanti, agenti radiotoxici si/sau anticorpi terapeutici. Agenti co-terapeutici specifici considerati
aici includ, dar nu sunt limitafi la, steroizi (de exemplu, corticosteroizi, cum este prednisonul), agenti
imunosuprimanti si/sau anti-inflamatori (de exemplu, interferon gama, ciclofosfamidd, azatioprina,
metotrexat, penicilamind, ciclosporind, colchicind, globuline antitimocite, mofetil de micofenolat si
hidroxichlorochind), medicamente citotoxice, blocanti ai canalelor de calciu (de exemplu, nifediping),
inhibitori ai enzimei de conversie a angiotensinei (ACE), acid para-aminobenzoic (PABA),
dimetilsulfoxid, inhibitori ai factorului de crestere si transformare beta (TGFJ), inhibitori ai interleukinei-
5 (IL-5) si inhibitori universali ai caspazelor.

Agenti anti-fibrotici suplimentari care pot fi utilizati in combinatie cu polipeptidele TBRII
includ, dar nu sunt limitati la, lectine (asa cum este descris de exemplu in Brevetul U.S. Nr.: 7.026.283)
cat si agentii anti-fibrotici descrisi de Wynn si colab. (2007, J Clin Invest 117 524-529). De exemplu,
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agenfi si terapil anti-fibrotice includ, dar nu sunt limitate la, diferite medicamente anti-inflamatoare/
imunosupimante/ citotoxice (incluzind colchicind, azatioprind, ciclofosfamidi, prednison, talidomida,
pentoxifilind si teofilind), modificatori ai semnalizarii prin TGFf (incluzand relaxind, SMAD7, HGF si
BMP7, cat si TGFB1, TBRI, TRRII, EGR-I si inhibitori de CTGF), citokine si antagonisti de receptori
pentru citokine (inhibitori ai IL-1B, IL-5, IL-6, IL- 13, IL-21, IL-4R, IL-13Ral, GM-CSF, TNF-q,
oncostatinei M, W1SP-I si PDGF), citokine si chemokine (IFN-y, IFN-o/, IL-12, IL-10, HGF, CXCLIO si
CXCL11), antagonisti de chemokine (inhibitori de CXCLI, CXCL2, CXCL12, CCL2, CCL3, CCLS6,
CCL17 si CCL18), antagonisti ai receptorilor de chemokine (inhibitori de CCR2, CCR3, CCRS5, CCR7,
CXCR2 si CXCR4), antagonisti de TLR (inhibitori de TLR3, TLR4 si TLRY), antagonisti ai angiogenezei
(anticorpi specifici pentru VEGF si terapia de inlocuire cu adenozin deaminazd), medicamente
antihipertensive (beta blocanti si inhibitori de ANG 11, ACE si aldosteron), substanfe vasoactive
(antagonisti de receptor ET-1 si bosetan), inhibitori ai enzimelor care sintetizeaza si proceseaza colagenul
(inhibitori ai prolil hidroxilazei), antagonisti ai celulelor B (rituximab), antagonisti ai integrinelor /
moleculelor de adeziune (molecule care blocheaza integrinele alfl si avp6, cat si inhibitori ai kinazeil
legate la integrine si anticorpi specifici pentru ICAM-I si VCAM-I), medicamente proapoptotice care
fintesc miofibroblastele, inhibitori de MMP (inhibitori de MMP2, MMP9 si MMP12) si inhibitori de
TIMP (anticorpi specifici pentru TIMP-1 ).

Polipeptida TBRII si agentul co-terapeutic sau co-terapia pot fi administrate in aceasi formulare
sau separat. In cazul administrdrii separate, polipeptida TBRII poate fi administratd inaintea, dupa sau
concomitent cu agentul co-terapeutic sau cu co-terapia. Un agent poate preceda sau urma administrarii
celuilalt agent la intervale care variazi de la minute la siptimani. In cazurile in care sunt aplicate separat
la subiect doud sau mai multe tipuri de agenfi terapeutici, se va asigura in general ci nu trece o perioada
semnificativd de timp intre momentele fiecarei administrari, astfel incét aceste tipuri diferite de agenti sa
fie capabile in continuare s isi exercite asupra tesuturilor sau celulelor tintd un efect combinat avantajos.

10. Compozitii farmaceutice

Agentii terapeutici descrisi aici (de exemplu, polipeptide de fuziune cu TBRII) pot fi formulati in
compozitii farmaceutice. Compozitiile farmaceutice pentru utilizarea in conformitate cu dezviluirea de
fatd pot fi formulate in mod conventional, utilizand una sau mai multe vehicule sau excipienti acceptabili
fiziologic. Astfel de formuldri vor fi in general lipsite substantial de pirogeni, in compliantd cu
majoritatea cerintelor reglementatoare.

In unele cazuri, metoda terapeutici conform dezviluirii include administrarea compozitiei
sistemic sau local ca implant sau dispozitiv. Atunci cand este administratd, compozitia farmaceutica
pentru utilizarea in aceasti dezviluire este intr-o formi lipsiti de pirogeni, acceptabili fiziologic. in
metodele dezviluite aici, agentii utili terapeutic diferifi de antagonistii de semnalizare prin TBRII care pot
fi optional inclusi de asemenea in compozitie, asa cum este descris mai sus, pot fi administrati simultan
sau pe rand cu compusii subiect (de exemplu, polipeptidele TRRII).

Caracteristic, agentii terapeutici proteici dezvaluiti aici vor fi administrati parental si in special
intravenos sau subcutanat. Compozitiile farmaceutice adecvate pentru administrarea parenterald pot
cuprinde una sau mai multe polipeptide TBRII in combinatic cu una sau mai multe solutii, dispersii,
suspensii sau emulsii apoase sau neapoase izotonice sterile, acceptabile farmaceutic, sau pudre sterile care
pot fi reconstituie chiar inainte de utilizare in solutii sau dispersii sterile injectabile, care pot contine
antioxidanti, tampoane, bacteriostatice, soluti care fac dormularea izotonicd cu sangele pacientului
intentionat sau agenti de suspendare sau ingrosare. Exemple de vehicule adecvate apoase si neapoase care
pot fi utilizate in compozitiile farmaceutice conform dezvaluirii includ ap3, etanol, polioli (asa cum sunt
glicerol, propilen glicol, polictilen glicol si aseminitoare) si amestecuri adecvate ale acestora, uleiuri
vegetale, asa cum este uleiul de masline si esteri organici injectabili, asa cum este oleatul de etil.
Fluiditatea adecvatd poate fi mentinutd, de exemplu, prin utilizarea materialelor de acoperire, asa cum
este lecitina, prin menfinerea dimensiunii necesare a particulelor in cazul dispersiilor si prin utilizarea
agentilor tensioactivi.

Compozitiile si formularile pot, dacd este dorit, prezente intr-un pachet sau dispozitiv de
dispensare care poate contine una sau mai multe forme de dozare unitard care contin ingredientul activ.
Pachetul poate cuprinde de exemplu folie de metal sau plastic, asa cum este un ambalaj blister. Pachetul
sau dispozitivul de furnizare poate fi insotit de instructiuni pentru administrare.

Suplimentar, compozitia poate fi incapsulata sau injectatd intr-o formi pentru furnizarea la locul
unui tesut tint. In unele cazuri, compozitiile descrise aici pot include o matrice capabili si furnizeze la
locul unui fesut {intd unul sau mai multi compusi terapeutici (de exemplu, polipeptideTBRII), furniza o
structurd pentru tesutul care se dezvoltd si capabild in mod optim de a fi resorbitd in organism. De
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exemplu, Matricea poate furniza eliberarea lentd a polipeptidelor TBRIL Astfel de matrici pot fi formate
din materiale care sunt utilizate in prezent pentru alte aplicatii medicale implantate.

Alegerea materialului matricei se bazeaza pe biocompatibilitate, biodegradabilitate, proprietati
mecanice, aspectul cosmetic cosmetic si proprietiti ale interfetei. Forma de aplicare particulard a
compozifiilor subiect va defini formularea adecvatér. Posibilele matrici ale compozitiilor pot fi sulfat de
calciu, fosfat tricalcic, hidroxiapatitd, acid polilactic si polianhidride biodegradabile si definite chimic.
Alte materiale posibile sunt biodegradabile si bine definite biologic, asa cum sunt osul sau colagenul
dermic. Matrici suplimentare sunt formate din proteine pure sau componente ale matricei extracelulare.
Alte matrici posibile sunt nebiodegradabile si definite chimic, asa cum sunt hidroxiapatitd, biosticla,
aluminati sinterizate sau alte ceramice. Matricile pot fi formate din combinatii ale oricdror tipuri de
material mentionate mai sus, asa cum subt acid polilactic si hidroxiapatitd sau colagen si fosfat tricalcic.
Bioceramicele pot avea o compozitic modificatd, asa cum este in cazul calciu-aluminat-fosfat si procesare
modificatd pentru a se modifica dimensiunea porilor, dimensiunea particulelor, forma particulelor si
biodegradabilitatea.

In unele cazuri, metodele descrise aici pot fi pentru administrarea orali, de exemplu, in forma de
capsule, casete, pilule, tablete, dropsuri (utilizind o bazi cu aromd, de obicei zaharozi si acacia sau
tragacant), pudre, granule sau ca solutic sau suspensie intr-un lichid apos sau neapos sau ca emulsie
lichida ulei in apd sau apd in ulei sau ca elixir sau sirop sau ca pastile (utilizind o baza inerta, asa cum
este gelatina si glicerina sau zaharoza si acacia) si/sau ca apa de gurd sau asemanatoare, fiecare confinand
o cantitate predeterminatd de agent ca ingredient activ. Un agent poate fi administrat de asemenea ca
bolus, electuar sau pasta.

In formele solide de dozare pentru administrarea orald (capsule, tablete, pilule, drajee, pudre,
granule si asemdndtoare), unul sau mai multi compusi terapeutici asa cum sunt descrisi aici pot fi
amestecati cu unul sau mai mulfi vehiculi acceptabili farmaceutic, asa cum sunt citratul de sodiu sau
fosfatul dicalcic si/sau oricare dintre urméitoarele: (1) agenti de umplere sau de extindere, asa cum sunt
amidonuri, lactozd, zaharoz, glucoza, manitol, si/sau acid silicic; (2) agenti de legare, cum sunt, de
exemplu, carboximetilceluloza, alginati, gelatind, polivinil pirolidona, zaharoza, si/sau acacia; (3) agenti
de umidificare, precum glicerolul; (4) agenfi de dezintegrare, precum agar-agar, carbonat de calciu,
amidon din cartof sau tapioca, acid alginic, anumifi silicati si carbonat de sodiu; (5) agenti de intarziere ai
solutiei, precum parafina; (6) acceleratori ai absorbtiei, precum compusi de amoniu cuaternar; (7) agenti
de umidificare, cum sunt, de exemplu, alcoolul cetilic si monostearatul de glicerol; (8) absorbanti, precum
argild caolin si bentonitd; (9) lubrifianti, precum talc, stearat de calciu, stearat de magneziu, polietilen
glicoli solizi, laurilsulfat de sodiu si amestecuri ale acestora; si (10) coloranti. In cazul capsulelor,
tabletelor si pilulelor, compozitiile farmaceutice pot cuprinde de asemenea agenti de tamponare.
Compozitii solide de tip similar pot fi utilizate de asemenea ca agenti de umplere in capsule de gelatina
umplute cu material moale sau tare, utilizind excipienti precum lactoza sau zaharuri din lapte, cat si
polietilen glicoli cu greutate moleculard mare si aseminatoare.

Formele lichide de dozare pentru administrarea orald includ emulsii, microemulsii, solufii,
suspensii, siropuri si elixire acceptabile farmaceutic. In plus fati de ingredientul activ, formele lichide de
dozare pot contine diluanti inerti utilizafi frecvent in domeniu, asa cum sunt apa sau alti solventi, agenti
de solubilizare si emulsifianti, asa cum sunt alcool etilic, alcool izopropilic, carbonat de etil, acetat de etil,
alcool benzilic, benzoat de benzil, propilen glicol, 1,3-butilen glicol, uleiuri (in special, uleiuri de seminte
de bumbac, arahide, porumb, germeni, misline, ricin si susan), glicerol, alcool tetrahidrofurilic, polietilen
glicoli si esteri ai acizilor grasi ai sorbitanului si amestecuri ale acestora. in afari de diluantii inerti,
compozifile orale pot include de asemenea adjuvan{i asa cum sunt agenti de umectare, agenti de
emulsifiere si de suspendare, agenti de indulcire, aromare, colorare, parfumare si conservare.

Suspensiile pot confine, in plus fatd de compusii activi, agenti de suspendare asa cum sunt
alcooli de izostearil etoxilat, polioxietilen sorbitol si esteri ai sorbitanului, celulozd microcristaling,
metahidroxid de aluminiu, bentonitd, agar-agar si tragacant si amestecuri ale acestora.

Compozitiile descrise aici pot contine de asemenea adjuvanti, asa cum sunt conservanti, agenti
de umectare, agenti de emulsifiere si agenti de dispersare. Prevenirea actiunii microorganismelor poate fi
asiguratd prin includerea diferifilor agenti antibacterieni si antifungici, de exemplu, paraben, clorbutanol,
fenol, acid sorbic si asemindtoare. Poate fi de asemenea de dorit includerea in compozitii a agentilor
izotonici, asa cum sunt zaharuri, cloruri de sodiu si aseminitoare. In plus, poate fi obtinuti absorbtia
prelungitd a formei farmaceutice injectabile prin includerea agentilor care intarzie absorbtia, asa cum sunt
monostearatul de aluminu si gelatina.

Se intelege ca regimul de dozare va fi determinat de citre mediucl curant luind in considerare
diferiti factori care modificd actiunea compusilor subiect descrisi aici (de exemplu, polipeptide de fuziune
cu TPRRII). Diferitii factori includ, dar nu sunt limitati la, varsta, sexul si dieta pacientului, severitatea
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bolii, momentul administririi si alfi factori clinici. Optional, doza poate varia in functie de tipul de
matrice utilizatd in reconstituire si de tipurile de compunsi din compozitie. Addugarea in compozitia
finald a altor factori de crestere cunoscuti, poate modifica de asemenea doza. Evolutia poate fi urmarit
prin evaluarea periodicd a cresterii si/sau repardrii osoase, de exemplu, raze X (incluzand DEXA),
determindri histomorfometrice si marcarea cu tetraciclini.

In unele cazuri, dezviluirea de fatd descrie de asemenea terapia genicd pentru producerea in vivo
a polipeptidelor de fuziune cu TBRIIL. O astfel de terapie si-ar obtine efectul terapeutic prin introducerea
secventelor de polinucleotide TPRII in celule sau tesuturi care au afectiuni precum cele enumerate mai
sus. Furnizarea secventelor de polinucleotide TPRII poate fi realizatd utilizind un vector de exprimare
recombinantd asa cum este un virus himeric sau un sistem coloidal de dispersie. Pentru furnizarea
terapeuticd a secventelor de polinucleotide TRRII este preferata utilizarea lipozomilor tintiti.

Diferiti vectori virali care pot fi utilizati pentru terapia genicd asa cum este invatatd aici includ
adenovirus, virus herpes, vaccinia sau, preferabil, un virus ARN asa cum este un retrovirus. Preferabil,
vectorul retroviral este un derivat dintr-un retrovirus murin sau avian. Exemple de vectori retrovirali in
care poate fi inseratd o singurd gend striind includ, dar nu sunt limitati la: virusul leucemiei murine
Moloney (MoMuLV), virusul sarcomului murin Harvey (HaMuSV), virusul tumorii mamare murine
(MuMTYV) si virusul sarcomului Rous (RSV). Mai multi vectori retrovirali suplimentari pot incorpora mai
multe gene. Toti acesti vectori pot transfera sau incorpora o gend pentru un marker selectabil astfel incét
pot fi identificate si generate celulele transduse. Pot fi produsi vectori retrovirali specifici pentru {intd prin
atasarea, de exemplu, unui carbohidrat, glicolipid sau proteind. Tintirea preferatd este realizata utilizind
un anticorp. Specialistul in domeniu va recunoaste ci secvente de polinucleotide specifice pot fi inserate
in genomul retroviral sau atasate la o anvelopd virald pentru a se permite furnizarea specificd pentru fintd
a vectorului retroviral care contine polinucleotidul TRII. Intr-un caz preferat, vectorul este fintit la os sau
cartilagiu.

Alternativ, celule din culturd de tesut pot fi transfectate direct, prin transfectia conventionald cu
fosfat de calciu, cu plasmide care codifici genele retrovirale structurale gag, pol si env. Aceste celule sunt
transfectate apoi cu plasmida vector care contine genele de interes. Celulele rezultate elibereazi vectorul
retroviral in mediul de culturd.

Un alt sistem de furnizare tintitd pentru polinucleotidele TPRII este un sistem coloidal de
dispersie. Sistemele coloidale de dispersie includ complexe macromoleculare, nanocapsule, microsfere,
perle si sisteme bazate pe lipide care includ emulsii ulei in apd, micelii, micelii mixte si lipozomi.
Sistemul coloidal preferat este un lipozom. Lipozomii sunt vezicule membranare artificiale care sunt utile
ca vehicule de furnizare in vitro si in vivo. In interiorul apos pot fi incorporate ARN, ADN si virioni
intacti si transportate citre celule, intr-o forma activa biologic (vezi de exemplu, Fraley, si colab., Trends
Biochem. Sci., 6:77, 1981). Sunt cunoscute in domeniu metode pentru transferul genic eficient prin
utilizarea unui vehicul lipozomal, vezi de exemplu, Mannino, si colab., Biotechniques, 6:682, 1988.
Compozitia lipozomului este de obicei o combinatie de fosfolipide, de obicei in combinatie cu steroizi, in
special colesterol. Pot fi utilizate de asemenea alte fosfolipide sau alte lipide. Caracteristicile fizice ale
lipozomilor depind de pH, tiria ionica si de prezenta cationilor divalenti.

Exemple de lipide utile in producerea lipozomilor includ compusi cu fosfatidil, precum
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolind, fosfatidilserind, fosfatidiletanolamind, sfingolipide, cerebrozide si
gangliozide. Fosfolipide exemplificatoare includ dipalmitoilfosfatidilcolina, distearoilfosfatidilcolina si
fosfatidilcolina din ou. Este posibild de asmenea, si cunoscutd in domeniu, fintirea lipozomilor pe baza, de
exemplu, a specificitdtii pentru organ, specificitatii pentru celule si specificititii pentru organite.

Aici sunt descrise de asemenea formuldri care pot fi variate pentru a include acizi si baze pentru
corectarea pH-ului; si agenti de tamponare pentru a pastra pH-ul intr-un interval ingust.

EXEMPLIFCARE

Fiind acum descrisd in general, dezvaluirea de fatd va fi mai usor de inteles prin referire la
urmitoarele exemple, care sunt incluse doar in scop de ilustrare a anumitor cazuri ale dezvaluirii de fata.

Exemplul 1. Generarea variantelor de proteine de fuziune ale receptorului
Variante de ECD al TPRII
Au fost generate proteine de fuziune ale TPRII care cuprind o parte extracelulard solubild a

TBRII uman si o parte de Fc uman. Pentru fiecare proteind de fuziune, o secventd de aminoacizi a TBRII
care are secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18 a fost fuzionatd prin intermediul unuia dintre citiva
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linkeri diferiti la o parte Fc de IgG care are secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 20. Fiecare dintre
proteinele de fuziune a inclus de asemenea o secventd lider de la TPA care are secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 23 (mai jos).

Activatorul tisular al plasminogenului (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ 1D

NO: 23)

Un rezumat vizual al citorva dintre constructii proiectati este furnizat ca Figura 3. Mai jos este
furnizat un tabel care detaliaza secventele diferitilor constructi testati in sectiunea de Exemplificare:

Numele constructului [Secventa de aminoacizi|Secventa linkerului
a constructului

hTBRII-hFc SEQID NO: 9 TGGG (SEQ ID NO: 3)

hTBRII (G4S)2-hFe  [SEQ ID NO: 15 TGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 4)

hTBRII (G4S)3-hFe  |SEQID NO: 11 TGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 5)

hTBRII (G4S)4-hFe  [SEQ ID NO: 13 TGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 6)

hTBRII balama|SEQ ID NO: 17 TGGGPKSCDK (SEQ ID NO: 7)

extinsa-hlc

hTBRII (G4S)5-hFe  [SEQ ID NO: 44 TGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ
ID NO: 25)

hTBRII (G4S)6-hFe  [SEQ ID NO: 45 TGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(SEQ ID NO: 26)

Mai jos sunt furnizate secventele de aminoacizi ale componentelor constructului si pentru fiecare
dintre constructi, impreund cu secventa de acid nucleic utilizati pentru a exprima acesti constructi.
TPRIL: Secventd de aminoacizi

Partea
1 TIPPHVQKSD

51 POLCKFCDVR
1361 ETVCHDPKLP
i51 IFSEEYNTSN

Partea

1 THTCPPCPAP
51 VEFNWYVDGV
101 VENKALPAPT
151 YPSDIAVEWE
201 FSCSVMHEAL

VEMEAQKDETL

ICPSCNRTAH PLRHINNDMI VTDNNGAVEE

FSTCDNQKSC MSNCSITSIC EKFPQEVCVAV WRKNDENITL
YHDFILEDARA SPKCIMKEKK KPGETFFMCS CSSDECNDNI

PD (SEQ ID NO: 18)

Fe: Secventd de aminoacizi
ELLGGPSVFEL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE

EVHINAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK

EKTISKAKG) PREPQVYTLF PSREEMTKND VSLTCLVKGFE

SNGQPENNYK TTPPVLDIDG SFELYSKLTV DKSRWQQGNV

HNHYTOKSLS LSPGK (SEQ ID NO: Z20)



39
hTPBRII-hFc: Secventa acidului
1 ATGGATGCAA TGAAGAGAGG GCTCTGCTGT GTGCTGCTGC TGTGTGGAGC
51 AGTCTTCGTT TCGCCCGGCGE CCACGATCCC ACCGCACGTT CAGAAGTCGG
101 ATGTGGAAAT GGAGGCCCAG AAAGATGAAA TCATCTGCCC CAGCTGTAAT
151 AGGACTGCCC ATCCACTGAG ACATATTAAT AACGACATGA TAGTCACTGA
201 CAACAACGGT GCAGTCAAGT TTCCACAACT GTGTAAATTT TGTGATGTGA
251 GATTTTCCAC CTGTGACAAC CAGAAATCCT GCATGAGCAA CTGCAGCATC
301 ACCTCCATCT GTGAGAAGCC ACAGGAAGTC TGTGETGGCTG TATGGAGAAR
351 GAATGACGAG AACATAACAC TAGAGACAGT TTGCCATGAC CCCAAGCTCC
401 CCTACCATGA CTTTATTCTG GAAGATGCTG CTTCTCCAAA GTGCATTATG
451 AAGGAAARAARA AAAAGCCTGGE TGAGACTITTC TTCATGTGTT CCTGTAGCTC
501 TGATGAGTGC AATGACAACA TCATCTTCTC AGAAGAATAT AACACCAGCA
551 ATCCTGACAC CGGTGGTGGA ACTCACACAT GCCCACCGTG CCCAGCACCT
el GAACTCCTGG GGGGACCGTC AGTCTTCCTC TTCCCCCCAA AACCCAAGGA
651 CACCCTCATG ATCTCCCGGA CCCCTGAGGT CACATGCGTG GTGGTGGACG
TOl TGAGCCACGA AGACCCTGAG GTCAAGTITCA ACTGGTACGT GGACGGCGTG
751 GAGGTGCATA ATGCCAAGAC AAAGCCGCGG GAGGAGCAGT ACAACAGCAC
801 GTACCGTGTG GTCAGCGTCC TCACCGTCCT GCACCAGGAC TGGCTGAATG
551 GCAAGGAGTA CAAGTGCAAG GTCTCCAACA AAGCCCTCCC AGCCCCCATC
901 GAGAARACCA TCTCCARAAGC CARAGGGCAG CCCCGAGAAC CACAGGTGTA
951 CACCCTGCCC CCATCCCGGGE AGGAGATGAC CAAGAACCAG GTCAGCCTGA
1001 CCTGCCTGGT CAAAGGCTTC TATCCCAGCG ACATCGCCGT GGAGTGGGAG
1051 AGCAATGGGC AGCCGGAGAA CAACTACAAG ACCACGCCTC CCGTGCTGGA
1101 CTCCGACGGC TCCTTCTTCC TCTATAGCAA GUCTCACCGTG GACAAGAGCA
1151 GGTGGCAGCAR GGGGAACGTC TTCTCATGCT CCGTGATGCA TGAGGCTCTG
1201 CACARCCACT ACACGCAGARA GAGCCTCTCC CTGTCTCCGG GTAARATGA
ID NO: 8}
hTpRII-hFc: _ Secventd de
1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEV SPGATIPPHV QKSDVEMEAQ KDEIICPSCHN
51 RTAHPLRHIN NDMIVTDNNG AVEKEFPQLCKE CDVRESTCDN QKSCMSNCSI
101 TSICERPQEV CVAVWRKNDE NITLETVCHD PKLPYHDEIL EDAASPKCIM
151 EBEKKRPGETE FMC3CSSDEC NDNITF3EEY NTSNPDTGGG THTCPPCEAP
201 ELLGGPSVEL FPPKPKDTLM ISRTPREVICY VVDVSHEDPE VEKENWYVDGY
251 EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK VSNEKALPAPT
301 EKTISKAKGY PREPQVYTLP PSREEMTEKNQ VSLTCLVKGE YPSDIAVEWE
351 SNGOQPENNYK TTPPVLDSDG SEFFLYSKLTV DKSRWQQGNY FESCSVMHEAL
401 HNHYTQKSLS LSPGK (SEQ ID NO: 9)
hTBRIT . (G4S)3-hFc: Secventa acidului
1 ATGGATGCARA TGAAGAGAGGE GCTCTGCTGT GTGCTGCTGC TGTGTGGAGC
51 AGTCTTCGTT TCGCCCGGCE CCACGATCCC ACCGCACGTT CAGAAGTCGG
161 ATGTGGAAAT GGAGGCCCAGC AAAGATGARAAA TCATCTGCCC CAGCTGTAAT
151 AGGACTGCCC ATCCACTGAG ACATATTAAT AACGACATGA TAGTCACTGA
201 CAACAACGGT GCAGTCAAGT TTCCACAACT GTGTAAATTT TGTGATGTGA

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31

{(SEQ

nucleic

aminoacizi

nucleic



10

s W W ba
[O I I |

=]

Oy oy 1 L s
U1 o
R e e e T SN Sy gy B

[ e

|

O Do~
DUl O O

vO
8]

1001
1051
1101
1151
1201
1251

hTBRII
1
51
101
151
201
251
301
351
4071

hTBRIT
1

51
101
151
201
251
301
351
401
451

oL
P
[y

Yy
[ Rl
[ur

e

FoJE S I B
oW O Ol

o9
o w
[ R JUC A RE e G WS

o e

o e
oo oo

1151
1201
1251

GATTTTCCAC
ACCTCCATCT
GAATGACGAG
CCTACCATGA
ARGGARAAND
TGATGAGTGC
ATCCTGACAC
GGAAGTACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CAAGACAARG
GCGETCCTCAC
TGCAAGGTCT
CARAAGCCAAA
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGANCANC
TCTTCCTCTA
AACGTCTTCT
GCAGAAGAGC

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31

CTGTGACAAC
GTGAGAAGCC
ARCATAACAC
CTTTATTCTG
ARMRGCCTGG
ARTGACAACA
CGGTGGTGGA
ACACATGCCC
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCARRG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
TAGCAAGCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

(G4S)3-hFe:

MDAMKRGLCC
RTAHPLRHIN
TSICEKPOEV
KEKKKPGETE
GSTHTCPPCP
PEVKENWYVD
CKVSNKALPA
GEYPSDIAVE
NVESCSVMHE

VLLLCGAVEV
NDMIVTDNNG
CVAVWRKNDE
FMCSCSSDEC
APELLGGPSY
GVEVHNARTE
PIEKTISKAK
WESNGOPENN
ATLHNHYTQOKS

(G4S)4-hFe:

ATGGATGCAA
AGTCTTCGTT
ATGTGGAAAT
AGGACTGCCC
CAACAACGGT
GATTTTCCAC
ACCTCCATCT
GAATGACGAG
CCTACCATGA
AAGGAANNAN
TGATGAGTGC
ATCCTGACAC
GGTTCTGGAG
TGAACTCCTG
ACACCCTCAT
GTGAGCCACG
GGAGGTGCAT
COTACCGTGT
GGCAAGGAGT

CGAGAAAACC
ACACCCTGCC

ACCTGCCTGG
GAGCAATGGG
ACTCCGACGG
AGGTGGCAGC
GCACAACCAC

(SEQ ID NO: 12)

TGAAGAGAGG
TCGCCCGGCG
GGAGGCCCAG
ATCCACTGAG
GCAGTCAAGT
CTGTGACARC
GTGAGAAGCC
ARCATAACAC
CTTTATTCTG
AARAGCCTGE
ARATGACARACA
CGGTGGTGGA
GTGGTGGAAG
GGGGGACCGT
GATCTCCCGG
ARGACCCTGA
AATGCCAAGA
GGTCAGCGTC
ACARAGTGCAA

ATCTCCARAG
CCCATCCCGG

TCAARRGGCTT
CAGCCGGAGA
CTCCTTCTTC
AGGGGAACGT
TACACGCAGA

40

CAGARATCCT
ACAGGAAGTC
TAGAGACAGT
GAAGATGCTG
TGAGACTTTC
TCATCTTCTC
GGAAGTGGTG
ACCGTGCCCA
CCCCAAAACC
TGCGTGGTGE
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
AACCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CTCCGGGTAA

GCATGAGCAA
TGTGTGGCTG
TTGCCATGAC
CTTCTCCAAA
TTCATGTGTT
AGAAGAATAT
GAGGTGGTTC
GCACCTGAAC
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGARTGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
GCCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGETG
GCTCTGCACA
ATGA (SEQ

Secventd

SPGATIPPHV
AVKFPQLCKF
NITLETVCHD
NDNIIFSEEY
FLFPPKPEDT
PREEQYNSTY
GOPREPOQVYT
YRTTPPVLDS
LSLESPGK (SE

QKSDVEMEAQ
CDVRESTCDN
PKLPYHDFIL
NTSNPDTGGG
LMISRTPEVT
RVVESVLTVLH
LPPSREEMTK
DGSEFLYSKL
Q ID NO: 11

Secventa

GCTCTGCTGT
CCACGATCCC
ARMGATGARR
ACATATTAAT
TTCCACAACT
CAGAAATCCT
ACAGGAAGTC
TAGAGACAGT
GAAGATGCTG
TGAGACTTTC
TCATCTTCTC
GGTTCTGGAG
TACTCACACA
CAGTCTTCCT
ACCCCTGAGG
GGTCAAGTTC
CARAGCCGCG
CTCACCGTCC
GGTCTCCAAC

CCARAAGGGCA
GAGGAGATGA

CTATCCCAGC
ACAACTACRA
CTCTATAGCA
CTTCTCATGC
AGAGCCTCTC

GTGCTGCTGC

ACCGCACGTT

TCATCTGCCC

AACGACATGA

GTGTRAAATTT
GCATGAGCARA
TGTGTGGCTG
TTGCCATGAC
CTTCTCCAAA
TTCATGTGTT

AGARAGAATAT

GTGGAGGARG
TGCCCACCGT
CTTCCCCCCA
TCACATGCGT

AACTGGTACG

GGAGGAGCAG
TGCACCAGGA

ARRGCCCTCC

GCCCCGAGRL
CCARGRAACCA

GACATCGCCG
GACCACGCCT
AGCTCACCGT
TCCGTGATGC
CCTGTCTCCG

CTGCAGCATC
TATGGAGAAR
CCCAAGCTCC
GTGCATTATG
CCTGTAGCTC
AACACCAGCA
TGGAGGTGGT
TCCTGGGGEGEG
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACAAG
ARACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCARAA
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
ACCACTACAC
ID NO: 10)

de

KDETIICPSCHN
OKSCMSNCST
EDAASPKCIM
GRGCGEIGGG
CVVVDVSHED
QODWLNGKEYK
NOVSLTCLVE
TVDESRWQOG
)

acidului
TGTGTGGAGC

CAGAAGTCGG
CAGCTGTAAT
TAGTCACTGA
TGTGATGTGA
CTGCAGCATC
TATGGAGARMN
CCCAAGCTCC
GTGCATTATG
CCTGTAGCTC
AACACCAGCA
TGGTGGAGGT
GCCCAGCACC
AARCCCAAGG
GGTGGTGGAC
TGGACGGCGT
TACAACAGCA
CTGGCTGAAT
CAGCCCCCAT

CCACAGGTGT
GGTCAGCCTG

TGGAGTGGGA
CCCGTGCTGG
GGACAAGAGC
ATGAGGCTCT
GGTAAATGA

aminoacizi

nucleic
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hTBRII
1

b1
101
151
201
251
301
351
401

RTfIRIT
1

51
101
151
201
251
301
351
401

MDAMKRGLCC
RTAHPLRHIN
TSICERPQEV
KEKKKPGETFE
GSGGGGSTHT
VSHEDPEVKE
GKEYKCKVSN
TCLVKGEYPS
RWOOGNVESC

(G4S)4-hFc:

GATIPPHVQK
KEFPQLCKFECD
TLETVCHDPK
NITFSEEYNT
PSVELEPPEP
KTKPREEQYIN
KAKGQPREPQ
ENNYKTTEPV
QKSLSLSPGK

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31

(G4S)4-hFe:

VLLLCGAVEV
NDMIVTDNNG
CVAVWRKNDE
FMCSCSSDEC
CPPCPAPELL
NWYVDGVEVH
KALPAPTEKT
DIAVEWESNG
SYMHOEATHNH

SDVEMEAQKD
YRESTCDNQK
LPYHDFILED
SNPDTGGGGS
EDTLMISRTP
STYRVVEVLT
VYITLPPSREE
LDSDGSFFLY
(SEQ ID NO:

41

Secventd

SPGATIPPHV
AVKFPQLCKFE
NITLETVCHD
NDNIIFSEEY
GGPSVELEPP
NAKTKPREEQ
TISKARGQOPRE
QPENNYKTTP
YTORSLSLSP

Secventd de

ETICPSCNRT
SCMSNCSITS
ARSPKCIMKE
GGGGSEGGES
EVTICVVVDVS
VLHQDWLNGEK
MTENQVSLIC
SKLTVDKSRW
50)

QKSDVEMEAQ
CDVRESTCDN
PKLPYHDFIL
NTSNPDTGGG
KPKDTLMISR
YNSTYRVVSY
POVYTLPPSR
PVLDSDGSFEFE
GK (SEQ ID

aminoacizi fard

AHPLRHINND
ICEKPQEVCY
KEKPGETEEM
GGGGSTHTCFE
HEDPEVEENW
EYKCEVSNEA
LVEGEYPSDI
QOGNVESCSV

de
KDEIICPSCN

QKSCMSNCSI
EDAASPKCIM
GSGGGGEGGE
TPEVTCVVVD
LTVLHQDWLN
EEMTENQVSL
LYSKLTVDKS
NO: 13)

MIVTDNNGAV
AVWRENDENI
CSCSSDECND
PCPAPELLGG
TVDGVEVHNA
LPAPIEKTIRS
AVEWESNGQP
MHEATHNHYT

secventd

aminoacizi

lider

hT, ﬂRII (G4S)4-hFc: Secventd de aminoacizi fird secventd lider i fard glicina dinaintea pdrtii hTpRII

51
101
151
201
251
301
351
401

ATIPPHVQKS
FPQLCKECDV
LETVCHDPEKL
IIFSEEYNTS
SVFLEFPPKPK
TKPREEQYNS
AKGQPREPQV
NNYKTTPEVL
KSLSLSPGK

DVEMEAQKDE
RESTCDNQKS
PYHDEILEDA
NPDTGGGEGSG
DTLMISRTPE
TYRVVSVLTV
YTLPPSREEM
DSDGSFEFFLYS

(SEQ ID NO:

IICPSCNRTA
CMSNCSITSI
ASPKCIMEKEK
GGGESGGEGESG
VICVVVDVSH
LHODWLNGKE
TENQVSLTCL
KLTVDKSRWQ
52)

HPLRHINNDM
CEKPQEVCVA
KKPGETEFEMC
GGGSTHTCPP
EDPEVKENWY
YRCKVSNKAL
VKGEYPSDIA
QGNVESCSVM

IVTDNNGAVK
VWRENDENIT
SCSSDECNDN
CPAPELLGGP
VDGVEVHNAK
PAPIBKTISK
VEWESNGQFPE
HEATHNHYTQ

hTPRII (G48)4-hFc: Secventd de aminoacizi fard secventd lider si fard glicina si alanina dinaintea

partii

1
51
101
151
201
251
301
351
401

TIPPHVQKSD
PQLCKECDVR
ETVCHDFKLP
IFSEEYNTSN
VELFPPKPKD
KPREEQYNST
KGOFPREPOVY
NYKTTPEVLD
SLSLSPGK

(SEQ ID NO:

VEMEAQKDEL
FSTCDNQKSC
YHDFILEDAR
PDTGGGESGE
TIMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLEPSREEMT
SDGSFFLYSK

ICPSCNRTAH
MSNCSITSIC
SPKCTMKEKK
GGSGGGGSGE
TCYVVDVSHE
HODWLNGKE ¥
KNQVSLTCLV
LTVDKSRWQO

51)

PLRHINNDMI
EKPQEVCVAV
KEGETFFMCS
GGSTHTCPPC
DPEVREEFNWYV
KCKVSNEKALP
KGEYPSDIAV
GNVESCSVMH

VIDNNGAVKE
WREKNDENITL
C33DECNDNT
PAPELLGGPS
DGVEVHNAKT
APTEKTISKA
EWESNGOPEN
EADLHNHYTQK

hTBRII

hTPRII (G48)4-hF c: Secventd de aminoacizi fard secventd lider si fard glicina, alanina si treonina
pdrtii

dinaintea

1 IPPHVQKSDV

51 QLCKFCDVRE
101 TVCHDPKLPY
151 FSEEYNTSNP
201 FLEPPKPKDT
251 PREEQYNSTY
301 GOPREPOVYT
351 YRTTPPVLDS
401 LSLSPGK

(SEQ ID NO:

EMEAQKDETIT
STCDNQKSCM
HDFILEDAAS
DTGGGGSGGG
LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPSREEMTK
DGSFELYSKL

CPSCNRTAHP
SNCSITSICE
PKCIMKEKKK
GSGGGGSGGE
CVVVDVSHED
QDWLNGKEY K
NQVSLTCLVK
TYDESRWQQG

53)

LRHINNDMIV
KPOQEVCVAVHW
PGETEFMCSC
GSTHTCPPCP
PEVKENWY VD
CKVSNKALPA
GEYPSDIAVE
NVESCSVMHE

TDNNGAVKEP
REKNDENITLE
SSDECNDNIT
APELLGGPSV
GVEVHNAKTEK
PIEKTISKAK
WESNGOPENN
ALHNHYTQKS

hTBRII
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hTPRII (G4S)4-hFc: Secventi de aminoacizi fird secventd lider i fard glicina, alanina, treonina i
partii

42
izoleucina dinaintea
1 PPHVQKSDVE MEAQKDETITIC PSCNRTAHFT,
51 LCKFCDVRES TCDNQKSCMS NCSITSICEK
101 VCHDPELPYH DFILEDAASP KCIMEKEEKKP
151 SEEYNTSNPD TGGEGEGESGEEGE SGLELEGSEGEEE
201 LFFPPRPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSHEDP
251 REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC
301 QPREPOQVYTL PPSREEMTEN QVSLTCLVKG
351 KTTPPVLDSD GSFFLYSKLT VDKSRWQOGN
401 SLSPGK {(SEQ ID NO: 54)

RHINNDMIVT
PQEVCVAVWR
GETEFMCSCS
STHTCPPCPA
EVKEFNWYVDG
KVSNKALPAP
FYPSDIAVEW
VESCSVMHEA

DNNGAVKEPQ
KNDENMITLET
SDECNDNIIF
PELLGGESVE
VEVHNAKTKP
TERTISKAKG
ESNGOPENNY
LHNHYTQKSL

hTPRII (G4S)4-hFc: Secventd de aminoacizi fard secventd lider si fard glicina,

izoleucina

1 PHVQKSDVEM

51 CKFCDVREST
101 CHDPKLFYHD
151 EEYNTSNPDT
201 FEPKPKDTLM
251 EEQYNSTYRV
301 PREPQVYTLP
351 TTPPVLDSDG
401 LSPGK (SEQ

§i

EAQKDEIICP
CDNOEKSCMSN
FILEDAASPK
GGGGSGGEGEGES
ISRTPEVTCV
VSVLTVLHQD
ESREEMTEKNQ
SFFLY SKLTV
ID NO: 55)

prolina

SCNRTAHPLR
CSITSICEKP
CIMKEKKEPG
GGGGESGGGES
VVDVSHEDPE
WLNGKEYKCK
VSLTCLVEGE
DKSRWQQGNV

dinaintea
HINNDMIVTD

QEVCVAVWREK
ETEFEMCSCSS
THTCPPCPAP
VEENWY VDGV
VSNKALPAPI
YPSDIAVEWE
FSCSVMHEAL

partii
NNGAVKFPQL
NDENITLETV
DECNDNIIFS
ELLGGPSVFTL,
EVHNAKTKPR
EKTISKAKGQ
SNGOQPENNYK
HNHYTOQKSLS

hTBRII

alanina, treonina,
hTPRIT

hTPRII (G48S)4-hFc: Secventd de aminoacizi fdrd secventd lider si fard glicina, alanina, treonina,

izoleucina, prolina si
1 HVORSDVEME AQKDEIICPS
51 KFCDVRFSTC DNQKSCMSHNC
101 HDPKLPYHDF ILEDAASPEKC
151 EYNTSNPDTG GGG3GGGGSG
201 PPKPKDTLMI SRIPEVTCVV
251 EQYNSTYRVVY SVLTVLHODW
301  REPGVYTLPP SREEMTKNQV
351 TEFPVLDSDGS FFLYSKLTVD
401 SPGK (SEQ ID NO: 56}

prolina
CNRTAHPLRH

SITSICEKPO
TMKEKKKPGE
GEGSCGGGST
VDVSHEDPEYV
LNGKEYKCKYV
SLTCLVKGEY
KSRWOOGNVF

dinaintea

INNDMIVTDN
EVCVAVWREN
TEFMCSCSSD
HTCPPCPAPE
KENWYVDGVE
SNKALPAPIE
PSDIAVEWES
SCSVMHEATLH

NGAVREPQLC
DENITLETVC
ECNDNIIFSE
LLGGPSYFLF
VHNAKTKPRE
KTISKAKGOP
NGQPENNY KT
NHYTQKSLSL

partii

hTBRII
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(G4S)2-hFe:

ATGTGGAAAT
AGGACTGCCC
CAACAACGGT
GATTTTCCAC
ACCTCCATCT
GAATGACGAG
CCTACCATGA
ARGGARAARDL
TGATGAGTGC
ATCCTGACAC
TGCCCACCGT
CTTCCCCCCA
TCACATGCGT
ARCTGGTACG
GGAGGAGCAG
TGCACCAGGA
ARRAGCCCTCC
GCCCCGAGARAA
CCAAGAACCA
GACATCGCCG
GACCACGCCT
AGCTCACCGT
TCCGETGATGC
CCTGTCTCCG

MDAMRRGLCC
RTAHPLRHIN
TSICEKPQEV
KEKEKPGETE
CPPCPAPELL
NWYVDGVEVH
KATLPAPTEKT
DIAVEWESNG
SVMHEALHNH

GGAGGCCCAG
ATCCACTGAG
GCAGTCAAGT
CTGTGACARC
GTGAGAAGCC
ARCATAACAC
CTTTATTCTG
ARARGCCTGG
AATGACAACA
CGGTGGAGGT
GCCCAGCACC
AAMCCCAAGG
GGTGGTGGAC
TGGACGGCGT
TACARCAGCA
CTGGCTGAAT
CAGCCCCCAT
CCACAGGTGT
GGTCAGCCTG
TGGAGCTGGGA
CCCGTGCTGG
GGACAAGAGC
ATGAGGCTCT
GGTAARATGA

(G4S)2-hFe:

VLLLCGAVEV
NDMIVTDNNG
CVAVWRENDE
FMCSCSSDEC
GGPSVELFPP
NAKTKPREEQ
ISKAKGQPRE
QPENNYKTTP
YTOKSLSLSP

43

AARGATGARA
ACATATTAAT
TTCCACAACT
CAGAAATCCT
ACAGGAAGTC
TAGAGACAGT
GAAGATGCTG
TGAGACTTTC
TCATCTTCTC
GGTTCTGGAG
TGAACTCCTG
ACACCCTCAT
GTGAGCCACG
GGAGGTGCAT
CGTACCGTGT
GGCAAGGAGT
CGAGAAARACC
ACACCCTGCC
ACCTGCCTGG
GAGCAATGGGE
ACTCCGACGG
AGGTGGCAGC
GCACAACCAC
(SEQ ID NO:

Sec
SPGATIFPPHV

AVKFPQLCKFE
NITLETVCHD
NDNIIFSEEY
KPKDTLMISR
YNSTYRVVSV
PQVYTLPPSR
PYLDSDGSFEF
GK (SEQ ID

Secventa
ATGGATGCAA TGAAGAGAGG GCTCTGCTGT GTGCTGCTGC TGIGTGGAGC
AGTCTTCGTT TCGCCCGGCG CCACGATCCC ACCGCACGTT CAGRAGTCGG

TCATCTGCCC
AACGACATGA
GTGTARATTT
GCATGAGCARA
TGTGTGGCTG
TTGCCATGAC
CTTCTCCAAA
TTCATGTGTT
AGAAGAATAT
GTGGTGGAAG
GGGGGACCGET
GATCTCCCGG
AAGACCCTGA
AATGCCAAGA
GGTCAGCGTC
ACARAGTGCAR
ATCTCCARAG
CCCATCCCGG
TCARAGGCTT
CAGCCGGAGA
CTCCTTCTTC
AGGGGAACGT
TACACGCAGA
14)

ventd
QKSDVEMEAQ
CDVRESTCDN
PKLPYHDFIL
NTSNPDTGGG
TPEVTCVVVD
LTVLHQDWLN
EEMTENQVSL
LYSKLTVDKS
NO: 15)

acidului

CAGCTGTAAT
TAGTCACTGA
TGTGATGTGA
CTGCAGCATC
TATGGAGARA
CCCAMGCTCC
GTGCATTATG
CCTGTAGCTC
ARCACCAGCA
TACTCACACA
CAGTCTTCCT
ACCCCTGAGG
GGTCAAGTTC
CRARAAGCCGCG
CTCACCGTCC
GGTCTCCAAC
CCARAGGGCA
GAGGAGATGA
CTATCCCAGC
ACALCTACAR
CTCTATAGCA
CTTCTCATGC
AGAGCCTCTC

de
KDEIICPSCN

QKSCMSNCSTI
EDAASPKCIM
GSGGGGSTHT
VSHEDPEVKE
GKEYKCKVSN
TCLVKGEYPS
RWQQGNVESC

nucleic

aminoacizi
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hTPRII balama extinsd-hFc: Secventa acidului
1 ATGGATGCAA TGAAGAGAGS GCTCTGCTGT GTGCTGCTGC TGTGTGGAGC
21 AGTCTTCGTT TCGCCCGGCG CCACGATCCC ACCGCACGTT CAGAAGTCGG
101 ATGTGGAAAT GGAGGCCCAG AAAGATGAAA TCATCTGCCC CAGCTGTAAT
1b1 AGGACTGCCC ATCCACTGAG ACATATTAAT AACGACATGA TAGTCACTGA
201 CAACARACGGT GCAGTCAAGT TTCCACAACT GTGTAAATTT TGTGATGTGA
251 GATTTTCCAC CTGTGACAAC CAGAAATCCT GCATGAGCAA CTGCAGCATC
301 ACCTCCATCT GTGAGAAGCC ACAGGAAGCTC TGTGTGGCTG TATGGAGAAA
351 GAATGACGAG AACATAACAC TAGAGACAGT TTGCCATGAC CCCAAGCTCC
401 CCTACCATGA CTTTATICTG GAAGATGCTG CTTCTCCARAA GTGCATTATG
451 AAGGAAAAARA AAAAGCCTGG TGAGACTTTC TTCATGTGTT CCTGTAGCTC
501 TGATGAGTGC AATGACAACA TCATCTTCITC AGAAGAATAT AACACCAGCA
251 ATCCTGACAC CGGTGGTGGA CCCAAATCTT GTGACAAARC TCACACATGC
&0l CCACCGTGCC CAGCACCTGA ACTCCTGGGG GGACCGTCAG TCTTCCTCTT
&bl CCCCCCAARAR CCCAAGGACA CCCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCA
o1 CATGCGTGGET GGETGGACGTG AGCCACGAAG ACCCTGAGGT CAAGTTCAAC
751  TGGTACGTGG ACGGCGTGGE GGTGCATAAT GCCAAGACAR AGCCGCGGGA
801 GGAGCAGTAC AACAGCACGT ACCGTGTIGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGC
851  ACCAGGACTG GCTGRATGGC AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCARCAAR
201 GCCCTCCCAG CCCCCATCGA GAAMACCATC TCCAARAGCCA AAGGGCAGCC
951 CCGAGAACCA CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAG GAGATGACCA
1001 AGAACCAGGT CAGCCTGACC TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA TCCCARAGCGAC
1051 ATCGCCGTGGE AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA ACTACAAGAC
1101  CACGCCTCCC GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC TATAGCAAGC
1151 TCACCGTGGA CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG GGAACGTCTT CTCATGCTCC
1201 GTGATGCATG AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT
1251 GTCCCCGGCT AAATGA  (SEQ ID NGO: 16)
hTPRII balama extinsd-hFc: Secventd de
1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEV SPGATIPPHV QKSDVEMEAQ KDEIICPSCN
51 RTAHPLRHIN NDMIVTDNNG AVEEPQLCKE CDVRESTCDN QKSCMSNCSI
101 TSICEKPQEYV CVAVWRKNDE NITLETVCHD PKLPYHDEIL EDAASPRCIM
151 KEKKKPGETFEF FMCSCSSDEC NDNITIFSEEY NTSNPDTGGG PKSCDKTHTC
235 PECPAPELLG GPSVFLFPPK PKDTLMISRT PEVITCVVVDV SHEDPEVKEN
251 WYVDGVEVHN AKTKPREEQY NSTYRVVSVL TVLHODWLNG KEYKCEVSNK
3061 ALPAPIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE EMTEKNQVSLT CLVKGFYPSD
351 IAVEWESNGO PENNYKTTPP VLDSDGSFFL YSKLTVDKSR WOQGNVESCS
401 YMHEALHNHY TQEKSLSLSPG K (SEQ ID NO: 17)
hTBRIT (G4S)5-hFc: Secventd de
1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEV SPGATIPPHV QKSDVEMEAQ KDEITCPESCN
51 RTAHPLRHIN NDMIVTDNNG AVKFPQLCKE CDVRFSTCDN QKSCMSNCST
101 TSICERKPQEV CVAVWRKNDE NITLETVCHD PKLPYHDFIL EDAASPKCIM
151 KERKKKPGETE FMCSCSSDEC NDNIIFSEEY NTSNPDTGGG GSGGGGSGGG
201 GSGGGGSGEG GSTHTCPPFCP APELLGGESYV FLEPPKPKDT LMISRTPEVT
251 CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH
301 QDWLNGKEYK CEVSNKALPA PIEKTISKAK GOPREFQVYT LPPSREEMTK
351 NQVSLTCLVE GEYPSDIAVE WESNGOPENN YKTTPEVLDS DGSFFLYSKL
401 TVDKSRWOOG NVESCSVMHE ALHNHYTOKS LSLSPGK (SEQ ID NO:
hTPBRII (G4S)6-hFc: Secventd de
1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEV SPGATIPPHV QKSDVEMEAQ KDEIICPSCHN
51 RTAHPLRHIN NDMIVTDNNG AVKFPQLCKF CDVRESTCDN QKSCMSNCSTI
101 TSICERPQEV CVAVWRKNDE NITLETVCHD PKLPYHDFIL EDAASPKCIM
151 KEKKKPGETFEF FMCSCSSDEC NDNIIFSEEY NTSNPDTGGG GSGGGGSGGH
201 GSGGGEGEGGE GSGGGGSTHT CPPCPAPELL GGPSVELEPP KPKDTLMISR
251 TPEVICVVVD VSHEDPEVEE NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV
301 LTVLHODWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE POVYTLPPSR
351 EEMTKNQVSL TCLVRGEFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFFE
401 LYSKLTVDKS RWQQGNVEFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK (SEQ ID

NO:

45)

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31

nucleic

aminoacizi

aminoacizi

aminoacizi
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RTBRI

1

51
101
151
201
251
301
351
401

451
501

551
601
851
701
751
801
851
501
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

hTPRII
' 1
51
101
151
201
251
301
351
101
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

ATGGATGCAA
AGTCTTCGTT
ATGTGGAAAT
AGGACTGCCC
CAACAACGGT
GATTTTCCAC
ACCTCCATCT
GAATGACGAG
CCTACCATGA

ALGGARARDDRD
TGATGAGTGC

ATCCTGACAC
GGAAGTGGTG
ACCGTGCCCA
CCCCAARAACC
TGCGETGGTGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAR
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
ARCCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACH
GATGCATGAG
CTCCGGGTAA

MD/EP 3628049 T2 2023.10.31
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_(q4S)5-hFc.- Secventi

TGAAGAGAGG
TCGCCCGGCGE
GGAGGCCCAG
ATCCACTGAG
GCAGTCAAGT
CTGTGACAAC
GTGAGRAGCC
ARCATAACAC
CTTTATTCTG

ARRAGCCTGG
AATGACAACA

CGGTGGAGGA
GAGGTGGTTC
GCACCTGARAC
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
GCCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
ATGA  (SEQ

(G4S)6-hFc:

GCTCTGCTGT
CCACGATCCC
ARAGATGARAR
ACATATTAAT
TTCCACAACT
CAGAAATCCT
ACAGGAAGTC
TAGAGACAGT
GAAGATGCTG

TGAGACTTTC
TCATCTTCTC

GGTTCTGGTG
TGGAGGTGGT
TCCTGGGGGGE
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACAAG
AAACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCARA
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
ACCACTACAC
ID NO: 46)

GTGCTGCTGC
ACCGCACGTT
TCATCTGCCC
AACGACATGA
GTGTRAAATTT
GCATGAGCAA
TGTGTGGCTG
TTGCCATGAC
CTTCTCCARAA

TTCATGTGTT
AGAAGAATAT

GTGGAGGTTC
GGAAGTACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CAAGACAAAG
GCGTCCTCAC
TGCAAGGTCT
CAAAGCCAARA
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGAACARC
TCTTCCTCTA
AACGTCTTCT
GCAGAAGAGC

Secventd

de

TGTGTGGAGC
CAGRAGTCGG
CAGCTGTAAT
TAGTCACTGA
TGTGATGTGA
CTGCAGCATC
TATGGAGAAR
CCCRAGCTCC
GTGCATTATG

CCTGCTAGCTC
ARACACCAGCA

TGGAGGTGGA
ACACATGCCC
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACAAAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
TAGCAAGCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

de

ATGGATGCARA
AGTCTTCGTT
ATGTGGAAAT
AGGACTGCCC
CAACAACGGT
GATTTTCCAC
ACCTCCATCT
GAATGACGAG
CCTACCATGA
ANGGAMANDR
TGATGAGTGC
ATCCTGACAC
GGTTCTGGAG
TACTCACACA
CAGTCTTCCT
ACCCCTGAGG
GGTCAAGTTC
CAARMGCCGCG
CTCACCGTCC
GGTCTCCARAC
CCAAAGGGCA
GAGGAGATGA
CTATCCCAGC
ACAACTACAR
CTCTATAGCA
CTTCTCATGC
AGAGCCTCTC

TGAAGAGAGG
TCGCCCGGTG
GGAGGCCCAG
ATCCACTGAG
GCAGTCAAGT
CTGTGACAAC
GITGAGAAGCC
ADCATAACAC
CTTTATTCTG
ARPMAGCCTGG
AATGACARACA
CGGTGGAGGT
GTGGAGGARG
TGCCCACCGT
CTTCCCCCCA
TCACATGCGT
ADCTGGTACG
GGAGGAGCAG
TGCACCAGGA
ADMGCCCTCC
GCCCCGAGAA
CCRAGAACCA
GACATCGCCG
GACCACGCCT
AGCTCACCGT
TCCGTGATGC
CCTGETCTCCGE

GCTCTGCTGT
CCACGATCCC
ARAGATGARA
ACATATTAAT
TTCCACAACT
CAGAAATCCT
ACAGGAAGTC
TAGAGACAGT
GAAGATGCTG
TGAGACTTTC
TCATCTTCTC
GGAAGTGGTG
TGGTGGAGGT
GCCCAGCACC
AANCCCARGG
GGTGGTGGAC
TGGACGGCGET
TACAACAGCA
CTGGCTGAAT
CAGCCCCCAT
CCACAGGTGT
GGTCAGCCTG
TGGAGTGGGA
CCCGTGCTGG
GGACAAGAGC
ATGAGGCTCT
GGTAARATGA

GTGCTGCTGC
ACCGCACGTT
TCATCTGCCC
AACGACATGA
GTGTAAATTT
GCATGAGCARA
TGTGTGGCTG
TTGCCATGAC
CTTCTCCARA
TTCATGTGTT
AGAAGAATAT
GAGGAGGTTC
GGTTCTGGAG
TGAACTCCTG
ACACCCTCAT
GTGAGCCACG
GGAGGTGCAT
CGTACCGTGT
GGCAAGGAGT
CGAGAAARCC
ACACCCTGCC
ACCTGCCTGG
GAGCAATGGG
ACTCCGACGG
AGGTGGCAGC
GCACAACCAC

{SEQ

ID NO:

TGTGTGGAGC
CAGAAGTCGG
CAGCTGTAAT
TAGTCACTGA
TGTGATGTGA
CTGCAGCATC
TATGGAGAAA
CCCAAGCTCC
GTGCATTATG
CCTGTAGCTC
AACACCAGCA
TGGTGGTGGA
GTGGTGGRAG
GGGGGACCGT
GATCTCCCGG
AAGACCCTGA
ARATGCCAAGAR
GGTCAGCGTC
ACARAGTGCAA
ATCTCCARAG
CCCATCCCGG
TCAARGGCTT
CAGCCGGAGR
CTCCTTCTTC
AGGGGAACGT
TACACGCAGA
47)

nucleotide

nucleotide

Diferitii constructi au fost exprimati cu succes in celule CHO si au fost purificati la un nivel inalt
de puritate asa cum este determinat de cromatografia analiticd cu excludere prin dimensiune si SDS-
PAGE. Proteinele hTRII (G4S)2-hFc, hTRRII (G4S)3-hFc, hTRRII (G4S)4-hFc, hTRRIT (G4S)5-hFc si
hTBRII (G4S)6-hFc au prezentat o stabilitate puternicd similard asa cum a fost determinat prin analiza
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SDS-PAGE dupa péstrarea in PBS timp de 13 zile la 37°C. Proteinele hTPRII (G4S)2-hFc, hTPRII
(G4S)3-hFc, hTPRII (G4S)4-hFc s-au pdstrat de asemenea in sobolan, soarece sau ser uman si au
prezentat o stabilitate puternica similard.

Variante de ECD al TPRII

In plus fati de domeniile TRRII incluse in proteinele de fuziune descrise mai sus (de exemplu,
SEQ ID NO: 18), dezviluirea considerd de asemenea proteine de fuziune care cuprind domenii TRRII
alternative. De exemplu, proteina de fuziune poate cuprinde secventa hTBRIIs.r de tip silbatic (23-159)
prezentatd mai jos (SEQ ID NO: 27) sau oricare dintre celelalte polipeptide TPRII dezviluite mai jos:

1 TIPPHVQKSY NNDMIVTDNN GAVEKFPQLCK FCDVRESTCD NQKSCMSNCS
51 I'TSICEKPQE VCVAVWREND ENITLETVCH DPKLPYHDEI LEDAASPKCI
101 MKEKKKPGET FFMCSCSSDE CNDNIIFSEE YNTSNPD (SEQ ID NO:
27)

Q) Secventa de aminoacizi hTBRILcurt(23-159/D110K) prezentati mai jos (SEQ ID NO: 36), in

care este subliniat restul substituit.
1 TIPPHVOKSY NNDMIVTDNN GAVKFPOLCEK FCDVRFSTCD NOKSCMSNCS

51 ITSTCEKPQE VCVAVWREND ENTITLETVCH DPKLPYHKFI LEDAASPKCT
101 MEEKKKPGET FIFMCSCSSDE CNDNIIFSEE YNTSNPD (SEQ ID NO:
36)

(2) Secventa de aminoacizi a hTERIIscurt(29-159) trunchiat N-terminal prezentati mai jos (SEQ ID

NO: 28).
1 QKSVNNDMIV TDNNGAVKIFP QLCKEFCDVRE STCDNQKSCM SNCSITSICE

51 KPQOEVCVAVW RENDENITLE TVCHDPKLPY HDFILEDAAS PECIMEEKKK
101 PGETEFIFMCSC SSDECNDNII FSEEYNTSNFE D (SEQ ID NO: 28}

(3) Secventa de aminoacizi a hTERIIscurt(35-159) trunchiat N-terminal prezentati mai jos (SEQ ID

NO: 29).
1 DMIVTDNNGA VKFPQLCKEC DVRFSTCDNQ KSCMSNCSIT SICEKPQEVC

51 VAVWRENDEN ITLETVCHDF KLPYHDFILE DAASPKCIMK EKKKPGETEFEF
101 MCSCSSDECN DNIIFSEEYN TSNPD (SEQ ID NO: 29)

(4) Secventa de aminoacizi a hTERIIscurt(23-153) trunchiat C-terminal prezentati mai jos (SEQ ID
NO: 30).
1 TIPPHVQKSV NNDMIVTDNN GAVEKEFPQLCK FCDVRFSTCD NOKSCMSNCS

51 ITSICEKPOE VCVAVWREND ENITLETVCH DPEKLPYHDEFI LEDAASPKCI
101  MEEKKKPGET FFMCSCSSDE CNDNIIFSEE Y (SEQ ID NO: 30)

(5) Secventa de aminoacizi a hTBRILcu(23-153/N70D) trunchiat C-terminal prezentati mai jos

(SEQ ID NO: 38), in care este subliniat restul substituit.
1 TIPPHYORSY NNDMIVTDNN GAVREPQLCK FCDVREFSTCD NOKSCMSDCS

51 ITSICEKFQE VCVAVWREND ENITLETVCH DPKLPYHDFI LEDAASPECI
101  MEERKKPGET PFFMCSCSSDE CNDNIILFSEE Y (SEQ ID NO: 38)

Solicitantii considerd de asemenea cinci variante corespondente (SEQ ID NO: 37, 33, 34, 39)
bazate pe secventa hTBRII . de tip silbatic (23-184) prezentatd mai sus si mai jos (SEQ ID NO: 49), in
care este subliniat insertul de 25 de aminoacizi. De remarcat cd splicingul duce la o substitufie
conservativa de aminoacid (Val—lIle) in pozifia de flancare C-terminal de insert.
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1 TIPPHVQKSD VEMEAQKDET TCPSCNRTAH PLRHINNDMI VTDNNGAVKE

51 POLCKFCDVR FSTCDNQESC MSNCSITSIC EKPQEVCVAV WRENDENITL
101 ETVCHDPKLP YHDEFILEDAA SPKCIMEKEEKK KPGETEFIMCE CSSDECNDNI
151 IFSEEYNTSN FD (SEQ ID NO: 49)

(1) Secventa de aminoacizi hTPRILng(23-184/D135K) prezentatd mai jos (SEQ ID NO: 37), in care restul
substituit este subliniat dublu.
1 TIPPHVQKSD VEMEAQKDEI ICPSCNRTAH PLRHINNDMI VTDNNGAVKE

51 POLCKIFCDVR EFSTCDNQKSC MSNCSITSIC ERKPQEVCVAV WRENDENITL
101 ETVCHDPKLP YHEFILEDAA SPKCIMKEKK KPGETFFMCS CSSDECNDNI
151 IFSEEYNTSN PD {(SEQ ID NO: 37)

(2) Secventa de aminoacizi hTPRIT1ung(29-184) trunchiat N-terminal prezentatd mai jos (SEQ ID NO: 33).
QKSDVEMEAQ KDETICPSCN RTAHPLRHIN NDMIVTDNNG AVEKFPQLCKE

51 CDVRISTCDN QRSCMSNCSI TSICEKPQEY CVAVWRKNDE NITLETVCHD
101 PELPYHDFIL EDAASPKCIM KEKKKPGETF FMCSCSSDEC NDNIIFSEEY
151  NTSNPD {(SEQ ID NO: 33)

(3) Secventa de aminoacizi hTBRIIng(60-184) trunchiat N-terminal prezentatd mai jos (la fel ca SEQ ID
NO: 29).
1 DMIVTDNNGA VKEFPOLCKEFC DVRESTCDNQ KSCMSNCSIT SICEKPOEVC

51 VAVWRENDEN ITLETVCHDP KLPYHDFILE DAASPKCIME EKKKPGETEE
101 MCSCSSDECN DNIIFSEEYN TSNFPD (same ag SEQ ID NO: 29)

(4) Secventa de aminoacizi hTBRI1ug(23-178) trunchiat C-terminal prezentatd mai jos (SEQ ID NO: 34).
1 TIPPHVQEKSD VEMEAQKDET TCPSCNRTAH PLRHINNDMI VTDNNGAVKE

51 POLCKICDVR EFSTCDNQKSC MSNCSITSIC EKPQEVCVAV WRENDENITL
101 ETVCHDPKLP YHDEFILEDAA SPRKCIMEEKK KPGETEFIMCS CSSDECNDNI
151 IFSEEY (SEQ ID NO: 34)

(5) Secventa de aminoacizi hTPRITung(23-178/N95D) trunchiat C-terminal prezentatd mai jos (SEQ ID

NO: 39, in in care restul substituit este subliniat dublu.
TIPPHVQKSD VEMEAQKDEI ICPSCHNRTAH PLRHINNDMI VIDNNGAVKE

51 PQLCKFCDVER EFSTCDNQKSC MEDCSITSIC EKFQEVCVAY WREKNDENITL
101 ETVCHDPKLP YHDFILEDAA SPRCIMKERKK EKPGETFEMCS CSSDECNDNI
151 IFSEEY (SEQ ID NO: 39)

Varinante suplimentare ale ECD de TBRII includ:

(A) Secventa de aminoacizi hTPRIIscun(35-153) sau hTRRILug(60-178) trunchiatdi N- si C-terminal
prezentatd mai jos (SEQ ID NO: 32).
1 DMIVTDNNGA VEEPOLCKEC DVRESTCDNQ KSCMSNCSIT SICEKPQEVC

51 VAVWRENDEN ITLETVCHDP KLPYHDFILE DAARSPKCIMK EEKKEKPGETEFE
101 MCSCSSDECN DNIIFSEEY (SEQ ID NO: 32)

(B) Secventa de aminoacizi hTPRIIscur(29-153) trunchiatd N- si C-terminal prezentatd mai jos (SEQ ID
NO: 31).
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1 OKSVNNDMIV TDNNGAVKFFP QLCKFCDVRE STCDNOKSCM SNCSITSICE
TVCHDPKLPY HDEFILEDAAS PRKCIMKEEKKK
31)

51 KPQEVCVAVW RKNDENITLE

101 PGETFFMCSC SSDECNDNII FSEEY (SEQ ID NO:
(C) Secventa de aminoacizi hTBRIIg(29-178) trunchiatd N- si C-terminal prezentatd mai jos (SEQ ID
NO: 35).

1 QKSDVEMEAQ KDEITCPSCN RTAHPLEHIN NDMIVTDNNG AVKFPOQLCKEF

51 COVREFSTCDN QKESCMSNCSI TSICEKPQOEV CVAVWRENDE NITLETVCHD
PEKLPYHDFIL EDAASPKCIM KEKKKPGETE FMCSCSSDEC NDNIIFSEEY

(SEQ ID NO: 35)

Oricare dintre variantele de mai sus (SEQ ID NO: 36, 28, 29, 30, 38, 37, 33, 34, 39, 32, 31 51 35)
ar putea incorpora o insertie de 36 de aminoacizi (SEQ ID NO: 41) intre perechea de resturi de glutamat
(pozitiile 151 si 152 din SEQ ID NO: 1, sau pozitiile 176 si 177 din SEQ ID NO: 2) localizatd in
apropierea capdtului C-terminal al ECD hTBRII, asa cum apare in mod natural in izoforma C a hTpRII
(Konrad si colab., BMC Genomics 8:318, 2007).

101

GRCKIRHIGS NNRLQRSTCQ NTGWESAHVM KTPGFR (SEQ ID NO: 41)

Ca exemplu, resturile pereche de glutamat care flancheaza situsul optional de insertie sunt

indicate (subliniate) mai jos pentru varianta hTPRII.(29-159) (SEQ ID NO: 28).
1 QESVNNDMIV TDNNGAVKFP QLCKEFCDVRFE STCDNQKSCM SNCSITSICE

I

51  KPQEVCVAVW RKNDENITLE TVCHDPKLPY HDFILEDAAS PECIMREKKE

101 PGETFFMCSC SSDECNDNIL FSEEYNTSNPE D (SEQ ID NO: 28)
Variante ale domeniului Fc

In timp ce constructii descrisi mai sus au fost generati cu un domeniu Fc care are secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 20, dezviluirea considerd proteine de fuziune hTBRII-hFc care cuprind
domenii Fc alternative, incluzand un domeniu Fc¢ de 1gG2 umani (SEQ ID NO: 42, mai jos) sau Fc de
IgG1 de lungime integrald (hG1Fc) (SEQ ID NO: 43, mai jos). Optional, in locul domeniului Fc ar putea

fi atasat o polipeptida neinruditd unui domeniu Fe.

1 VECPFPCPAPP VAGPSVELEFP PEKPKDTLMIS RTPEVTCVVY DVSHEDPEVQ
51 FNWYVDGVEY HNAKTKPREE QFNSTEFRVVS VLTVVHQDWL NGEEYKCKVS
101 NEKGLPAPIEK TISKTKGQPR EPQVYTLPPS REEMTENQVS LTCLVKGEYP
151 SDIAVEWESN GQPENNYKTT PPMLDEDGSE FLYSKLTVDK SRWQQGNVES
201 CSVMHEALHN HYTOKSLSLS PGK (SEQ ID NO: 42}

1  GGPKSCDKTH TCFPCPAPEL LGGPSVELEP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV
51  DVSHEDPEVK FNWYVDGVEY HNAKTKPREE OYNSTYRVVS VLTVLHQDWL
101 NGKEYKCKVS NKALPAPTIEK TISKAKGQPR EPOVYTLPPS REEMTENQVS
151 LTCLVKGEYP SDIAVEWESN GOPENNYKTT PPVLDSDGSE FLYSKLTVDK
201  SRWQOGNVFES CSVMHEALHN HYTQKSLSLS PGEK (SEQ ID NO: 43)

Variante ale secventei lider

In timp ce constructii generati descrisi mai sus au inclus secventa lider de la TPA, pot fi utilizate
secvente lider alternative, asa cum este secventa lider nativa (SEQ ID NO: 22- mai jos) sau secventa lider

de la melitina de la albine (SEQ ID NO: 24- mai jos).
Nativi: MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIAS (SEQ ID NO: 22)
melitina de la albine (HBML): MKFLVNVALVEMWYISYIYA (SEQ ID NO: 24)

Exemplul 2. Inhibarea diferentiali a liganzilor de citre variante de proteine de fuziune a
receptorului in analize bazate pe celule
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Afinitdtile TGFB1, TGFB2 si TGFB3 pentru proteine hTRRII (G4S)2-hFc; hTPRII (G4S)3-hFc;
hTBRII (G4S)4-hFc; hTBRII-hFc si hTPRII balama extinsd-hFc au fost evaluate in vitro cu un instrument
Biacore™ si rezultatele sunt rezumate in Figurile 4A si 4B. Fiecare dintre proteinele de fuziune a fost
capabild sd lege TGFB1 si TGFB3 cu afinitate inaltd, dar constructii care au lungimi ale linkerului mai
mari sau egale cu (G4S)4 au fost capabili in mod surprinzitor sa lege ambele TGFB1 si TGFB3 cu
afinitate mai inaltd decat constructii care au lungimi ale linkerilor mai mici decat (G4S)4. Legarea dintre
TGFp2 si oricare dintre constructi a fost joasd sau trecdtoare. Deglicozilarea constructilor nu a modificat
legarea.

Pentru a se determina capacitatea variantelor de hTpRII-hFc de a inhiba activitatea TGFBI1,
TGFpB2 si TGFR3, a fost utilizata o analizi cu gend reporter in celule A549. Aceasta analiza se bazeaza pe
o linie celulard umand de carcinom pulmonar transfectatd cu un plasmid reporter pGL3(CAGA)12
(Dennler si colab., 1998, EMBO 17: 3091-3100) cét si cu un plasmid reporter Renilla (pPRLCMYV) ca
martor pentru eficienta transfectiei. Motivul CAGA este prezent in promotorii genelor de rispuns la
TGFB (de exemplu, PAI-1), prin urmare acest vector are utilizare generald pentru factori care
semnalizeazd prin SMAD?2 si SMAD3.

In prima zi a analizei, celulele A549 (ATCC®: CCL-185™) au fost distribuite in plici cu 48 de
godeuri. In a doua zi, a fost preincubati o solutic care a continut pGL3(CAGA)I2, pRLCMV, X-
tremeGENE 9 (Roche Applied Science) si OptiMEM (Invitrogen) si a fost apoi addugata in mediu minim
esential Eagle (EMEM, ATCC®) suplimentat cu 0,1% BSA, care a fost aplicat peste celulele insimantate
pentru incubarea peste noapte la 37°C, 5% CO.. In a treia zi, a fost indepirtat mediul si celulele au fost
incubate peste noapte la 37°C, 5% CO: cu un amestec de liganzi si inhibitori preparat asa cum este descris
mai jos.

Au fost facute dilutii seriate de articole de testat intr-o placa cu 48 de godeuri, in solutie tampon
de analizid (EMEM + 0,1 % BSA). A fost addugat un volum egal de solutic tampon de analiza care a
confinut ligandul de testat pentru a se obtine o concentratie finald de ligand egald cu EC50 determinata
anterior. TGFB1 uman, TGFB2 uman si TGFB3 uman au fost obtinute de la PeproTech. Solutiile de testat
au fost incubate 30 de minute la 37°C si apoi o parte a amestecului a fost addugatd in toate godeurile.
Dupi incubarea peste noapte cu solutii de testat, celulele au fost spilate cu solutie salind tamponata cu
fosfat, apoi lizate cu un tampon pasiv de lizare (Promega E1941) si depozitate peste noapte la -70°C. In
ziua a patra si ultima, plicile au fost incilzite la temperatura camerei sub agitare blanda. Lizatele celulare
au fost transferate in duplicat intr-o placi pentru chemiluminiscentd (96 de godeuri) si analizate cu un
luminometru, utilizand reactivi dintr-un sistem de analiza cu reporter Dual-Luciferase (Promega E1980)
pentru a se determina activitatea normalizata a luciferazei.

Asa cum este reprezentat in Figurile 5A-5F, proteinele hTPRII (G4S)2-hFc; hTBRII (G4S)3-hFc;
hTRRII (G4S)4-hFc; hTPRII (G4S)5-hFc; hTPRII (G4S)6-hFc; hTBRII-hFc; si hTPRII balama extinsi-
hFc au fost toate capabile sa inhibe ambele TGFB1 si TGF3. Interesant, in timp ce a fost o corelatie intre
inhibarea imbunatititd a TGFB1 si TGFp3 si lungimea linkerului pentru constructii HTBRII (G4S)2-hFc;
HTBRII (G4S)3-hFc si HTRRII (G4S)4-hFe (Figura 5E), aceastd tendintd de imbundtatire a parut sd se
plafoneze pentru constructii HTBRII (G4S)5-hFc si HTBRII (G4S)6-hFc (Figura 5F).

In timp ce au fost discutate forme de realizare specifice ale subiectului de fati, specificatia de
mai sus este ilustrativd si nu restrictivd. Dupd recenzarea acestei specificatii si revendicdrilor de mai jos,
specialistului in domeniu 1i vor deveni evidente multe variatii. Intinderea intreagi a dezviluirii de fati ar
trebui sa fie determinatd prin referinti la revendicari si la specificatie.
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(57) Revendiciri:

1. Polipeptida de fuziune a receptorului II pentru factorul de crestere si transformare-f (TBRII)
care cuprinde:

a) un domeniu extracelular al unei parti de TPRII care cuprinde o secventd de aminoacizi care
este identicd cel putin 90%, 95%, 97%., 99% sau 100% cu SEQ ID NO: 18;

b) o parte heteroloagd, unde partea heteroloagi este un domeniu Fc de imunoglobulina, si

¢) o parte linker care cuprinde (GGGGS),, unde n =4, 5 sau 6;

unde domeniul extracelular al partii de TBRII este conectat la partea heteroloagi prin intermediul
partii linker; si

unde polipeptida de fuziune leagi factorul de crestere si transformare f1 (TGFB1) si factorul de
crestere si transformare 3 (TGFf3).

2. Polipeptida conform revendicarii 1, in care partea domeniu extracelular al TPRII cuprinde o
secventi de aminoacizi care este identicd cel pufin 90%, 95% sau 97% cu SEQ ID NO: 18.

3. Polipeptidd conform revendicirii 1, in care partca domeniu extracelular al TPRII cuprinde
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 18.

4. Polipeptidd conform oricdreia dintre revendicdrile 1-3, in care polipeptida cuprinde o secventa
lider N-terminala.

5. Polipeptidd conform revendicdrii 4, in care secventa lider N-terminald cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 23.

6. Polipeptida conform oricireia dintre revendicirile 1-5, in care partea heteroloagd cuprinde o
secventi de aminoacizi care este identicd cel pufin 90%, 95% sau 97% cu SEQ ID NO: 20.

7. Polipeptidd conform oricireia dintre revendicarile 1-5, in care partea heteroloagd cuprinde
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 20.

8. Polipeptidd conform oricdreia dintre revendicarile 1-7, in care linkerul cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 6.

9. Polipeptidd conform oricéreia dintre revendicdrile 1-8, in care polipeptida cuprinde o secventa
de aminoacizi care este identicd cel putin 90% sau 95% cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 13,
53 sau 56.

10. Polipeptidd conform oricireia dintre revendicdrile 1-8, in care polipeptida cuprinde secventa
de aminoacizi din SEQ ID NO: 13, 53 sau 56.

11. Polipeptidd conform oricdreia dintre revendicarile 1-10, in care polipeptida cuprinde o
secventi de aminoacizi care este identica cel putin 90%, 95%, 97% sau 99% cu secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 43.

12. Polipeptidd conform oricireia dintre revendicdrile 1-11, in care polipeptida cuprinde secventa
de aminoacizi din SEQ ID NO: 48.
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13. Polipeptida conform oricireia dintre revendicirile 1-12, unde polipeptida leagd TGFB1 cu o
Kp mai micd de 200 pM, mai micd de 150 pM, mai micd de 100 pM, mai micd de 75 pM, mai mica de 50
pM sau mai micd de 25 pM, si/sau in care polipeptida leagd TGFB3 cu o Kp mai micad de 75 pM, mai
micd de 70 pM, mai micd de 60 pM, mai micd de 50 pM, mai micd de 40 pM, mai micd de 35 pM, mai
micd de 25 pM, mai mica de 15, mai micad de 10 sau mai mica de 5 pM.

14. Polipeptida conform oricdreia dintre revendicdrile 1-13, unde polipeptida inhiba TGFB1 cu o
ICso mai micad de 0,1 nM, asa cum este determinat utilizind o analizd cu gend reporter, si/sau unde
polipeptida inhiba TGFB3 cu o ICsp mai micd de 0,05 nM, asa cum este determinat utilizand o analiza cu
gena reporter.

15. Polipeptida conform revendicirii 14, unde analiza cu gend reporter este o analiza cu reporter
CAGA.

16. Preparat farmaceutic care cuprinde polipeptida conform oricéreia dintre revendicdrile 1-15 si
un excipient acceptabil farmaceutic.

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