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Inventia se refera, in general, la domenii ale farmacologiei si imunologiei. in mod mai
specific, inventia se refera la compozitii noi de substante pentru activarea selectiva a celu-
lelor T (blagti PHA) si care au activare redusa a celulelor Natural Killer (“NK”). Compozitiile
noi includ variante ale familiei de citokina si, in special, interleukina-2 umana (“IL-2").

Este cunoscut faptul ca, interleukina-2 (“IL-2") este un stimulator imun puternic, care
activeaza diferite celule ale sistemului imun, incluzand celule T, celule B si monocite. IL-2
este, de asemenea, un factor de crestere critic i puternic al celulelor T. Gratie acestor activi-
tati, IL-2 a fost testata pentru abilitatea sa de a trata cancerul. IL-2 umana este un medi-
cament aprobat de FDA pentru tratamentul carcinomului renal metastatic si al melanomului
metastatic. Utilizarea de IL-2 in pacienti alesi este restransa, datorita toxicitatii severe
asociata terapiei cu IL-2; se estimeaza ca in cel mai bun caz, numai 20% din pacientjii alesi
urmeaza, in mod real, terapia. Toxicitatile asociate terapiei cu IL-2 includ febra sever3,
greatd, voma, exsudare vasculara si hipotensiune serioasa. in ciuda acestor toxicitti, totusi,
IL-2 este eficienta pentru indicatiile sale aprobate (rata de raspuns obiectiv ~17%).

Cu toate ca analiza structura/functie a IL-2 de soarece a fost extensiva (S.M.
Zurawski si G. Zurawski (1989) Embo J 8: 2583-90; S. M. Zurawski si altii, (1990) Embo J
9: 3899-905; G. Zurawski (1991) Trends Biotechnol., 9: 250-7; S. M. Zurawski si G. Zurawski
(1992) Embo J 11: 3905-10; Zurawski si altii, Embo J 12: 5113-5119 (1993)), a fost facuta
numai o analiza limitata a IL-2 umane. Cele mai multe studii cu muteine de IL-2 umana au
fost realizate pe celule de rozatoare; cu toate acestea, exista studii limitate care folosesc
blagti PHA umani, care exprima receptorul IL-2 de afinitate ridicata IL-2RaBy. Studiile care
folosesc blagti PHA au confirmat importanta reziduurilor Asp-20 si a helixului D ale IL-2
umane. S-a aratat ca pozitiille Asp-20 si GIn-126 ale IL-2 umane sunt reziduurile primare res-
ponsabile de interactiunea cu subunitatile B si respectiv y ale receptorului de IL-2 (recenzat
in Theze si altii, /mmunol. Today, 17, 481-486 (1996). Cu toate ca s-a aratat ca reziduurile
helixului C al IL-2 de soarece sunt implicate in interactia cu IL-2Rp de soarece (Zurawski si
altii, Embo.J 12: 5113-5119 (1993)), reziduurile echivalente in IL-2 umana nu au aratat a
avea aceleasi proprietati (aceste reziduuri in IL-2 umana ar fi Asp-84 si Asn-88). Deoarece
este aratata o specificitate a speciilor semnificative intre IL-2 umana si IL-2 de soarece (IL-2
umana arata o activitate redusa de ~100 de ori in sistemele de rozatoare), este dificil de a
prezice daca acelasi tip de interactiuni are loc in interiorul granitelor speciilor. Nu sunt cunos-
cute studii care folosesc celule care exprima numai receptorul de afinitate intermediara uman
IL-2RBy.

Unele muteine de IL-2 umana au fost examinate pentru activitatea lor la nivelul
blagtilor PHA umani (Xu si altii, Eur. Cytokine Netw., 6, 237-244 (1995). S-a aratat ca
muteinele care contin substitutii de Asp-20 cu leucina (D20L), precum si arginina, asparagina
si lisind, au defecte severe in abilitatea lor de a induce proliferarea de blasti PHA. Astfel,
aceasta tehnica indica faptul ca substitutia lui Asp-20 va avea ca rezultat muteine cu activi-
tate compromisa. In plus, Xu si altii declar4 faptul c4 la acea data (1995) nu au fost identifi-
cate muteine de |L-2 folositoare nici pentru aplicatii clinice nici pentru aplicatii de cercetare.

Muteina Q126D de IL-2 umana obtinutd de Buchli si Ciardelli, Arch. Biochem.
Biophys., 307(2): 411-415, (1993) a aréatat activitate compromisa, in mod semnificativ, atat
in potenta, cat si Tn agonisiri; in testele de celule T umane, ea a aratat activitate mai mica de
~1.000 de ori decat IL-2 si s-a comportat ca un agonist partial. In testele de celule T de roza-
toare, muteina a fost aproape inactiva. Ambele linii celulare testate au exprimat forma de
afinitate ridicata a receptorului de IL-2. Pe ambele tipuri de celule, Q126D a dat dovada de
abilitatea de a antagoniza activitatea mediata de IL-2, cu toate ca, numai in mod partial, in
testul de celule T umane.
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W. Zhi-yong si altii, Acta Biochimica et Biophysica Sinica 25(5): 558-560 (Sept., 1993) 1
a realizat experimente de substitutie pe 11-2 la pozitiile 62, 69, 99 si 126, demonstrand o

reducere de 20 de ori si de 30 de ori in activitate atunci cand a comparat IL-2 tip sélbatic, cu 3

62-Leu-IL-2 si respectiv cu 126-Asp-II-2, intr-un test de celule T de soarece (CTLL-2). Cu

toate acestea, nu exista nici o indicatie sau sugestie ca substitutiile la pozitia 126 pot conferi 5

activitate selectiva pentru celulele T fata de celulele NK sau indica daca astfel de schimbari

vor avea un efect similar asupra celulelor T umane. 7
L. Collins i altii, PNAS, USA 85: 7709-7713, (1988), a raportat c& substitutia lui Asp

la pozitia 20 fie cu Asn (D20N), fie cu Lys (D20K), a avut drept rezultat o pierdere a legarii 9

de ~100 pana la 1.000 de ori relativ la IL-2 umane atéat pentru receptorul de afinitate ridicata
(IL-2RaBy, denumit “p55/p70" in Collins si altii), cat si pentru receptorul de afinitate interme- 11
diara (IL-2RBy, denumit wp70" in Collins si altii). Legarea la IL-2Ra a aparut neafectata

pentru ambele proteine mutante. Acesta lucrare indica faptul ca dezlegarea de receptorul IL- 13
2 de afinitate intermediara (IL-2Ray) va conduce, de asemenea, la dezlegarea de receptorul
IL-2 de afinitate ridicata (IL-2RaBy), sugerand ca legarea sau activarea diferentiata intre IL- 15

2Ry sau IL-2RaBy nu este realizabild prin substitutia lui Asp la pozitia 20.

W. G. Berndt si altii, Biochemistry 33(21): 6571-6577 (1994), a folosit mutageneza 17
cu caseta combinatorie, pentru a schimba, in mod simultan, pozitiile 17-21 in IL-2 nativa,
care sunt suspectate de a interactiona cu receptorul IL-2 de afinitate intermediara. Din 2610 19
de clone triate, numai 42 au fost active. Ei au gasit ca pozitiile 20 si 21 au fost de importanta
primara pentru activitatea biologica. Nu exista nici o sugestie sau indicatie de substitutii 21
individuale exceptie pentru L21V.

Brevetul US 5229109 (Grimm si altii), fara dovezi, expune analogi de IL-2 cu toxicitate 23
scazuta, pentru utilizare in imunoterapie si tratamentul cancerului. Proprietatile celor doi

analogi de IL-2 cu substitutii la pozitille Arg 38 (cu alanina) si Phe42 (cu lisind) au fost anali- 25
zate si comparate cu acelea ale IL-2 native. Analogii au fost gasiti de a fi capabili sa mentina
abilitatea lor de a se lega la receptorul IL-2 de afinitate intermediara, desi legandu-se numai, 27

Rl

in mod minimal, la aga numitul receptor de “afinitate ridicatd”. La aceasta data, receptorul
de afinitate intermediara a fost gandit sa constea numai din p75 (IL-2RB) si receptorul de 29
afinitate ridicata a fost gandit sa constea numai din complexul de receptori p55 + p75 (IL-
2Ra). Analogii au mentinut, de asemenea, abilitatea lor de a stimula celulele mononucleare 31
din sange periferic, pentru a genera omorarea activata prin limfokind (LAK). De notat,
secretia de IL-1P si TNFa a fost semnificativ redus3, in raspuns la analogii respectivi, cand 33
s-a comparat cu molecula IL-2 nativa. Reziduurile de aminoacid, descrise in acest brevet,
sunt acelea care vor interactiona, in mod specific, cu IL-2Ra (p55); eliminarea interactiunilor 35
cu IL-2Ra va avea drept rezultat activitatea redusa asupra celulelor cu receptor IL-2 de afini-
tate ridicata si nu va afecta activitatea la celulele cu receptor IL-2 de afinitate intermediara. 37
Astfel, generarea de celule LAK (care sunt gandite a fi derivate din celule NK) ar fi mentinuta.
Muteinele descrise aici se refera la pozitiile 20, 88 si 126 de reziduu de aminoacid; aceste 39
pozitii sunt gandite a interactiona, in mod specific, cu IL-2R (p75; pozitiile 20 si 88) i IL-2Ry
(necunoscut in momentul depunerii brevetului lui Grimm si altii; pozitille 126). Ca o conse- 41
cinta, interactiunile cu IL-2Ra rdman neschimbate. Mecanicist, muteinele descrise de Grimm
si altii vor avea interactiuni scazute cu receptorul IL-2 de afinitate ridicata, insa nu vor avea 43
nici un efect asupra receptorului IL-2 de afinitate intermediard; muteinele descrise aici au

caracteristica opusa, posedand un defect pronuntat in abilitatea lor de a interactiona cu 45

receptorul IL-2 de afinitate intermediara, IL-2RBy si arata un mic defect sau deloc in inter-

actiunile functionale cu receptorul IL-2 de afinitate ridicata, IL-2Rapy. 47
3

—
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Brevetul US 5206344 (Goodson si altii) arata muteine de IL-2, in care unul dintre
aminoacizii secventei native mature de IL-2 este inlocuit cu un reziduu de cisteina, care sunt
apoi preparate si conjugate prin reziduul de cisteina inlocuit cu un polimer selectat dintre
homopolimerii polietilenglicolului sau poliolii polioxietilati, in care homopolimerii sunt nesub-
stituiti sau substituiti la un capat cu o grupare alchil. Aceste muteine sunt facute via expresia
la gazda a genelor mutante care codifica muteinele care au fost schimbate din genele pentru
proteinele precursoare prin mutageneza orientata la situs. in plus, altd specie de IL-2 poate
fi conjugata via reziduul de cisteina la pozitia 125 a proteinei IL-2 mature, care nu este, in
mod necesar, pentru activitatea biologica a IL-2. Nu exista nici o expunere de mutatii care
confera toxicitate redusa.

Brevetul US 4359314 (Lin si altii) aratd muteine de proteine active biologic, cum ar
fi IFN-B si IL-2, Tn care reziduurile de cisteina care nu sunt esentiale pentru activitatea bio-
logica au fost eliminate sau Tnlocuite cu alti aminoacizi, pentru a elimina pozitiile pentru reti-
culare intermoleculara sau formarea de punti de disulfura intramoleculare incorecte. Aceste
muteine sunt ficute via expresia bacteriana a genelor mutante care codificd muteinele care
au fost sintetizate din genele pentru proteinele precursoare prin mutageneza orientata la
oligonucleotide. Nu exista nici o Tnstiintare de mutatii care confera toxicitate redusa.

Brevetul US 5116943 (Halenbeck si altii) arata ca o proteina terapeutica de referinta,
biologic activa, este protejata impotriva oxidarii printr-o metoda care implica substituirea unui
aminoacid conservativ pentru fiecare reziduu metionil susceptibil la oxidare cu peroxid sau
cloramina T, in care reziduurile metionil nesusceptibile, suplimentare nu sunt astfel substi-
tuite. Muteina rezistenta la oxidare astfel produsa este, de preferintd, o muteind umana de
interleukina-2 sau interferon-B, si aminoacidul conservativ este cel mai preferabil alanind. Nu
exista nici o instiintare de mutatii care confera toxicitate redusa.

Brevetul US 4853332 (Mark si altii) se refera la muteine IFN-y si IL-2, in care
reziduurile de cisteina care nu sunt esentiale la activitatea biologica au fost eliminate sau
inlocuite, cu alti aminoacizi, pentru a elimina pozitiile pentru reticulare intermoleculara sau
formarea de punti de disulfura intramoleculare incorecte. Brevetul dezvaluie ca o substitutie
in IL-2 la cisteina 125 cu serina are drept rezultat o muteina cu activitate comparabila cu IL-2
nativa.

Brevetul US 5696234 (Zurawski si altii) se refera la muteine de citokine de mamifere
si la metode de triere pentru agonisti si antagonisti de citokine de mamifere. In special,
muteina dubla de IL-2 umana, P82A/Q12 6D, este demonstrat ca are activitate de antagonist
la nivelul celulelor Baf3 de rozatoare cotransfectate cu subunitati IL-2R o si B umane. Este
aratata activitate agonista mica. De asemenea, se arata ca muteinele |L-2 de rozatoare pre-
zinta activitate agonista si antagonista partiala la nivelul celulelor HT2, in special Q141D,
Q141K, Q141V si Q141L. Nu este descrisa nici o activitate de muteina care sa arate sau sa
sugereze un efect agonist selectiv pentru mutatii la pozitiile 20, 88 si 126.

Zurawski si altii, descriu muteine IL-2 de rozatoare care au proprietati de a fi active
la nivelul celulelor care exprima IL-2Ray, insa inactive la nivelul celulelor care exprima IL-
2RBy (G. Zurawski, Trends Biotechnol., 9: 250-257 (1991); S. M. Zurawski si G. Zurawski
Embo J 11: 3905-3910 (1992)). Muteinele IL-2 de rozatoare care prezinta aceste proprieati
au avut substitutii Asp-34 cu Ser sau Thr si GIn-141 cu Lys. Asp-34 si GIn-141 a IL-2 de
soarece apar echivalente cu Asp-20 si respectiv GIn-141 a IL-2 umane. Cu toate ca aceste
referinte se refera la muteine IL-2 “agonisti selectivi®, aceste referinte nu descriu potentialul
lor de a fi mai putin toxice, ci mai de graba de a fi antagonigti potentiali ai IL-2 endogene.

4
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EP 0267795 A2 (Zurawski si altii) dezvaluie o varietate de muteine IL-2 de soarece
in tot cuprinsul secventei, incluzand unele care contin eliminari si/sau substitutii in interiorul
primei treimi a reziduurilor de aminoacid N-terminale care sunt competente biologic, ins&
acest brevet nu include, nu discuta sau sugereaza substitutii de aminoacid dezvaluite aici
la reziduuri IL-2 de soarece echivalente. Exista o necesitate pentru o molecul IL-2 imbuné-
tatita care are toxicitate redusa si este, in general, mai tolerata.

Taniguchi si altii, brevetul US 4738927 se refera la un ADN recombinant care contine
un ADN recombinant care codifica o polipeptida care poseda o activitate biologica de IL-2,
in care numita activitate este stimularea cresterii unei linii celulare de limfocite T citotoxice
si un ADN vector capabil de propagare ntr-o celula procariota sau eucariota, secventa care
codifica a numitei gene fiind localizata la o pozitie in aval de o secventa de promotor, in care
numita polipeptida are 132 pana la 134 aminoacizi in total in secventa de aminoacizi a poli-
peptidei. Brevetul descrie, de asemenea, o gena, vectori ADN recombinant, celule gazda si
metode pentru producerea, in mod recombinant, de IL-2 nativ. Taniguchi si altii nu descriu
nici un variant sau uteine gi nu indica care pozitii in proteina sunt responsabile pentru activi-
tatea de semnalizare sau de legare.

Este clar ca muteinele IL-2 care nu prezintd toxicitatea care limiteazd doza
muteinelor de IL-2 recombinanta din stadiul tehnicii sunt cerute pentru a folosi avantajul tera-
peutic al potentialului acestei citokine.

Problema pe care o rezolva inventia constd in prezentarea unei polipeptide care
cuprinde o muteina de interleukina-2 (IL-2) umana, a unei celule procariote, a unui vector de
exprimare si a unei metode pentru selectarea muteinelor de IL-2 care activeaza in mod pre-
ferential celulele T Tn locul celulelor Natural Killer.

Polipeptida conform inventiei cuprinde o muteina de interleukina-2 (IL-2) umana,
numerotatd in conformitate cu IL-2 de tip salbatic, in care respectiva muteinad IL-2 umana
este substituita fata de tipul salbatic la cel putin o pozitie 20, 88 sau 126, in care o substitutie
la pozitia 20 este selectata dintre izoleucina sau histidina si in care substitutia la pozitia 88
este selectata dintre arginina sau izoleucina sau glicina si in care o substitutie la pozitia 126
este leucina, in care respectiva muteina activeaza in mod preferat celulele T in locul celulelor
Natural Killer.

Celula procariota, conform inventiei, cuprinde polinucleotida definita in revendi-
carea 2.

Vectorul de exprimare, conform inventiei, cuprinde polinucleotida definita in reven-
dicarea 2.

Metoda pentru selectarea muteinelor de IL-2, conform inventiei, activeaza in mod pre-
ferential celulele T in locul celulelor Natural Killer, prin evaluare n teste care utilizeaza IL-
2Rafy in comparatie cu IL-2RBy, in care activitatea unei muteine de IL-2 este crescuta fata
de IL-2 de tip sélbatic intr-un test preferential fata de celalalt, metoda cuprinzand urméatoarele
etape:

- procurarea unui tip de celule care poarta IL-2aBy si a unui tip de celule care poarta
IL-2Rpy,

- contactarea tipului de celule mentionat care poarta IL-2RaBy cu o muteina IL-2 si
masurarea activitatii muteinei IL2 mentionate comparativ cu cea a IL2 de tip salbatic, intr-un
prim test,

- contactarea tipului de celule mentionat care poarta IL-2Ray cu o muteina IL-2
mentionata si masurarea activitatii acestei muteine IL2 comparativ cu cea a IL2 de tip
salbatic, intr-un al doilea test,

- compararea activitatii rezultate din primul test cu activitatea rezultata in al doilea
test, si

- selectarea muteinei IL-2 mentionate, daca activitatea rezultata in primul test este
mai mare ca activitatea rezultata intr-un al doilea test.
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Prin aplicarea inventiei, se obtine avantajul folosirii potentialului terapeutic al familiei
de citokine.

Inventia se refera la o polipeptida care contine o muteina IL-2 umana, numerotata in
acord cu IL 2 de tip salbatic, in care numita IL-2 umana este substituita la cel putin una dintre
pozitiile 20, 88 sau 126, prin care numita muteina activeaza, in mod preferential, celulele T
fata de celulele NK. Aceasta inventie realizeaza o muteina IL-2, mai putin utilizarea terapeu-
ticd mai mare a acestei interleukine.

In plus, inventia se refera la muteine IL-2 care au mutatii singulare la pozitiile Aspartat
20, Asparagina 88 si Glutamina 126. Muteinele specifice sunt reprezentate prin denumirile
D20X, H86X si Q126X, unde “X” este un aminoacid specific, care atunci cand este substituit
in IL-2 umana, confera activitate selectiva pentru celulele care exprima receptorul IL-2RoBy
(de exemplu, celule T, fata de celulele care exprima receptorul IL-2RBy (de exemplu, celule
NK). Muteine care prezinta selectivitate mai mare decat 1000 de ori includ D20H, D20I,
N88G, N88I, N88R si Q126L. In special, aceste muteine prezinta, de asemenea, in mod
esential activitatea IL-2 tip salbatic la nivelul celulelor T. Alte mutatii au fost, de asemenea,
identificate ca dau selectivitate de mai putin decat 1000 de ori, insd mai mare decéat 10 ori.
Inventia include, de asemenea, polinucleotide care codificd pentru muteinele inventiei,
vectori care contin polinucleotidele, celule gazda transformate, compozitii farmaceutice care
contin muteinele, metode terapeutice de tratament care utilizeaza muteinele.

Inventia se refera, de asemenea, la o metoda de selectare a muteinelor IL-2 prin eva-
luarea in teste care utilizeaza IL-2RaBy in comparatie cu IL-2Ry, in care activitatea unei
muteine IL-2 este crescuta relativ la IL-2 tip salbatic (wt IL-2) intr-un test, In mod preferential
cu celalalt. IL-2RaBy si IL-2RBy sunt ectodomenii de subunitati de receptor individual in com-
binatie corespunzatoare si sunt utilizate pentru a masura direct legarea muteinelor IL-2 la
fiecare complex de receptor. Testul IL-2ay utilizeaza un raspuns de la un tip de celula cu
IL-2aBy si testul IL-2By utilizeaza un raspuns de la un tip de celula cu IL-2By. Celula cu IL-
2aBy este un blast PHA si celula cu IL-2fy este o celulda NK. Testul este proliferarea atat
pentru tipul de celula cu IL-2ay, cat si pentru tipul de celula cu IL-2(y.

Inventia se referd, de asemenea, la un vector care contine polinucleotida care codi-
ficd o muteina a acestei inventii, vectorul directionand expresia unei muteine de IL-2 umane
care are activitate de activare a celulelor blasti PHA, insa care are activitate redusa de
activare a celulelor NK, vectorul fiind capabil sa permita transfectia unui organism tinta si
subsecvent expresia in vivo a numitei muteine de IL-2 umane codificatéd de numita poli-
nucleotida.

Inventia se refera, de asemenea, la 0 metoda de tratare a unui pacient afectat de o
boala tratabila cu IL-2, prin administrarea unei cantitati eficiente terapeutic dintr-o muteina
de IL-2 umana, numerotata in acord cu IL-2 tip salbatic, care are activitate de activare a
blastilor PHA, insa care are activitate redusa de activare a celulelor NK. Aceasta metoda
este aplicabila cand boala tratabila cu IL-2 este HIV, cancer, boala autoimuna, boala infecti-
oasa, adjuvant de vaccin in vaccin pentru cancer si terapie vaccinala conventionala, pentru
stimularea imuna la batrani sau la cei imuno compromisi n alt fel, precum si la pacientii cu
SCID uman sau alta aplicatie terapeutica care necesita stimularea sistemului imun.

Actiunea IL-2 la nivelul celulelor T este mediata prin legarea la proteinele de receptor
IL-2. Proteinele distincte de suprafaté ale celulelor T leaga IL-2. Prima identificata este o poli-
peptida singulara, numita IL-2Ra, care este o polipeptida de 55 kD (p55) care apare la acti-
varea celulelor T si a fost initial numita antigen Tac (pentru activare T). IL-2Ra leaga IL-2 cu
o un Kd de aproximativ 10® M, si este, de asemenea, cunoscut ca receptorul IL-2 “de afini-
tate redusa”. Legarea IL-2 la celulele care exprima numai IL-2Ra nu conduce la nici un
raspuns biologic detectabil.
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Al doilea receptor de IL-2 este un complex de legare compus din IL-2Rb si IL-2Rg;
IL-2Rg, o polipeptida de 64 kD, este de asemenea cunoscut ca lant y comun (y,), deoarece
el este participant la un numar de receptori de citokina. IL-2Rb este de aproximativ 70 pana
la 75 kD (numit Tn mod variat p70 sau p75) si este un membru al familiei de receptori de cito-
kine tip |, caracterizate prin motivul 2 cisteina/WSXWS. IL-2Rp este exprimat, in mod coor-
donat, cu y,.. Afinitatea de legare a IL-2 la IL-2RBy, este mai mare decét cea la IL-2Ra, cu
o K, de aproximativ 10° M; el este, de asemenea, cunoscut ca receptorul IL-2 “de afinitate
intermediara”. Il-2 cauzeaza cresterea celulelor care exprima IL-2Ry,, cu stimularea de
cregtere semimaximala care are loc la aceeasi concentratie de IL-2 care produce legarea
semimaximala (cu alte cuvinte 1 x 10° M). IL-2RBy, este acelasi complex receptor de semna-
lizare care se poate lega la IL-15.

Altreilea complex receptor de IL-2 cunoscut este complexul IL-2Rafy.. Celulele care
exprima atat IL-2Ra, cat si IL-2RBy, pot lega IL-2 mult mai ermetic, cu o K, de aproximativ
10" M, si astfel el este, de asemenea, cunoscut drept complexul “de afinitate ridicata”.
Stimularea cresterii unor astfel de celule are loc la o concentratie de IL-2 similar scazuta.
Atat legarea de IL-2, cét i stimularea cresterii pot fi blocate prin anticorpi fata de IL-2Ra, IL-
2Rp sau v,, si cel mai eficient printr-o combinatie de anticorpi fata de subunitati de receptor
multiple. Aceste observatii sugereaza ca IL-2Ra formeaza un complex cu IL-2Ry,, crescand
afinitatea receptorului de semnalizare pentru IL-2, si prin aceasta permitand sa fie eliberat
un semnal de crestere la concentratii de IL-2, in mod semnificativ inferioare. Se crede ca
initial IL-2 se leaga rapid la IL-2Ra si aceasta faciliteaza asocierea cu IL-2Ry,. Celulele T
in repaus exprima IL-2RBy, insd numai cantitati mici de IL-2Raq; cresterea de IL-2Ra expri-
mat pe suprafata poate fi stimulata de IL-2. La activarea celulelor T mediata prin receptor
pentru antigen, IL-2Rcc este rapid exprimat, prin aceasta reducand concentratia de IL-2
necesara pentru stimularea cresterii. Legarea IL-2 la complexul IL-2Ra By, are drept rezuitat
un semnal de transductie printr-o cale de semnalizare Jak/STAT.

Noi am descoperit muteine de IL-2 umana care, in mod preferential, activeaza celule
T (blasti PHA,; celule care exprina receptorul |L-2 de afinitate ridicata IL-2Ray) in raport cu
celule Natural Killer (NK) (celule care exprima receptorul IL-2 de afinitate intermediara IL-
2RBy). Muteinele care substituie Asp-20 cu Histidina (D20H) sau Izoleucina (D201), Asn-88
cu Arginina (N88R), Glicina (N88G) sau Izoleucina (N88I) sau GIn-126 cu Leucina (Q126L),
sau Glutamat (Q126E) arata, in mod neasteptat, activitate de IL-2 totala la nivelul blastilor
PHA si activitate (in caz ca existd mica) la nivelul celulelor NK. Studiile anterioare ale
muteinelor de IL-2 umana au fost bazate pe sisteme celulare de rozatoare, de analiza si
cand au fost utilizate celule umane, nu au fost utilizate celule care exprima numai IL-2RBy
(cum ar fi celule NK). Tn plus, acele studii care utilizeaza blasti PHA umani au aratat ¢ sub-
stitutia lui Asp-20 (cu Leu, Arg, Asp sau Lys; Xu si altii, Eur. Cytokine Netw., 6: 237-244
(1995)) sau GIn-126 (cu Asp; Buchli si Ciardelli, Arch. Biochem. Biophys., 307(2): 411-415
(1993)) are drept rezultat muteine de IL-2 umana care au activitate, in mod sever, compro-
mis&. Studiile anterioare utilizand IL-2 de rozatoare au identificat muteine IL-2 de soarece
cu activitati care difera (Zurawski si altii, Embo J., 12: 5113-5119 (1993)), insa nici una dintre
mutatiile care au dat aceste rezultate nu au fost sugestive acelora identificate in lucrarea
descrisa aici. Muteinele de IL-2 umana, care contin mutatii identice la pozitii sinonime cu
muteinele IL-2 de rozatoare, nu prezinta activitati similare si prin urmare sugereaza ca exem-
plele de rozatoare nu sunt predictive pentru functionalitatea umana. Nu sunt cunoscute
inventatorilor studii despre muteine de IL-2 umana care compara activitati relative la nivelul
celulelor umane care exprima receptorul de IL-2, IL-2RaBy (de exemplu blasti PHA) fata de
celule umane care exprima receptorul IL-2RBy de IL-2, (de exemplu, celule NK). Este de
asteptat ca analiza in vivo va confirma ca muteinele descrise vor avea un indice terapeutic
imbunéatatit faté de IL-2 umana de tip salbatic, prin reducerea toxicitétii, astfel furnizand com-
pusi folositori terapeutic pentru tratamentul bolilor care necesita stimularea sistemului imun.
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Interleukina 2 (IL-2) este, in mod curent, in utilizare clinicd pentru tratamentul
cancerului renal metastatic. Cu toate acestea, toxicitatea sa severa a limitat utilizarea sa
numai la un subset de pacienti dintre cei mai sanatosi si toxicitatea sa care limiteaza doza
este presupusd a compromite eficienta sa globala. Toxicitatea acuta a IL-2 s-a propus sa
fie mediata prin activarea celulelor NK, in timp ce eficienta este mediata prin activarea
directa a celulelor T (Jacobson si altii, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (United States), Sep. 17
1996, 93(19), p. 10405-10; Smith KA, Blood, 1993, 81(6), p.1414-23/ Kaplan si altii,
Biotechnology, 10(2), p.157-62). Celulele T exprima un receptor diferit pentru IL-2 decét o
fac celulele NK (celule T: IL-2RaBy, receptor IL-2 de afinitate ridicatd; celule NK: IL-2Rapy
receptor IL-2 de afinitate intermediara). Muteinele de IL-2 umana descrise aici activeaza, in
mod selectiv, receptorul IL-2 al celulelor T si nu receptorul IL-2 al celulelor NK.

Terapia cu IL-2 cu doze mici a fost utilizata pentru a evita activarea, in mod direct,
a celulelor NK, cu ceva succes. (Jacobson si altii, (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:
10405-10). Aceasta strategie incorporeaza conceptul ca la doze mici de IL-2, va fi activat
numai receptorul IL-2 de afinitate ridicata, fara activarea receptorului IL-2 de afinitate inter-
mediara. Forma de afinitate intermediara a receptorului IL-2, IL-2RBy, este exprimata la
nivelul celulelor NK, in timp ce celulele T exprima forma de afinitate ridicata, IL-2Rafy.

Cu toate acestea, inventatorii au abordat problema toxicitatii dintr-un unghi diferit.
Intreruperea interactiunilor lui IL-2 cu IL-2R si/sau IL-2Ry prin modificarea corespunzatoare
a reziduurilor de legare specifice la nivelul suprafetei de legare a IL-2 a fost presupusa a
impiedica legarea eficace (si astfel activarea) la celulele care exprima numai IL-2RBy. Cu
toate acestea, la nivelul celulelor care exprima IL-2Ray, legarea initiala la IL-2Ra si astfel
legarea la celula inca va avea loc si astfel, terapia cu doza mica sugerata de Jacobs si altii
poate inca manifesta efecte secundare toxice. Gratie legarii la IL-2Ra, recrutarea eficienta
a IL-2Rp si IL-2Ry poate avea loc la nivelul suprafetei celulei in ciuda interactiunilor defec-
tuoase ale IL-2 modificate cu IL-2Rp si/sau IL-2Ry. Un complex IL-2/IL-2RaBy competent de
semnalizare poate fi astfel format. Un variant |L-2- capabil sa activeze, in mod selectiv,
receptorii IL-2 de afinitate ridicata la nivelul celulelor T preferential fata de receptorii IL-2 de
afinitate intermediara la nivelul celulelor NK, noi credem ca poate avea un indice terapeutic
crescut fata de IL-2 de tip salbatic, datoritd unui profil de toxicitate redusa. Un variant IL-2
cu un indice terapeutic crescut va avea un domeniu de utilizare extins, in mod semnificativ,
atéat in tratamentul cancerului (ca o terapie directa si/sau terapie auxiliara), cat si in imuno-
deficienta (de exemplu, HIV si tuberculoza). Alte utilizari potentiale ale IL-2 sunt derivate din
activitatea sa imunostimulatoare si includ pe langa tratamentul direct al cancerului, imuno-
deficientei, cum ar fi HIV sau pacienti cu SCID uman; boli infectioase, cum ar fi tuberculoza,
ca un adjuvant in strategiile de “vaccin pentru cancer”; si pentru indicatiile de stimulare a
sistemului imun, cum ar fi largirea protocoalelor de vaccinare standard sau pentru trata-
mentul batranilor.

Substitutia corespunzatoare la Asp-20, Asn-88 sau GIn-126 a redus interactiunile de
legare fie pentru IL-2Rp (Asp-20 si Asn-88), fie pentru IL-2Ry (GIn-126). Efectul net al unor
astfel de substitutii a avut drept rezultat muteine de IL-2 care pastreaza activitatea la nivelul
celulelor T umane si au activitate redusa la nivelul celulelor NK umane.

Deoarece nu a fost posibil de a prezice rezultatul unei substitutii date Tnaintea
evaluarii in testele de celule T si NK, au fost facute toate substitutiile posibile de aminoacizi
naturali (exceptie Cys) la pozitiile Asp-20, Asn-88 si GIn-126 si a fost facut un set limitat, dar
divers de muteine la pozitia Asp-84, pentru a testa daca ele interactioneaza intr-adevar cu
IL-2RB. Mutatii suplimentare vor fi testate la pozitia Asp-84, daca sunt observate efecte
asupra interactiunilor IL-2Rp evidente. Datele pentru patruzeci si sase de substitutii separate
la acele pozitii sunt prezentate in tabelul 1, de mai jos.
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Mutatiile au fost introduse utilizand mutageneza orientata la situs pe ADNc de IL-2 1
umana tip salbatic. Clonele corecte au fost subclonate la un vector de expresie adecvat
pentru expresia intr-un sistem heterolog (de exemplu, E. coli, baculovirus, drojdie sau celule 3
de mamifer, cum ar fi, de exemplu, celule de ovar de hamster chinezesc (CHO)). Proteinele
purificate au fost testate in testele de proliferare a celulelor T (blasti PHA) si de proliferare 5
a celulelor NK. Raspunsurile diferite generate de muteine individuale in cadrul acestor teste,
cu alte cuvinte CEg, indicd mutatiile care influenteaza aceste activitati. In mod specific, 7
muteinele care stimuleaza un raspuns relativ mai puternic in testul blast PHA (celuld T) (in
comparatie cu IL-2 tip salbatic) comparativ cu raspunsul la testul pe celule NK (in comparatie 9
cu IL-2 tip sélbatic) vor sugera substitutiile care dau specificitate celulara bazata pe abilitatea
muteinelor specifice de a se lega la si de a activa IL-2RaBy exprimat la nivelul acestor celule, 11
insa incapabile de a se lega la si astfel de a activa celulele care exprima numai IL-2RBy.
Muteinele IL-2 care prezintd aceasta proprietate vor poseda astfel in vivo proprietatile de 13
imunostimulare ale IL-2 cu redusa toxicitate asociata terapiei IL-2, exsudare vasculara si
hipotensiune. 15

Depozit al unei linii de celule CHO, utilizate pentru a produce proteina recombinanta
descrisa aici, a fost facut la ATCC, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852, SUA pe 5 17
mai 1999. Deoarece tulpina la care se face referire este mentinuta in conditiile Tratatului de
la Budapesta, ea va fi facuta accesibild unui semnatar al oficiului de brevete la Tratatul de 19
la Budapesta.

Asa cum este utilizata aici, “IL-2 tip salbatic” Tnseamna IL-2 fie nativa sau recom- 21
binanta, care are secventa de 133 aminoacizi care apar in mod normal, a IL-2 umane native
(mai putin peptidul semnal consistand intr-un adaos de 20 aminoacizi la capatul N-terminal) 23
a carei secventa de aminoacizi este descrisa in Fujita si altii, PNAS USA, 80, 7437-7441,
(1983), cu sau fara un N-terminal suplimentar de metionina care este, in mod necesar, inclus 25
cand proteina este exprimata ca o fractie intracelulara in E. coli.

Asa cum este utilizata aici, “muteina de IL-2" inseamna o polipeptida in care au fost 27
facute substitutii specifice la proteina interleukind-2 matura umana. Tabelul 1 de mai jos pre-
zinta patruzeci si sase de muteine IL-2, facute prin substitutii individuale si datele despre 29
activitatea lor relativa corespunzatoare. Realizarile preferate includ acele muteine care au
cel putin activitate relativa de 100 de ori. Realizérile preferate in mod special includ ceea ce 31
urmeaza, care arata activitate relativa mai mare decat 1000 de ori: reziduu (D) de aspartat
(Asp) la pozitia 20 (“D20"), numarata in acord cu IL-2 tip séalbatic, este substituit cu 33
Izoleucina, (“D201”) sau Histidina (“D20H"); reziduul de asparagina (Asp) la pozitia 88 (N88)
afost substituit cu izoleucina (N88I), glicina (N88G), sau arginina (N88R; si reziduul de gluta- 35
mina (Gin) la pozitia 126 (Q126) a fost substituit cu leucind (Q126L) sau glutamat (Q126E)
sau aspartat (Q126D). Muteinele IL-2 preferate au o secventa de aminoacizi identica cu IL-2 37
tip salbatic la celelalte reziduuri nesubstituite. Cu toate acestea, muteinele IL-2 ale prezentei
inventii pot fi, de asemenea, caracterizate prin insertii, eliminari, substitutii si modificari de 39
aminoacizi la una sau mai multe pozitii in sau la celelalte reziduuri ale lantului polipeptidic
de IL-2 nativa. In conformitate cu prezenta inventie, oricare dintre astfel de insertii, eliminari, 41
substitutii gi modificari poate avea drept rezultat o muteina IL-2, care pastreaza o activitate
selectiva pe blast PHA, in timp ce are o abilitate redusa de a activa celule NK si intra in sfera 43
acestui brevet.

Combinarea substitutiilor preferate sau preferate in mod special, descrise mai sus, 45
intr-o singuré molecula IL-2 recombinanta, poate avea drept rezultat mutanti de combinatie
care au activitate similara cu cea aratata aici de mutantii singulari. De exemplu, poate fi de 47
asteptat ca o molecula IL-2 care are o combinatie de doua sau mai multe mutatii selectate
din tabelul 1, poate avea drept rezultat un agonist IL-2 selectiv al celulelor T cu activitate 49
relativa similara cu activitatea relativa a substitutiilor singulare aratate aici. Mutantii de combi-
natie intra in spiritul si sfera prezentei inventii. 51

9




11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49

RO 122150 B1

Noi preferam modificarile si substitutiile conservative la celelalte pozitii ale IL-2 (cu
alte cuvinte, acelea care au un efect minimal asupra structurii secundare sau tertiare a
muteinei). Astfel de substitutii conservative includ pe cele descrise de Dayhoff in The Atlas
of Protein Sequence and Structure, Atlasul de secventa si structura a propeinelor 5 (1978)
si de Argos in Embo J., 8: 779-785 (1989). De exemplu, aminoacizii apartindnd unuia dintre
grupurile care urmeaza reprezinta modificari conservative:

- ala, pro, gly, gin, asn, ser, thr;

- ¢ys, ser, tyr, thr;

- val, ile, leu, met, ala, phe;

- lys, arg, his;

- phe, tyr, trp, his; si

- asp, glu.

Noi preferam, de asemenea, modificarile sau substitutiile care nu introduc pozitii
pentru reticulare intermoleculara suplimentara sau pentru formare de legatura de disulfura
incorectd. De exemplu, IL-2 este cunoscuta a avea trei reziduuri cys, la pozitiile tip salbatic
58, 105 si 125 ale secventei mature.

Prin “numarat in concordanta cu IL-2 tip salbatic”, noi intelegem identificarea unui
aminoacid ales cu referire la pozitia la care acel aminoacid apare in mod normal in secventa
matura a IL-2 tip salbatic”. Daca insertiile si eliminarile sunt facute la muteina IL-2, o per-
soané calificata in domeniu va aprecia ca Asp care apare in mod normal la pozitia 20 poate
fi deplasat in muteina. Cu toate acestea, localizarea pentru Asp deplasat poate fi prompt
determinata prin inspectarea si corelarea aminoacizilor adiacenti cu aceia care sunt adiacenti
pentru Asp Tn IL-2 tip salbatic.

Termenul “tipuri de celula care au receptorul IL-2Ray” inseamna celulele cunoscute
a avea acest tip de receptor, cu alte cuvinte, celule T, celule T activate, celule B, monocite
activate si celule NK activate. Termenul “tipuri de celula care au receptorul IL-2RBy”
nseamna celulele cunoscute a avea acest tip de receptor, cu alte cuvinte, celule B, monocite
in repaus si celule NK in repaus.

Muteinele IL-2 ale prezentei inventii pot fi produse prin oricare dintre metodele adec-
vate cunoscute in domeniu. Astfel de metode includ construirea unei secvente ADN care
codifica muteinele IL-2 ale acestei inventii si exprimarea acestor secvente intr-o gazda trans-
formata in mod adecvat. Aceastd metoda va produce muteine recombinante ale acestei
inventii. Cu toate acestea, muteinele acestei inventii pot fi, de asemenea, produse, chiar
daca mai putin preferabil, prin sinteza chimica sau o combinatie a sintezei chimice gi tehno-
logiei de ADN recombinat. Metodele de productie in sarje sau metodele de productie tip per-
fuzie sunt, in general, in calificarea din stadiul tehnicii. Vezi R. |. Freshey (ed), “Animal Cell
Culture: A Practical Approach”, “Culturi de celule animale: Un mod practic de abordare”,
editia a doua 1992, IRL Press, Oxford, England; J. P. Mather “Laboratory Scaleup of Cell
Cultures (0,5-50 liters)” “Scala de laborator a culturilor celulare (0,5-50 1)", Methods Cell
Biology 57: 219-527 (1998); W.S. Hu si J. G. Aunins “Large-scale Mammalian Cell Culture”,
“Culturi celulare de mamifere la scara mare”, Curr. Opin. Biotechnol., 8: 148-153 (1997); K.
B. Konstantinov, Y. Tsai, D. Moles, R. Matanguihan, “Control of long-term perfusion Chinese
hamser ovary cell culture by glucose auxostat’, “Controlul culturii de celule de ovar de
hamster chinezesc cu perfuzie pe termen lung prin auxostat de glucoza”, Biotechnol. Prog.,
12: 100-109 (1996).

Intr-o realizare a unei metode recombinante pentru producerea unei muteine a
acestei inventii, o secventd de ADN este construita prin izolarea sau sintetizarea unei
secvente ADN care codifica IL-2 tip salbatic si apoi schimbarea codonului pentru Asp20 cu
un codon pentru izoleucina (I) prin mutageneza situs specifica. Aceastd tehnica este
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binecunoscuta. Vezi de exemplu, Mark si altii, “Site-specific Mutagenesis of the Human
Fibroblast Interferon Gene”, “Mutageneza situs specifica a genei pentru interferon fibroblastic
uman”, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 81, p.5662-66 (1984); si brevet US 4588585, date aici
ca referinte.

Alta metoda de construire a unei secvente ADN care codifica muteine IL-2 ale acestei
inventii va fi sinteza chimica. Aceasta, de exemplu, include sinteza directa a unei peptide prin
mijloace chimice, a secventei de proteina care codifica pentru o muteina IL-2 care prezinta
proprietatile descrise in inventie. Aceasta metoda poate incorpora atat aminoacizi naturali,
catsi nenaturali, la pozitiile care influenteaza interactiunile IL-2 cu IL-2Rp sau IL-2Ry. fnmod
alternativ, o gena care codifica muteina IL-2 dorita poate fi sintetizata prin mijloace chimice,
utilizand un sintetizator de oligonucleotida. Astfel de oligonucleotide sunt proiectate pe baza
secventei de aminoacizi a muteinei IL-2 dorite si, de preferinta, selectand acei codoni care
sunt favorizati in celula gazda in care muteina recombinanta va fi produsa. Tn aceasta
privinta, este bine recunoscuta degenerarea codului genetic - adicd un aminoacid poate fi
codificat prin mai mult decat un codon. De exemplu, Phe (F) este codificat prin doi codoni,
TTCsau TTT, Tyr (Y) este codificat prin TAC sau TAT si His (H) este codificat prin CAC sau
CAT. Trp (W) este codificat printr-un singur codon TGG. in consecinta, va fi apreciat c&
pentru o secventa ADN data, care codificd o anumitd muteina IL-2, vor exista multe secvente
degenerate de ADN care vor codifica acea muteina IL-2. De exemplu, va fi apreciat ca in
plus la secventa ADN preferata pentru muteina D20I aratatd in SECV ID NR:1, vor exista
multe secvente ADN degenerate care codificd muteina IL-2 aratata. Aceste secvente ADN
degenerate sunt considerate in sfera acestei inventii. Prin urmare, “varianti degenerati ai
acestora’- in contextul acestei inventii inseamna toate secventele ADN care codifica si prin
aceasta permite expresia unei anumite muteine.

Secventa ADN care codificd muteina IL-2 a acestei inventii, fie ca a fost preparata
prin mutageneza orientata la situs, sinteza chimica sau alte metode, poate sau nu poate, de
asemenea, sa includa secvente ADN care codifica o secventa semnal. Astfel de secventa
semnal, daca este prezenta, trebuie sa fie una recunoscuta de catre celula aleasa pentru
expresia muteinei IL-2. Ea poate fi procariotd, eucariotd sau o combinatie a celor doua. Ea
poate fi, de asemenea, secventa semnal a IL-2 native. Incluziunea unei secvente semnal
depinde daca este de dorit de a secreta muteina IL-2 din celulele recombinante in care este
facuta. Daca celulele alese sunt procariote, in general, este de preferat ca secventa ADN sa
nu codifice o secventa semnal. Daca celulele alese sunt eucariote, in general, este de pre-
ferat, ca o secventa semnal sa fie codificata si cel mai preferabil ca sa fie utilizata secventa
semnal IL-2 tip salbatic.

Metode standard pot fi aplicate pentru a sintetiza o gena care codifica o muteina IL-2
conform acestei inventii. De exemplu, secventa de aminoacizi completd poate fi utilizata
pentru a construi o gena invers tradusa. Poate fi sintetizat un oligomer ADN care contine o
secventa nucleotidica care codificd muteina IL-2. De exemplu, mai multe oligonucleotide mici
care codifica portiuni ale polipeptidei dorite pot fi sintetizate si apoi legate. Oligonucleotidele
individuale, in mod tipic, contin prelungiri 5' sau 3' pentru ansamblare complementara.

Odata asamblate (prin sinteza, mutageneza orientata la situs sau altd metoda),
secventele ADN care codificd o muteina IL-2 a acestei inventii vor fi inserate intr-un vector
de expresie i, in mod eficace, legate la o secventa de control al expresiei corespunzatoare
pentru expresia muteinei IL-2 in gazda transformata doritd. Ansamblarea potrivitd poate fi
confirmata prin secventializare nucleotidica, cartografiere de restrictie si expresia unei
polipeptide active biologic ntr-o gazda adecvata. Dupa cum este binecunoscut in domeniu,
in scopul de a obtine niveluri de expresie ridicate ale unei gene transfectate intr-o gazda,
gena trebuie sa fie, in mod eficace, legata la secventele de control pentru expresia prin
transcriere si traducere care sunt functionale in gazda de expresie aleasa.
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Alegerea secventei de control al expresiei si a vectorului de expresie va depinde de
alegerea gazdei. Poate fi folosita o varietate larga de combinatii gazda/vector de expresie.
Vectori de expresie folositori pentru gazde eucariote includ, de exemplu, vectori care contin
secvente de control al expresiei din SV40, virus papiloma bovin, adenovirus si citomegalo-
virus. Vectori de expresie folositori pentru gazde bacteriene includ plasmide bacteriene
cunoscute, cum ar fi plasmide din E. coli, incluzénd col E1, pCR1, pER32z, pMB9 si derivatii
lor, plasmide cu domeniu mai larg de gazga, cum ar fi RP4, ADN-uri fagice, de exemplu,
derivatii numerosi ai lambda fagului, de exemplu, NM989 si alti fagi ADN, cum ar fi M13 si
fagi cu ADN monocatenar filamentos. Vectori de expresie folositori pentru celule de drojdie
includ plasmida 2y si derivatii acesteia. Vectori folositori pentru celule de insecte includ pVL
941. Noi preferam pFastBac™ 1 (GibcoBRL, Gaithersburg, MD). Cate si altii, “Isolation of
the Bovine and Human Genes for Mullerian Inhibiting Substance and Expression of the
Human Gene in Animal Cells” “Izolarea genelor umane si bovine pentru substanta inhibitoare
mulleriana si expresia genei umane in celulele animale” Cell, 45, p. 685-98 (1986).

Tn plus, oricare dintr-o varietate larga de secvente de control al expresiei poate fi folo-
sita Tn acesti vectori. Astfel de secvente de control al expresiei includ secvente de control al
expresiei asociate cu gene structurale ale vectorilor de expresie precedenti. Exemple de sec-
vente de control al expresiei folositoare includ, de exemplu, promotorii precoce i tardivi ai
SV40 sau adenovirusului, sistemul lac, sistemul trp, sistemul TAC sau TRC, regiunile majore
promotor si operator ale fagului lambda, de exemplu PL, regiunile de control ale proteinei de
invelis fd, promotorul pentru 3-fosfo-gliceratkinaza sau al altor enzime glicolitice, promotorii
acidfosfatazei, de exemplu, PhoA, promotorii sistemului de cuplare a din drojdie, promotorul
poliedru al Baculovirusului si alte secvente cunoscute a controla expresia genelor celulelor
procariote sau eucariote sau virusurile lor si combinatii diferite ale acestora.

Poate fi folosita oricare gazda adecvata pentru a produce muteinele IL-2 ale acestei
inventii, incluzénd bacterii, fungi (incluzand drojdii), celule de plante, insecte, mamifere sau
celule de alte animale corespunzatoare sau linii celulare, precum si animale sau plante trans-
genice. In mod mai special, aceste gazde pot include gazde eucariote si procariote bine-
cunoscute, cum ar fi tulpini de E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, fungi, drojdie,
celule de insecte cum ar fi Spodoptera frugiperda (Sf9), celule de animale cum ar fi celule
de ovar de hamster chinezesc (CHO) si celule de soarece cum ar fi NS/O, celule de maimuta
verde africand cum ar fi COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40 si BNT 10 si celule umane, precum
si celule de plante Tn culturi tisulare. Pentru expresia celulei de animal, noi preferam celule
CHO si celule COS 7 in culturi si in mod special, linia celulara CHO, CHO(DHFR-) sau linia
HKB.

Desigur, trebuie sa fie Inteles ca nu toti vectorii si secventele de control al expresiei
vor functiona, in mod egal, bine, pentru a exprima secventele ADN descrise aici. Nici toate
gazdele nu vor functiona, in mod egal, bine, cu aceleasi sisteme de expresie. Cu toate
acestea, persoana calificatd in domeniu poate face o selectie intre acesti vectori, secvente
de control al expresiei si gazde, fara experimentare excesiva. De exemplu, in selectarea unui
vector, gazda trebuie considerata, deoarece vectorul trebuie sa se replice n ea. Trebuie, de
asemenea, considerate numarul de copii ale vectorului, abilitatea de a controla acel numar
de copii si expresia oricarei alte proteine codificata de vector, cum ar fi markeri antibiotic. De
exemplu, vectorii preferati pentru utilizare in aceasta inventie includ pe aceia care permit
ADN-ului care codificd muteinele IL-2 sa fie amplificat Intr-un numar de copii. Acesti vectori
capabili de amplificare sunt binecunoscuti indomeniu. Eiinclud, de exemplu, vectorii capabili
de a fi amplificati prin amplificare DHFR (vezi, de exemplu, Kaufman, brevet US 4470461,
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Kaufman si Sharp, “Construction of A Modular Dihydrafolate Reductase cDNA Gene: 1

Analysis of Signals Utilized for Efficient Expression”, “Constructia unei gene ADNc modular

pentru dihidrofolatreductaza: Analiza semnalelor utilizate pentru expresie eficienta”, Mol. 3

Cell. Biol., 2, p.1304-19 (1982)) sau amplificare glutaminsitetaza (“GS”) (vezi, de exemplu,

brevet US 5122464 si cererea de brevet european publicatd 338841). 5
in selectarea unei secvente de control al expresiei, 0 varietate de factori trebuie sa

fie, de asemenea, considerati. Acestia includ, de exemplu, puterea relativa a secventei, 7

capacitatea ei de a fi controlata si compatibilitatea ei cu secventa ADN reala care codifica

muteina IL-2 a acestei inventii, in mod special cu referire la structurile secundare potentiale. 9

Gazdele trebuie sa fie selectate prin considerarea compatibilitatii lor cu vectorul ales, toxici-

tatii produsului codificat de secventele ADN ale acestei inventii, caracteristicilor lor de 11

secretie, abilitatii lor de a plia, in mod corect, polipeptidele, fermentatiei lor sau cerintelor de

cultura si usurintei de purificare a produselor codificate de secventele de ADN. 13

Intre acesti parametri, persoana calificata in domeniu poate selecta combinatii diferite
de vector/secventa de control al expresiei/gazda care vor exprima secventele dorite de ADN 15
la fermentatie sau in culturi animale pe scara largd, de exemplu, utilizand celule CHO sau

celule COS 7. 17
Muteinele IL-2 obtinute conform prezentei inventii pot fi glicozilate sau neglicozilate,
depinzand de organismul gazda utilizat pentru a produce muteina. Daca sunt alese bacterii 19

drept gazda, atunci muteina IL-2 produsa va fi neglicozilata. Celulele eucariote, pe de alta
parte, vor glicoliza muteinele IL-2, desi poate nu in acelasi mod cum este glicolizata IL-2 21
nativa. Muteina IL-2 produsa de gazda transformata poate fi purificatd conform cu oricare
metoda adecvata. Diferite metode sunt cunoscute pentru purificarea IL-2. Vezi, de exemplu, 23
Current Protocols in Protein Science, vol. 2, Editori: John E. Coligan, Ben M.Dunn, Hidde L.
Ploehg, David W.Speicher, Paul T. Wingfield, Unit. 6.5 (Drept de autor 1997, John Wiley & 25
Sons Inc.). Noi preferam replierea din corpi de incluziune generati in E. coli, sau din mediu

conditionat fie din culturi de mamifere, fie din culturi de drojdii care produc o muteina data, 27
folosind schimb cationic, filtrare pe gel si sau cromatografie lichida cu faza inversa. Vezi
exemplele 1 (E. coli) si 10 (perfuzie de celule CHO) de mai jos. 29
Activitatea biologica a muteinelor IL-2 conform acestei inventii poate fi testata prin
oricare metoda adecvata cunoscuta in domeniu. Astfel de teste includ proliferarea de blasti- 31
PHA si proliferarea de celule NK. Muteinele de activitate corespunzatoare, cu alte cuvinte,
total active pe IL-2Ra By, cu activitate redusa la nivelul celulelor care poarta IL-2Ry, vor fi 33
confirmate utilizand cele doua teste. “Activitatea relativa” a unei muteine este masurata cu

referire la IL-2 tip salbatic si asa cum este descris Tn continuare in exemple, este raportul 35
dintre activitatea de proliferare a blastilor-PHA si activitatea de proliferare a celulelor NK.

Muteina IL-2 conform acestei inventii va fi administrata la o doza aproximativ egala 37
cu sau mai mare decat cea folosita in terapia cu IL-2 nativa tip sadlbatic sau recombinanta.
De preferinta, este administrata o cantitate eficienta de muteina IL-2. O "cantitate eficienta” 39
inseamna o cantitate capabild de prevenirea sau micgorarea severitatii sau raspandirii bolii
sau indicatiei care este tratata. Va fi evident acelora calificati in domeniu ca aceasta cantitate 41
eficientd de muteina IL-2 va depinde, intre altele, de boala, doza, graficul de administrare a

muteinei IL-2, daca muteina IL-2 este administrata singura sau in combinatie cu alti agenti 43
terapeutici, timpul de injumatatire al serului compozitiei si starea de sanatate generala a
pacientului. 45

Muteina IL-2 este, de preferintd, administrata intr-o compozitie care include un
purtator acceptabil farmaceutic. “Purtator acceptabil farmaceutic” inseamna un purtator care 47
nu cauzeaza nici un efect nefavorabil Tn pacientii la care el este administrat. Astfel de
purtatori acceptabili farmaceutic sunt binecunoscuti in domeniu. Noi preferam HAS/PBS 2% 49

la pH 7,0.
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Muteinele IL-2 conform prezentei inventii pot fi formulate in compozitii farmaceutice
prin metode binecunoscute. Vezi, de exemplu, Remington's Pharmaceutical Science de E.
W. Martin, in felul acesta, data la referinte, care descrie formulari adecvate. Compozitia far-
maceuticd a muteinei IL-2 poate fi formulata intr-o varietate de forme, care includ forma
lichida, gel, liofilizata sau oricare alta forma adecvata. Forma preferatéd va depinde de indi-
catia speciala care este tratata si va fi evidenta celui calificat Tn domeniu.

Compozitia farmaceutica a muteinei IL-2 poate fi administrata oral, prin aerosol, intra-
venos, intramuscular, intraperitoneal, intradermal sau subcutanat, sau in oricare altd maniera
acceptabild. Modul preferat de administrare va depinde de indicatia speciala care este tratata
si va fi evident celui calificat in domeniu. Compozitia farmaceutica a muteinei IL-2 poate fi
administrata Tn combinatie cu alti agenti terapeutici. Acesti agenti pot fi incorporati ca parte
a aceleasi compozitii farmaceutice sau pot fi administrati separat de muteina IL-2, fie in mod
concurent, fie in concordanta cu oricare alt grafic de tratament acceptabil. In plus, compozitia
farmaceutica a muteinei IL-2 poate fi utilizata ca un auxiliar la aite terapii.

Tn consecinta, aceasta inventie se refera la compozitii gi metode pentru tratamentul
HIV, cancer, boli autoimune, boli infectioase, adjuvant de vaccin n vaccin pentru cancer si
terapie vaccinala conventionala, pentru stimulare imuna la batrani sau la cei imunocompro-
misi in alt fel, precum si la pacienti cu SCID uman sau alta aplicatie terapeutica care necesita
stimulare generala a sistemului imun in oricare animal adecvat, preferabil un mamifer, cel
mai preferabil om. Asa cum s-a notat anterior, IL-2 are multe efecte. Unele dintre acestea
sunt stimularea blastilor-PHA, celulelor T in repaus, celulelor B, monocitelor si celulelor NK
etc; muteinele descrise aici vor avea activitati la nivelul tipurilor de celule care exprima numai
receptorul IL-2 de afinitate ridicata, cum ar fi celulele T in repaus, insa nu receptorul IL-2 de
afinitate intermediara, cum ar fi celulele NK sau monocitele.

De asemenea propusa este utilizarea secventelor ADN care codifica muteinele IL-2
conform acestei inventii in aplicatii de terapie genica. Aplicatiile de terapie genica propuse
includ tratamentul acelor boli in care IL-2 este agteptata sa furnizeze o terapie eficienta
datorita activitatii sale la nivelul celulelor T, de exemplu, HIV, cancer, boli autoimune, boli
infectioase, adjuvant de vaccin in vaccin pentru cancer $i terapie vaccinala conventionala,
pentru stimulare imuna la batrani sau la cei imunocompromisi in alt fel, precum si la pacienti
cu SCID uman si boli care raspund in alt mod la IL-2 sau agenti infectiosi sensibili la réspuns
imun mediat de IL-2.

Eliberarea locala de muteine IL-2, utilizand terapia genica, poate furniza agent tera-
peutic la aria tinta. Sunt propuse metodologiile terapiei genice atéat in vitro, cat si in vivo. Sunt
cunoscute mai multe metode pentru transferarea genelor terapeutice Tn mod potential la
populatii de celule definite. Vezi, de exemplu, Mulligan, “The Basic Science of Gene
Therapy”, “Stiinta de baza a terapiei genice”, Science, 260: 926-31 (1993). Aceste metode
includ:

1) Transfer de gena direct. Vezi, de exemplu, Wolff i altii, “Direct Gene Transfer into
Mouse Muscle in vivo®, “Transfer de gena direct in muschi de soarece in vivo”, Science, 247:
1465-68 (1990);

2) Transfer de ADN mediat de lipozomi. Vezi, de exemplu, Caplen si altii, “Liposome-
mediated CFTR Gene Transfer to the Nasal Epithelium of Patients with Cystic Fibrosis”, “
Transfer de gena CFTR mediat de lipozomi la nivelul epiteliul nazal al pacientilor cu fibroza
chisticd”, Nature Med., 3: 39-46 (1995); Crystal, “The Gene as a Drug”, “Gena ca un
medicament”, Nature Med., 1. 15-17 (1995); Gao si Huang, “A Novel Cationic Liposome
Reagent for Efficient Transfection of Mammalian Cells”, “Un nou reactiv lipozomic cationic
pentru transfectia eficienta a celulelor de mamifere”,

14

e R A B B S RaBE 8 r b . R B A S A S O IR



RO 122150 B1

3) Transfer de ADN mediat de retrovirus. Vezi, de exemplu, Kay si altii, “/n vivo Gene 1
Therapy of Hemophilia B: Sustained Partial Correction in Factor IX-Deficient Dogs”, “Terapia
genica a hemofiliei B in vivo: Corectie partiala sustinuta in caini cu deficit de factor I1X”, 3
Science, 262: 117-19 (1993); Anderson, “Human Gene Therapy”, “Terapia genicd umana”,
Science, 256: 808-13 (1992); 5
4) Transfer de ADN mediat de virus ADN. Astfel de virusuri ADN includ adenovirusuri
(de preferinta, vectori pe baza de Ad-2 sau Ad-5), virusuri de herpes (de preferinta, vectori 7
pe baza de virus herpes simplex) si parvovirusuri (de preferinta, vectori pe bazad de
parvovirus “defectiv’ sau neautonom, mai preferabil vectori pe baza de virus adeno-asociat, 9

cel mai preferabil, vectori pe baza de AAV-2). Vezi, de exemplu, Ali si altii, “The Use of DNA
Viruses as Vectors for Gene Therapy”, “Utilizarea virusurilor ADN ca vectori pentru terapia 11
genica”, Gene Therapy, 1: 367-84 (1994); brevet US 4797368, dat aici la referinte si brevet

US 5139941, dat aici la referinte. 13
Alegerea unui anumit sistem de vector pentru transferarea genei de interes va
depinde de o varietate de factori. Un factor important este natura populatiei de celule tinta. 15

Cu toate ca vectorii retrovirali au fost studiati in mod extensiv, si utilizati intr-un numar de
aplicatii de terapie genica, acesti vectori sunt, in mod general, neadecvati pentru infectarea 17
celulelor care nu se divid. In plus, retrovirusurile au potential de oncogenicitate.

Adenovirusurile au avantajul cd au un domeniu de gazda larg, pot infecta celule 19
diferentiate terminal sau linistite, cum ar fi neuroni sau hepatocite si se arata in mod esential
neoncogenici. Vezi, de exemplu, Ali si altii, trimiterea de mai sus, p.367. Adenovirusurile nu 21
se arata a se integra intr-un genom de gazda. Deoarece ei exista extracromozomial, riscul
mutagenezei insertionale este foarte redus. Ali si allii, trimiterea de mai sus, p.373. 23

Virusurile adeno-asociate prezinta avantaje similare cu vectorii pe bazé de adeno-
virusuri. Cu toate acestea, virusurile adeno-asociate prezinta integrare situs specifica pe 25
cromozomul uman 19. Ali gi altii, trimiterea de mai sus, p.377.

Intr-o realizare preferats, ADN-ul care codifica muteina IL-2 conform acestei inventii 27
este utilizat in terapia genica pentru boli cu imunodeficienta, cum ar fi HIV; boli infectioase
cum ar fi tuberculoza; si cancere, cum ar fi carcinoma renala. 29

Conform cu aceasta realizare, terapia genica cu ADN care codificd muteinele IL-2 ale
acestei inventii, este aplicata unui pacient care necesita aceasta, concurent cu sau imediat 31
dupa diagnostic.

Aceasta abordare tine cont de avantajul activitétii selective a muteinelor IL-2 ale 33
acestei inventii, de a evita toxicitatea nedorita si reactii adverse. Persoana calificata in
domeniu va aprecia ca oricare vector de terapie genicd adecvat, care contine ADN pentru 35
muteina IL-2, poate fi utilizat in conformitate cu aceasta realizare. Tehnicile pentru construi-
rea unui astfel de vector sunt cunoscute. Vezi, de exemplu, W. F. Anderson, “Human Gene 37
Therapy”, “Terapia genicad umana”, Nature, 392: 25-30 (1998); I. M. Verma si N. Somia,

“Gene Therapy-Promises, Problems and Prospects”, “Terapia genic&-Premize, probleme si 39
perspective”, Nature, 389: 239-242 (1998). Introducerea vectorului care contine ADN pentru
muteina IL-2 in pozitia tinta poate fi realizata utilizand tehnici cunoscute. 41

Tn scopul ca aceast inventie sa poat fi mai bine inteleasa, sunt prezentate urma-
toarele exemple. Aceste exemple sunt numai pentru scopul ilustrarii si nu sunt interpretate 43
ca limitand domeniul inventiei in nici o maniera. Toate publicatiile mentionate aici sunt date

la referinte in totalitatea lor. 45
Se prezinta, in continuare, 11 exemple de realizare a inventiei, in legatura cu figurile
care reprezinta: 47

- fig. 1 pana la 7 arata curbele doz&-raspuns a wt IL-2 umane (IL-2) si D20H (fig.1),
IL-2 si D20 (fig.2), IL-2 $i N88G (fig.3), IL-2 i N88lI (fig.4), IL-2 si N88R (fig.5), IL-2 si Q126E 49
(fig.6) si IL-2 i Q126L (fig.7). A: rdspuns-doza individual pentru IL-2 (cercuri negre) si pentru
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muteina (cercuri albe) in testul primar de proliferare a celulelor T umane (blagti PHA). B:
raspuns-doza individual pentru IL-2 (triunghiuri negre) si pentru muteina (triunghiuri albe) in
testul primar de proliferare a celulelor NK umane;

- fig. 8A...D, toxicitatea pentru PROLEUKIN™ in cimpanzeu a fost evaluata in doua
animale (X-159, triunghiuri si X-124, patrate), comparativ cu controlul vehicul (X-126,
romburi). Toxicitatea a fost evaluata prin parametri renali (Azot ureic din séange (BUN), A;
Creatinina, B) si functie hepatica (Bilirubina totala, C; ALT, D);

- fig. 9, reprezentarea graficd a modificarii in procente a greutatii corporale, timp de
30 de zile. Greutatea corporala pentru animalele tratate cu IL-2/N88R (triunghiuri),
PROLEUKIN (patrate) sau vehicul (romburi) a fost masurata in zilele indicate;

- fig. 10A...D, limfocitele (A), leucocitele totale (B), neutrofilele (C) si trombicitele (D)
pentru animalele tratate cu IL-2/N8 8R (triunghiuri), PROLEUKIN (patrate) sau vehicul
(romburi) au fost evaluate in zilele indicate;

-fig. 11A...D, azot ureic din sénge (A, BUN), creatinina (B), fosfor (C) gi hiatus anionic
(D) pentru animalele tratate cu 1L-2/N88R (triunghiuri), PROLEUKIN (patrate) sau vehicul
(romburi) au fost evaluate in zilele indicate;

- fig. 12A...D, bilirubina totala (A), ALT (B), fibrinogen (C) si timp de protrombina
activata (TPTA)(D) pentru animalele tratate cu IL-2/N88R (triunghiuri), PROLEUKIN (pétrate)
sau vehicul (romburi) au fost evaluate in zilele indicate;

-fig. 13A...D, nivelurile sangvine de sodiu (A), clor (B), calciu (C) si potasiu (D) pentru
animalele tratate cu IL-2/N88R (triunghiuri), PROLEUKIN (pétrate) sau vehicul (romburi) au
fost evaluate in zilele indicate;

-fig. 14A...C, nivelurile de albumina in sénge (A), hematocritul (B) si hemoglobina (C)
pentru animalele tratate cu IL-2/N88R (triunghiuri), PROLEUKIN (patrate) sau vehicul
(romburi) au fost evaluate in zilele indicate;

-fig. 15A...C, influenta IL-2/N88R (patrate), PROLEUKIN (romburi) sau a vehiculului
(triunghiuri) este indicatd pentru populatia totala de celule T (A, celule CD3+), populatia de
celule T CD4+ (B) si populatia de celule T CD8+ (C);

-fig. 16A...C, influenta IL-2/N88R (patrate), PROLEUKIN (romburi) sau a vehiculului
(triunghiuri) este indicata pentru populatia totala de celule T (A, celule CD3+), populatia de
celule T CD4+ (B) si populatia de celule T CD8+ (C);

- fig. 17, influenta IL-2/N88R si PROLEUKIN asupra activarii celulelor T, tinénd cont
de valoarea medie a fluorescentei celulelor pozitive CD25. Influenta IL-2/N88R (patrate),
PROLEUKIN (romburi) si a vehiculului (triunghiuri) este indicata pentru populatia de celule
T CD3+CD4+. Numere insuficiente de celule CD3+/CD8+ au fost obtinute pentru a evalua
valoarea medie a fluorescentei la nivelul acestei populatii;

-fig. 18A...D, influenta IL-2/N88R (patrate), PROLEUKIN (romburi) sau a vehiculului
(triunghiuri) este indicatd pentru populatia de celule T CD4+ (A, celule CD3+/CD4+),
populatia de celule T CD8+ (B, celule CD3+/CD8+), populatia de celule T totala (C, celule
CD3+) si populatia de celule NK (D, celule CD3-/CD16+);

- fig. 19, reprezentarea grafica a metastazelor pulmonare in functie de doza, la
soarece tratat cu PROLEUKIN (cercuri albe) sau IL-2/N88R (cercuri negre). Metastazele
pulmonare au fost numérate Tn paragraful de concluzii al studiului;

- fig. 20, harta plasmidica a vectorului pBCHL2SA pentru IL-2/N88R.

Exemple

Exemplul 1. Productia de muteine in E. coli

Muteinele au fost generate prin mutageneza orientata la situs, utilizand primeri care
contin codoni corespunzand mutatiei dorite in mod esential, asa cum a fost descrisa de T.
A. Kunkel, J. D. Roberts si R. A. Zakour, “Rapid and efficient site-specific mutagenesis
without phenotypic selection”, “Mutageneza situs specifica, rapida si eficienta fara selectie
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fenotipica”, (1987), Methods Enzymol., 154: 367-382. Pe scurt, ADNc de IL-2 umana care 1
contine situsurile pentru enzime de restrictie Bam HI si Xba | a fost subclonat in vectorul fag
M13, M13 mpl9 (New England Biolabs, Beverly, MA), utilizand aceleasi pozitii. ADNc de IL-2 3
tip salbatic a fost obtinut utilizand reactia in lant a polimerazei (“PCR”) dintr-o multime de

ADNc generata din ARNm izolat din limfocite umane din sénge periferic, induse 24 h, cu 5
forbol 12-miristat 13-acetat (10 ng/mi). Primerii PCR utilizati au fost pentru capatul 5f al
cadrului deschis de citire al IL-2, 7
5'-CCTCAACTCCTGAATTCATGTACA GGA TGC -3' (SECV ID NR: 3); si pentru
capatul 3' al cadrului deschis de citire al IL-2, 9
5'-GGA AGC GGA TCC TTATCA AGT CAG TGT TGA G -3' (SECV ID NR: 4).
Situsurile enzimei de restrictie Eco RI (capatul-5') si Bam HI (capétul-3') au fost incor- 11

porate in fiecare oligonucleotida si sunt indicate prin italice. Conditiile PCR utilizate au fost
1 min la 94°C, 1 min la 58,7°C, si 1 min la 72°C, pentru 25 de cicluri. Secventa ADNc IL-2 13
corecta, astfel obtinuta, a fost confirmata prin secventializare, utilizand setul de secventiali-
zare Sequenase® (Amersham Life Sciences, Arlington Heights, IL), agsa cum este descris 15
de catre furnizor. ADN monocatenar care contine uracil (U-DNA) a fost obtinut prin transfor-
marea tulpinei E. coli CJ236 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) cu M13 mpl9 care contine 17
ADNc IL-2. Mutageneza orientatd la situs a utilizat in general primeri care contin 15
nucleotide omoloage matritei U-ADN 5' fatd de codonul(ii) tintiti pentru mutageneza, 19
nucleotide care incorporeaza schimbarea dorita si 10 nucleotide aditionale omoloage matritei
U-ADN 3' fatd de ultima nucleotida alterata. Initial, mutageneza orientata la situs a fost 21
utilizata pentru a introduce o pozitie de restrictie Nco | la inceputul secventei mature de IL-2

umana. Utilizarea acestei pozitii de restrictie incorporeaza un reziduu N-terminal de metio- 23
nina, care va directiona expresia in spatiul citoplasmic al E. coli, utilizand de exemplu, vecto-
rul de expresie pET3d. Primerul utilizat pentru acest scop a fost: 25

5'-GCACTT GTCACAAACACCATGGCACCTACTTCAAGT-3'(SECV ID NR:5).
Primerii specifici utilizati pentru a Tncorpora mutatii la pozitiile D20, N88 si Q126 au 27

fost:
D20X: 5'-GGA GCA TTT ACT GCT GNN NTT ACA GAT G-3' (SECV ID NR:6) 29
N88X: 5'-GGG ACT TAA TCA GCN NNA TCA ACG TAA TAG-3' (SECV ID NR:7)
Q12 6X: 5-GGA TTACCT TTT GTN NNA GCA TCA TCT C-3' (SECV ID NR:8) 31

unde NNN a fost inlocuit cu un codon potrivit pentru histidind (CAC) sau izoleucina
(ATC) (la pozitia D20), arginina (CGT), glicind (GGT), sau izoleucina (ATC) (la pozitia N88), 33
sau leucina (CTG) (la pozitia Q126). Alte mutatii au utilizat o strategie similara si un codon
corespunzator pentru o mutatie data. Primerii au fost fosforilati utilizand kinaza pentru poli- 35
nucleotida T4 (New England Biolabs, Beverly, MA), folosind modul de lucru al furnizorului.
Dupa cuplarea primerului cu matrita U-ADN si extensia cu polimerazd ADN T7 (Bio-Rad 37
Laboratories, Hercules, CA), celulele tulpinei de E. coli DH5a™ (GibcoBRL, Gaithersburg,
MD) au fost transformate cu 5 pl de amestec de reactie si puse pe placi intr-un mediu LB 39
care contine geloza 0,7%. Dupa incubare la 37°C, placile au fost expandate prin adunarea
unei singure placi si transferarea in 2 ml de mediu LB si au fost crescute peste noapte la 41
37°C. ADN monocatenar a fost izolat utilizand un set de purificare. M13 (Qiagen, Inc.,
Chatsworth, CA) conform modului de lucru al furnizorului si clonele care contin mutatia dorita 43
au fostidentificate prin secventializarea ADN monocatenar, utilizand setul de secventializare
Sequenase® (Amersham Life Sciences, Arlington Heights, IL) conform modului de lucru al 45
furnizorului. ADNc de muteina IL-2 din ADN forma replicativa, care corespunde la plicile
care contin secventa mutanta corecta, a fost izolat utilizand Nco | si Xba | si subclonat la 47
vectorul plasmidic pET3a (Stratagene, San Diego, CA)(Strat). Tulpina de E. coli BL21 a fost
transformata cu vectorul pET3a care contine muteind, si crescuta la un ABS,, cu valoarea 49
intre 0,60 si 1,0, in care timp au fost addugati 0,4 mM IPTG pentru a amorsa productia de
muteina [L-2. 51
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Exemplul 2. Extractia si purificarea muteinelor din E. coli

Trei ore dupa amorsare celulele au fost recoltate prin centrifugare la 10.000 x g.
Muteinele IL-2 recombinante au fost renaturate si purificate initial prin dispersarea celulelor
in 10 volume (vol/masa umeda) de tampon zaharoza/Tris/EDTA (0,375 M zaharoza, 10 mM
Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA). Celulele dispersate au fost sonicate de 3 ori la 300 W, cu
intervale de repaus de 30 s, intr-o baie de gheata, utilizand un sonicator Missonix model
XL2020 echipat cu o sonda standard de 1 inch. Materialul sonicat a fost apoi centrifugat la
17.000 x g, timp de 20 min, la 4°C. Peletul, care va fi alb la culoare in acest moment, a fost
spélat prin resuspendare si centrifugare o data in tampon zaharoza/Tris/EDTA, de doua ori
cu tampon Tris/EDTA (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) si in final resuspendat in 10 vol
tampon 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0 (mostra este luata la acest punct pentru analiza pe gel) si
centrifugat timp de 20 min la 17.000 x g.

Peletul a fost dizolvat prin adaugare de 3 volume de clorura de guanidiniu 8 M in
0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) si 2-mercaptoetanol 0,1 % (vol/vol). Dupa incubare timp de 2 h la
temperatura camerei, mostra a fost centrifugata timp de 20 min la 17.000 x g. Solutia rezul-
tanta a fost dializata pentru aproximativ 20 h cu 20 de volume de 10 mM Tris/HCI, pH 8,0,
1 mM EDTA la 4°C. Solutia a fost centrifugata la 17.000 x g, timp de 20 min, ajustata cu acid
trif luoroacetic 0,1% si filtrata intr-o unitate de filtru de 0,22 p. Solutia a fost transferata
imediat intr-o sticla siliconizata si incarcata pe o coloana C8 (Vydac 208TP54). Muteinele
IL-2 au fost purificate, utilizadnd un gradient liniar de 20 min, folosind 45-85% acetonitril in
TFA 0,1%. Concentratia proteinei eluate a fost determinata prin analizé A280 si de amino-
acid. Proteina a fost apoi impartita Tn parti aliquote (100 ml) in tuburi siliconizate si stocata
la -20°C. Muteina astfel purificata a migrat, in mod tipic, intr-o singura banda, asa cum a fost
observat prin SDS-PAGE (coloratie argentica) si a fost masurata cantitativ prin analiza de
aminoacid (tipic acuratete >90%).

Exemplul 3. Testul de proliferare a celulefor T

Celule mononucleare din sange periferic (PBMC) au fost izolate din aproximativ
100 ml de sange uman normal (Irwin Memorial Blood Bank, San Francisco, CA) diluate 1:2
in ser fiziologic tamponat cu fosfat, Dulbecco, rece (fira Ca*? i Mg*%; DPBS). Ficoll-Paque
(Pharmacia) este introdusa dedesubt si mostra este centrifugata pentru a izola PBMC,
urmatéa de spalari extensive in DPBS rece. Blastii PHA (celule T activate) au fost generati
prin resuspendarea celulelor in RPM! 1640 care contine ser bovin fetal 10% (Hyclone), la
care este adaugat 1% (g/v) din fiecare care urmeaza: L-glutamina; aminoacizi neesentiali;
piruvat de sodiu; si antibiotic-antimicotic (mediu RPMI) la o densitate de 1 x 10° celule/ml.
Phytohemmaglutanin (PHA-P; Sigma) a fost adaugat la o concentratie finala de 10 pg/ml si
celulele au fost incubate la 37°C, 5% CO, timp de 3 zile. Celulele au fost recoltate si spalate
de doua ori in DPBS, resuspendate in medii RPMI si puse pe placi cu fund plat cu 96 de
godeuri, la o densitate de 1 x 10° celule/godeu in 200 pl, cu varierea concentratiilor de IL-2
sau muteina in mediile RPMI. Placile au fost incubate timp de 48 h la 37°C, la care s-a
adaugat *H-timidina 1 uCi (DuPont NEN®, Boston, MA)/godeu timp de 6 h, recoltate si radio-
activitatea a fost masurata dupa recoltarea celulelor pe filtre cu fibre de sticla.

Exemplul 4. Testul de proliferare a celulelor NK

Celule mononucleare din sange periferic (PBMC) au fost izolate din aproximativ
100 ml de sange uman normal (Irwin Memorial Blood Bank, San Francisco, CA) diluate 1:2
n ser fiziologic tamponat cu fosfat, Dulbecco, rece (fara Ca*? si Mg*?; DPBS). Ficoll-Pague
(Pharmacia) este introdusa dedesubt si mostra este centrifugatd pentru a izola PBMC,
urmata de spalari extensive in DPBS rece. Celulele NK au fost separate de celelalte celule.
Setul de izolare a celulelor NK de la Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany; Cat# 465-
01) este preferat pentru acest scop. Setul contine doi reactivi, coloane de separare si un
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suport de coloana magnetic foarte puternic. Primul reactiv este un cocteil de anticorpi CD3,
CD4, CD19, CD33 monoclonali conjugati cu o haptena de izotip IgGl de soarece. Acesta
este pentru a epuiza PMBC de celulele T, celulele B si celulele mieloide. Este de presupus
ca oricare set adecvat de anticorpi care recunosc aceste tipuri de celule poate fi utilizat. Al
doilea reactiv consta din microgranule MACs super-paramagnetice coloidale conjugate cu
un anticorp anti-haptena. Celulele sunt resuspendate in PBS cu albumina din ser bovin 0,5%
$i 2 mM EDTA (PBS/EDTA). Volumul suspensiei este dependent de numarul de celule utili-
zat si este dat intr-o diagrama de Miltenyi Biotec. Tn mod tipic, cu un numar de celule de 2
pana la 5 x 10° PBMC, celulele sunt resuspendate in 800 pl de tampon si apoi 200 pl din
fiecare reactiv sunt utilizati. Dupa incubare cu reactivi, celulele sunt adiugate la coloana
(resuspendate in 2 ml de tampon). Celulele non-NK aderé la magnet (epuizate) si celulele
NK sunt izolate si colectate in flux. Celulele sunt spalate, resuspendate in medii RPMI
(contine: RPMI 1640, la care este adaugat 1% din fiecare care urmeaza: L-glutamina; amino-
acizi neesentiali; piruvat de sodiu; antibiotic-antimicotic (toate de la Gibco/BRL, Gaithersburg,
MD); ser bovin fetal 10% (Hyclone) ) si puse pe placi cu fund plat cu 96 de godeuri la o
densitate de 1 x 10° celule/godeu in 200 pl. Celulele au fost recoltate si spalate de dous ori
in DPBS, resuspendate in medii RPMI si puse pe placi cu fund plat cu 96 de godeuri, la o
densitate de 1 x 10° celule/godeu Tn 200 pl, cu varierea concentratiilor de IL-2 sau muteina
in medii RPMI. Pl&cile au fost incubate timp de 48 hla 37°C, |a care s-a adaugat 3H-timidina
1 uCi (DuPont NEN®, Boston, MA)/godeu timp de 6 h, recoltate si radioactivitatea a fost
masuratd dupa recoltarea celulelor pe filtre cu fibre de sticla.

Exemplul 5. Muteine care in mod selectiv activeaza celulele T fatd de celulele NK

Muteine au fost generate utilizand mutageneza orientata la situs (Kunkel si alfji
(1987), Methods Enzymol., 154: 367-382) la pozitille Asp-20, Asp-84, Asn-88 si GIn-126, si
au fost exprimate in E. coli, utilizdnd sistemul de expresie pET-3a, aga cum a fost descris
de furnizor (Stratagene). Muteinele au fost purificate prin recuperarea corpilor de incluziune
in guanidina-HClI, repliere si cromatografiere, utilizand HPLC, asa cum a fost descris anterior.
Proteina care rezuita este >95% pura determinata prin SDS-PAGE cu coloratie argentica si
a fost analizatd pentru concentratie si puritate prin analiza de aminoacizi (precizii AAA Tn
mod tipic >90%). Muteinele avand activitate corespunzétoare au fost confirmate in secventa,
utilizdnd analiza spectrometriei de masa. Muteinele astfel purificate au fost evaluate in
testele de celule T i NK descrise anterior. Activitatile relative pentru muteinele IL-2 in testele
de celule T si NK sunt indicate in tabelul 1.

Tabelul 1
Muteine evaluate pentru activitatea selectiva asupra celulelor T
Activitate relativa Activitate relativa
Muteina Celule T fata de NK Celule T Celule NK
WtIL-2 1 1,00000 1,00000
Muteine D20
D20A 5 0,00024 0,00005
D20H 3900 0,37081 0,00009
D20I 7600 4,59635 0,00061
D20K 330 0,06301 0,00019
D20L 100 0,00063 0,00001
D20M 490 0,05372 0,00011
D20N 160 0,03000 0,00019
D20Q 100 0,03180 0,00032
D20R 33 0,00018 0,00001
D20S 170 0,06640 0,00038
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Tabelul 1 (continuare)

Activitate relativa Activitate relativa
Muteina Celule T fata de NK Celule T Celule NK
D20V 10 0,00093 0,00009
D20Y 1000 0,06587 0,00007
Muteine N88
N88BA 50 0,50000 0,01
N88E 10 0,01172 0,00115
N88F 22 0,02222 0,001
N88G 980 8,33333 0,00853
N88H 3 0,00100 0,001
N88I 9600 0,98074 0,00010
N88K 3 0,00010 0,00032
N88L 4 0,00400 0,001
N8 8M 250 0,25000 0,001
N88R 6200 0,89730 0,00015
N88S 80 0,00200 0,16000
N88T 395 0,50000 0,001266
N8 8V 67 0,06670 0,001
N88W 1 0,00100 0,001
N88Y 8 0,00800 0,001
Muteine Q126
Q126A 0,30 0,01743 0,05809
Q126D 240 0,14630 0,00061
Q126E 400 10,0000 0,02500
Q126F 32 0,87358 0,02749
Q126G 100 0,55556 0,00556
Q126H 0,03 0,02216 0,73875
Q126l| 33 0,00100 0,00003
Q126K 1,0 1,00000 1,00000
Q126L 680 3,06186 0,00447
Q12 6M 9,1 19,94092 2,19298
Q126N 10 6,57895 0,64993
Q126P 3,0 0,00032 0,00011
Q126R 11 4,02695 0,36392
Q126S 33 0,03417 0,00103
Q1267 3,3 0,00010 0,00003
Q12 6V 330 1,00556 0,00302
Q12 6W 1,0 0,20000 0,20000
Q126Y 10 0,88500 0,08850

Activitatile muteinelor sunt descrise in termeni de concentratie relativa a muteinei
necesare, pentru a da 50% din raspunsul maxim (CEs;) in comparatie cu CE, a wtlL-2 n
acelasi test; in cazul testelor multiple cu aceeasi muteina, este prezentatd media geometrica
a valorilor. Valorile CE, pentru wt IL-2 sunt cuprinse in domeniul de la ~10 pM pé&na la
150 pM in testul de celule T si de la ~50 pM pana la ~200 pM in testul de celule NK. Raportul
dintre activitatea muteinelor asupra celulelor T si activitatea asupra celulelor NK este expri-
mat ca activitatea relativd a muteinei la nivelul celulelor T, impartita la activitatea relativa a
muteinei la nivelul celulelor NK. Acest raport este determinat pentru fiecare muteina, folosind
numai activitatea determinata din testele de celule T si NK date, utilizand celule de la un

donor unic.
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Activitatile muteinei pot fi clasificate in 6 categorii mari: 1
1) selectivitate pentru celule T de 1000 de ori;
2) selectivitate pentru celule T de 100 Tnsa <1000 de ori; 3
3) selectivitate pentru celule T de 10 ins& <100 de ori;
4) activitate imbunatatitd comparativ cu IL-2 la nivelul celulelor T; 5
5) selectivitate pentru celulele NK;
6) selectivitate de 10 ori fie pentru celulele T, fie pentru celulele NK. 7
Clasa 1: D20H, | si Y; N88G, | si R.
Clasa 2: D20K, L, M, N, Q si S; N88M si T; Q126D, E, G, L si V. 9
Clasa 3: D20R; N88A, E, F, Ssi V; Q126F, I, N, Rsi S.
Clasa. 4: D20I; N88G; Q126E, L, M, Nsi R. 11
Clasa 5: Q126A, H.
Clasa 6: D20A, T si V; N88H, K, L, Wsi Y; Q126K, P, T, Wsi Y. 13
Ininteriorul claselor 1-3, muteinele preferate sunt acelea care arata activitate aproape

ca wt IL-2 sau mai buna la nivelul celulelor T. In clasa 1, aceasta va include D20H sil; N88G, 15

I si R; in clasa 2, aceasta va include N88M si T, Q126D, E, G, L i V; in clasa 3, aceasta va
include N88A, Q126F si G. Muteinele din clasa 4 sunt prezise a avea putere mai mare decéat 17
wtlL-2 in vivo.

Poate fi vazut din tabelul 1 ca nici o singurd mutatie nu are drept rezultat o muteina 19
IL-2 inactiva in ambele teste. Cu toate acestea, poate fi trasd concluzia ca o combinatie a
mutatiilor care au drept rezultat activitate compromisa, in mod serios, de la doud pozitii 21
diferite va da potential, o activitate de antagonist IL-2 la nivelul celulelor T sau a altor tipuri
de celule cu receptor IL-2 de afinitate ridicata. Un astfel de antagonist este prezis din aceste 23
date cand mutatiile au fost proiectate pentru a altera numaiinteractiunile cu IL-2Rp si IL-2Ry.
Un astfel de exemplu va fi muteina dubld D20R/Q126T. Combinatia muteinelor de activitate 25
slaba Tntr-o molecula este prezisa a fi combinatorie in naturd, adicd D20R are activitate

0,00018 la nivelul celulelor T, Q126T are activitate 0,0001 la nivelul celulelor T, muteina 27
dubla D20R/Q126T va fi de asteptat sa aiba activitatea 0,000000018 din cea a wt IL-2 la
nivelul celulelor T. Alte combinatii pot fi derivate din datele furnizate. 29

Exemplul 6. Activitatea biologica a wtlL-2 si a muteinelor IL-2

Fig. 1 péna la 7 arata curbele doza-raspuns a wt IL-2 umane (IL-2) si D20H (fig. 1), 31
IL-2 si D201 (fig.2), IL-2 si N88G (fig.3), IL-2 si N88I (fig.4), IL-2 si N88R (fig.5), IL-2 5i Q126E
(fig.6) si IL-2 $i Q126L (fig.7). A: rdspuns-doza individual pentru IL-2 (cercuri negre) si pentru 33
muteina (cercuri albe) in testul primar de proliferare a celulelor T umane (blasti PHA). B:
raspuns-doza individual pentru IL-2 (triunghiuri negre) si pentru muteina (triunghiuri albe) in 35
testul primar de proliferare a celulelor NK umane.

In mod special, cu referire la fig.1, pentru experimentul aritat, doza de wt IL-2 care 37
da 50% din proliferarea maxima (CE,,) este - 1,5 x 107'° M pentru testul de celule T (A) si ~1
x 107 M pentru testul de celule NK (B). Valoarea CE,, pentru D20H a fost de ~2 x 107° M 39
in acest test de celule T, insa estimat a fi >1 x 10° M Tn acest test de celule NK.
Tmbunétatirea neté in activitatea lui D20H asupra celulelor T fata de activitatea asupra 41
celulelor NK este astfel > de 50.000 de ori ca determinata pentru acest test. Rezultate
similare au fost obtinute cu sange de la donori suplimentari (date nearatate). 43

Tn mod special, cu referire la fig.2, pentru experimentul aratat, doza de wt IL-2 care
da 50% din proliferarea maxima (CEj,) este ~1,5 x 107 M pentru testul de celule T (A) si ~3 45
x 107° M pentru testul de celule NK (B). Valoarea CE,, pentru D20I a fost de asemenea, de
~1,5 x 107° M in acest test de celule T, ins& estimat a fi de numai ~5 x 10 M in acest test 47
de celule NK. imbunatatirea neta in activitatea lui D201 asupra celulelor T fata de activitatea
asupra celulelor NK este astfel ~ de 16.000 de ori ca determinatd pentru acest test. 49
Rezultate similare au fost obtinute cu sange de la donori suplimentari (date nearatate).
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in mod special, cu referire la fig.3, pentru experimentul aratat, doza de wt IL-2 care
d& 50% din proliferarea maxima (CE,,) este ~4 x 10" M pentru testul de celule T (A) si - 2
x 107'° M pentru testul de celule NK (B). Valoarea CE, pentru N88G a fost de ~5 x 10 M
Tn acest test de celule T, ins& estimat a fi de numai ~3 x 10® M in acest test de celule NK.
Imbunatatirea neta in activitatea lui N88G asupra celulelor T fatd de activitatea asupra
celulelor NK este astfel ~ de 1.200 de ori ca determinata pentru acest test. Rezultate similare
au fost obtinute cu sénge de la donori suplimentari (date nearatate).

Tn mod special, cu referire la fig.4, pentru experimentul aratat, doza de wt IL-2 care
d& 50% din proliferarea maxima (CEs,) este ~1,5 x 107° M pentru testul de celule T (A) si ~1
x 107° M pentru testul de celule NK (B). Valoarea CE,, pentru N88I a fostde ~4 x 10" M in
acest test de celule T, insa estimat a fi de numai ~5 x 10° M in acest test de celule NK.
Imbunatatirea netad in activitatea lui N88I asupra celulelor T fatd de activitatea asupra
celulelor NK este astfel ~ de 18.000 de ori ca determinata pentru acest test. Rezultate simi-
lare au fost obtinute cu sange de la donori suplimentari (date nearatate).

Tn mod special, cu referire la fig.5, pentru experimentul aratat, doza de wt IL-2 care
da 50% din proliferarea maximé (CE,) este ~1,5 x 107'° M pentru testul de celule T (A) i ~1
x 107 M pentru testul de celule NK (B). Valoarea CE,, pentru N88R a fost de ~9 x 107" M
in acest test de celule T, insa estimat a fi de numai ~3 x 107 M in acest test de celule NK.
Imbunatétirea netd in activitatea lui N88R asupra celulelor T fata de activitatea asupra
celulelor NK este astfel ~ de 5.000 de ori ca determinata pentru acest test. Rezultate similare
au fost obtinute cu sénge de la donori suplimentari (date nearatate).

In mod special, cu referire la fig.6, pentru experimentul aratat, doza de wt IL-2 care
da 50% din proliferarea maxima (CE,,) este ~8 x 107> M pentru testul de celule T (A) si ~5
x 10" M pentru testul de celule NK (B). Valoarea CE,, pentru Q126E a fost de ~8 x 10" M
in acest test de celule T, insé estimat a fi de numai ~2 x 10° M in acest test de celule NK.
imbunatatirea neta in activitatea lui Q126E asupra celulelor T fata de activitatea asupra
celulelor NK este astfel ~ de 400 de ori ca determinata pentru acest test. Rezultate similare
au fost obtinute cu sénge de la donori suplimentari (date nearatate).

Tn mod special, cu referire la fig.7, pentru experimentul aratat, doza de wt IL-2 care
d4 50% din proliferarea maxima (CE,,) este ~5 x 10™"" M pentru testul de celule T (A) si ~8
x 10" M pentru testul de celule NK (B). Valoarea CE,, pentru Q126L a fost de ~2x 10™"' M
in acest test de celule T, Insa estimat a fi de numai ~2 x 10® M in acest test de celule NK.
Imbunatatirea netd in activitatea lui Q126L asupra celulelor T fatd de activitatea asupra
celulelor NK este astfel ~ de 625 de ori ca determinata pentru acest test. Rezultate similare
au fost obtinute cu sange de la donori suplimentari (date nearatate).

Exemplul 7. Studii de toxicitate la cimpanzeu

IL-2/N88R a fost selectata dintre proteinele mutante IL-2 din tabelul 1, datorita activi-
tatii sale demonstrate de agonist selectiv de celule T in testele primare de celule T si NK
umane. Referitor la IL-2 tip salbatic, ea este de ~ 6.000 de ori mai activa la nivelul celulelor
T decét la nivelul celulelor NK si prezinta activitate, in mod esential, echivalenta cu wt IL-2
la nivelul celulelor T. IL-2/N88R a fost produsa in celule CHO, purificata si evaluata intr-un
model de cimpanzeu pentru activitatea si toxicitatea IL-2. In acest model in vivo, ea a aratat
activitate la nivelul celulelor T, comparabild cu a variantului recombinant de IL-2, accesibil
comercial (PROLEUKIN™ Chiron Corporation, Emeryville, CA), dar a indus in comparatie,
numai efecte secundare moderate (atat in termeni de parametri obiectivi, cat si parametri
clinici).
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A. Plan experimental

1. Materiale si metode

Partea in vivo a studiului a avut loc la New Iberia Research Center (New lberia, LA,
Sponsor Bayer Corporation, Ber-keley, CA) si a implicat doua faze ale studiului si 11
cimpanzei masculi, adult tanar pana la adult, cu greutati corporale cuprinse in domeniul de
la aproximativ 45 pana la 75 kg.

Faza | a studiului a fost o faza de determinare a dozei si a implicat administrarea unei
doze subcutanat, dintr-un vehicul sau a unei doze subcutanat de PROLEUKIN la 1,2 mg/m?,
de doua ori pe zi (BID), timp de 5 zile. Faza ll a studiului este o comparatie a vehiculului,
PROLEUKIN si a IL-2/N88R date subcutanat, la fiecare 12 h (q12h), timp de 5 zile. Doza de
IL-2/N8 8R a fost selectata pentru a da o expunere comparabila cu cea pentru PROLEUKIN
bazat pe analiza farmacocinetici. Probe de sdnge au fost luate pentru analiza chimiei
sangelui, CBC, hematologie/coagulare si analiza FACS a populatiilor de celule T si NK asa
cum este detaliat Tn sectiunile 5 si 6.

Tabelul 2A
Mod de lucru, faza |
Grup, numarul Numar de Produs de Doza Frecventa
animale testat
1 1 Vehicul NA BID timp de 5 zile
2 2 PROLEUKIN 1,2 mg/m* BID timp de 5 zile
Tabelul 2B
Mod de lucru, faza Il
Grup, numarul Numar de Produs de Doza Frecventa
animale testat
1 2 Vehicul 2,4 ml/m? q12h timp de 5 zile
2 3 PROLEUKIN 1,2 mg/m? q12h timp de 5 zile
3 3 IL-2/N88R 1,2 mg/m® q12h timp de 5 zile

2. Procedura de dozare

In zilele de studiu in care s-a recoltat sange, animalele au fost complet anesteziate,
utilizand ketamina 1M la o doza de aproximativ 10 mg/kg inainte de administrarea produsului
sau vehiculul de test. in zilele de studiu in care analiza de sange nu a fost necesara,
animalele au fost restrictionate fizic, utilizdnd o cugcd cu spatiu limitat inainte de
administrarea produsului sau vehiculului de testare. Doza a fost administrata prin injectie
subcutanata la fiecare 12 h, timp de 5 zile si locul de injectie a fost tuns de parin ziua 1 a
studiului. Locul si timpul de dozare au fost inregistrate pentru fiecare doza.

3. Observatii clinice

(a) Observatii zilnice si consum de hrand. Fiecare animal a fost observat de doua ori
pe zi si oricare observatie anormala a fost raportata conducatorului studiului. Animalele care
par bolnave au fost aduse in atentia conducétorului studiului, veterinarului proiectului si
reprezentantului sponsorului. Consumul de hrana a fost confirmat si inregistrat de doua ori
pe zi, prin observare vizuala.

(b) Greutéti corporale. Greutatile corporale au fost luate Tn prestudiu, inaintea dozarii
din ziua 1 si de fiecare data animalele au fost sedate pentru recoltarea sangelui.

(c) Observarea locurilor de injectie. Locurile de injectie au fost observate zilnic. Orice
aspect anormal, cum ar fi roseata sau umflatura, a fost inregistrat.
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Tabelul 3A
Graficul pentru colectarea probelor fazei Il
Timp CBC Chim. Coag. FACS Test pentru
sponsor
Prestudiu X X X X X
Ziua 1, predoza X X X X X
Ziua 1, 15 min X
Ziua 3, pre doza X X X X X
Ziua 3, 15 min X
Ziua 6 X X X X X
Ziua 8 X X X X X
Ziua 10 X X X X X
Ziua 12 X X X X X
Ziua 15 X X X X X
Ziua 30 X X X X X

4. Manipularea probelor

(a) Chimia serului. Probe de sénge de aproximativ 2 ml au fost recoltate de la fiecare
animal in tuburi fara anticoagulant, la perioadele de timp specificate mai sus. Timpii de recol-
tare a sangelui au fost Tnregistrati si sangele a fost ldsat sa se coaguleze la temperatura
camerei. Probele au fost apoi centrifugate, serul separat si expediat la NIRC Clinical
Pathology Laboratory. Tabloul chimiei serului standard NIRC a fost inclus in tabelul 4.

Tabelul 4
Tabloul chimiei sdngelui
Sodiu Fosfor
Potasiu Azot ureic
Clorura Creatinina
Bilirubina totala Proteine totale
Fosfataza alcalina Albumina
Lactatdehidrogenaza (LDH) Raport albumina/globuline
Aspartataminotransferaza (AST) Glucoza
Alanintaminotransferaza (ALT) Calciu
Dioxid de carbon (CO,) Gamma-glutamiltransferaza (GGT)

(b) Hematologie. Probe de sange de aproximativ 2 ml de au fost recoltate de la
fiecare animal in tuburi cu EDTA, la perioadele de timp specificate mai sus si probele au fost
expediate la NIRC Clinical Pathology Laboratory. Tabloul hematologic NIRC standard, inclu-
zand hemoleucograma completa, diferentiald si numararea trombocitelor, a fost efectuat
tuturor probelor.

(c) Testele pentru sponsor. O proba de sange de aproximativ 6 ml a fost recoltata in
tuburi cu EDTA ca anticoagulant, la perioadele de timp specificate mai sus. Timpii de recol-
tare a sangelui au fost inregistrati. Probele au fost centrifugate, plasma a fost separata si
divizata in trei tuburi separate. Plasma a fost depozitata prin inghetare (-60°C sau sub) si
transportata cu nava la Bayer Corporation, Berkeley, CA, de indata ce studiul a fost terminat.

5. FACS

(a) Procedura. O proba de sange de aproximativ 5 ml a fost recoltata in anticoagulant
sodiu heparina, la timpii specificati pentru analiza FACS.

Proba de sange total a fost obtinuta fie in EDTA, ACD, fie in heparind. Numerele de
celule au fost ajustate pentru a fi in domeniul de la 2 pana la 20 de mii per mm®,
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Tuburi de sticla sau de plastic 12 x 75 au fost etichetate in mod corespunzator pentru
a efectua tabloul de anticorpi. Anticorpul sau cocteilul de anticorpi a fost adaugat in tuburi,
urmand volumele sugerate de furnizor.

100 pl de proba de sénge bine amestecata au fost adaugati per tub si amestecul a
fost incubat timp de 30 min la temperatura camerei, protejat de lumina.

Dupa incubare, 2 ml de solutie de liza (solutie de liza sort Becton Dickinson FACS,
BD # 92-0002) au fost adaugati si amestecul a fost agitat turbionar, cu grija, si lasat sa stea
timp de 10 min la temperatura camerei. Tuburile au fost apoi centrifugate la temperatura
camerei timp de 5 min, la 300 x g. Supernatantii au fost decantati, excesul de lichid a fost eli-
minat si a fost adaugat 1 ml de tampon PBS (GIBCO 14190-144) la fiecare pelet de celule.
Dupa o agitare turbionara, cu grija, tuburile au fost centrifugate la temperatura camerei timp
de 5 min, la 300 x g. Supernatantii au fost decantati si excesul de lichid a fost eliminat inain-
tea adaugarii unui ml de solutie fixativa (solutie de formaldehida 0,5%, preparata prin dilua-
rea formaldehidei 10% (Polyscience, Inc., # 0418) 1:20 cu tampon PBS) la peletul de celule
si a agitarii turbionare, cu grija, pentru resuspendare. Probele au fost apoi analizate cu un
citometru de flux Coulter EPICS SL Flow Cytometer.

Anticorpi utilizati pentru studiu: control izotip MIgGI/MIgGI (Becton Dickinson, Cat.#
349526), CD45-PerCP (Becton Dickinson, Cat.# 347464), CD8-FITC (Becton Dickinson,
Cat.# 347313), CD25-PE (Becton Dickinson, Cat.# 30795X), CD4-FITC (Becton Dickinson,
Cat.#340133), CD16-PE (Pharmingen, Cat.# 347617), CD3-PerCP (Becton Dickinson, Cat.#
347344).

6. Profil de coagulare

O proba de sénge total de aproximativ 2 ml a fost recoltata in tuburi cu citrat de sodiu,
adaugat ca anticoagulant la timpii specificati mai sus. Profilul de coagulare se compune din
timp de protrombina (TP), timp de tromboplastina partial activata (TTPA) si fibrinogen.

B. Rezultate si discutii

1. Determinarea dozei de PROLEUKIN

Scopul primar al acestei faze a fost de a identifica 0 doza optima de PROLEUKIN
pentru compararea cu IL-2/N88R. Aceasta doza optima de PROLEUKIN a fost tintitd a fi o
doza tolerabila (mai mica decat doza maxim tolerata) care va determina, in mod ideal, toxi-
citatea clinic semnificativa, dar moderata si reversibila.

O doz& de PROLEUKIN de 1,2 mg/m?, BID, a fost determinata ca doza initiald, bazat
pe regimurile de dozd de PROLEUKIN date clinic cu extrapolare la specii incrucigate,
toxicitatile lor corespunzatoare si rezultatele doza PROLEUKIN-raspuns la maimuta
cynomolgus de casa.

Doi cimpanzei au fost tratati in aceasta maniera cu PROLEUKIN. Aceste animale au
devenit Tn mod progresiv, mai putin active, epuizate si deshidratate pe parcursul dozarii.

Ambele animale au dezvoltat simptome severe gastrointestinale, incepand cu zilele
3 sau 4, incluzand apetit redus, diaree, voma. Dozarea la un animal (numarul X-159) a fost
facuta discontinuu dupa 3 zile de dozare, datorita unei disfunctii renale severe (fig. 8A&B)
siunei disfunctii hepatice moderate (fig. 8 C&D), reflectate in caracteristicile chimiei sangelui.
Acestea includ cregteri ale azotului ureic din sange (BUN), creatininei si bilirubinei totale,
ALT (SGPT).

A fost administratad i.v. solutie Ringers lactat la ambele animale tratate cu
PROLEUKIN, in ziua 3 si 4 (animal X-159) si numai ziua 4 (animal X-124) ca resuscitare sau
pentru a preveni deshidratarea suplimentara. Animalul numar X-159 a fost scos din studiu
in ziua 8, datorita disfunctiei renale si trombusului posibil la nivelul membrului inferior drept,
asa cum a fost indicat de pulsul foarte scazut (femural) si intreaga gamba a fost rece si cu
volum marit. Cu toate ca a fost observata toxicitate semnificativa intr-un animal, celalalt
animal a experimentat mai putine evenimente severe si profilul evenimentelor nefavorabile
pentru ambele animale a fost reversibil.
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Bazat pe aceasta, 1,2 mg/m* de PROLEUKIN si doza echivalenta (bazat pe expu-
nere) de IL-2/N88R, q12h, au fost determinate a fi regimul de doza corespunzator pentru
compararea acestor doi compusi.

2. Compararea IL-2/N88R cu PROLEUKIN

Observatii clinice. Tabelul 5 prezinta observatiile clinice facute Tn timpul studiului.
Valorile sunt raportate pe o scard de la 0 la 5, unde 5 este sever. Toate animalele tratate cu
PROLEUKIN au fost sever bolnave; a existat un deces asociat cu tratamentul cu
PROLEUKIN. Valorile raportate dupa ziua 6 pentru grupul de PROLEUKIN reflectd datele
de la cele doua animale care au ramas.

Cel mai evident efect secundar al tratamentului cu IL-2/N88R pare a fi perturbarea
moderata gastrointestinala (Gl) (emeza), cu toate ca tratamentul nu induce toxicitate nomi-
nala in termenii parametrilor indicati in tabelul 4.

Greutatea corporala a grupului de PROLEUKIN a scazut 6% din ziua 6 si a scazut
la 10% in ziua 10 si a recuperat incet dupa aceea (vezi fig. 9). In contrast, grupurile de IL-
2/N88R si vehicul au avut doar 1-3% pierdere in greutate, cel mult.

Tabelul 5
Observatii clinice™
Tratament Stare Pierderea Letargie Gl Stare de rau
generala apetitului
IL-2/N88R buna 1 1 2 1
PROLEUKIN Grav bolnav 5 4/5 5 4/5
Vehicul Normala 0 0 0 0

*Scala de la 0 la 5, unde 5 este cel mai sever

(a) Hematologie. IL-2/N88R a indus efecte celulare consecvente, cu activarea
PROLEUKIN, in special limfocitoza (fig. 10A), cresterea in leucocite (fig. 10B) si neutrofile
(fig. 10C) a fost observata, de asemenea. IL-2/N88R a indus numai o trombocitopenie margi-
nala (nadir de ~15%) comparativ cu PROLEUKIN (nadir de ~50%) pe durata perioadei de
tratament a studiului (fig. 10D).

(b) Functia renald. Nivelurile BUN au fost, in mod marcant, mai mari in toate
animalele tratate cu PROLEUKIN 1in zilele 6 si 8 (fig. 11A). Nivelurile BUN au fost peste
130 mg/dL in doua din aceste animale; nivelurile de creatinina au fost crescute, de aseme-
nea, in mod dramatic, in cele doua animale atat in ziua 6, cat si in ziua 8 (fig. 11B), indicand
o incetare completa a functiei renale. In plus, atat fosforul seric, cat si hiatusul anionic au fost
crescuti, de asemenea, in grupul tratat cu PROLEUKIN, in zilele 6 si 8. Tn contrast, in toate
animalele tratate cu IL-2/N88R, acesti parametri renali au ramas bazic normali pe tot
parcursul studiului (fig. 11 C&D).

(¢) Functia hepatica. Bilirubina totala a fost mai mult decét triplata in grupul de
PROLEUKIN in ziua 6 si a rdmas ridicata pana la ziua 10 (fig. 12A). In contrast, numai un
animal in grupul IL-2/N88R a avut o crestere minora, vremelnica, in zilele 3 si 6. Nivelul
SGPT seric a crescut, in mod dramatic, si a atins valoarea de peste 100 U/L in toate anima-
lele PROLEUKIN in ziua 6 (fig. 12B). Nivelul SGPT Tn animalul numarul A199 a atins valoa-
rea de 651 U/L si SGOT valoarea de 2789 U/L (Lab. Note Book: NIRC # 8754-9852-Phase
Il, Table 1 Individual and Group Mean Chemistry Values, page 17 of 21 of the table), indi-
cand o insuficienta hepatica severa.

(d) Coagulare. Nivelul de fibrinogen a fost mai mult decat dublat atat in grupul
PROLEUKIN, cat si in grupul IL-2/N88R si a avut un peak in ziua 6 (fig. 12C). Cresterea pare
a se fi intamplat mai devreme in grupul PROLEUKIN decét la animalele IL-2/N88R. Aceasta
este reflectata printr-o crestere de 51% fata de 5% in ziua 3. Schimbarile in fibrinogen pot
fi un rezultat al raspunsului de proteina acut, mai degrabd decat defecte de coagulare,
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deoarece nu au existat schimbari semnificative in TTPA sau, Tn mod corespunzator in TP,
pe durata aceleasi perioade de timp. (fig. 12D). Cu toate acestea, incepand din ziua 10,
nivelul TTPA in animalele PROLEUKIN a aratat o evidentd tendintd de crestere, desi
valoarea absolutd a ramas in interiorul domeniului normal. Aceeasi tendinta, desi la o extin-
dere mai mic, a fost, de asemenea, observata in grupul IL-2/N88R. In mod interesant,
totusi, nivelul de fibrinogen pare sa fi avut o tendinta de scddere in aceeasi perioada de timp,
n mod corespunzétor, in ambele grupuri.

(e) Homeostaza. Nivelurile de sodiu din ser au scazut sub 135 MEQ/L in doua din
cele trei animale PROLEUKIN in ziua 8, insd a ramas normal la restul animalelor (fig. 13A).
Nivelurile de clor in grupul PROLEUKIN au fost, de asemenea, reduse la sub 95 MEQJL,
incepéand cu ziua 3 si au ramas scazute pana in ziua 15 (fig. 13B). Nivelul de calciu a fost
inferior in doua din cele trei animale PROLEUKIN in zilele 6 si 8 si a coborat pana la 4,9 si
3,1 mg/dL in animalul A 199 (fig. 13C). Nivelul de potasiu a scazut la sub 3 MEQ/L din zilele
3 panala 12, in toate animalele tratate cu PROLEUKIN, cu exceptia animalului A199, al carui
nivel de potasiu a crescut la un nivel toxic de 7,2 MEQJL, nainte de a fi scos din studiu (fig.
13D).

() Semne de exudare vasculara. Nivelul de albumina din ser a scazut atat in grupul
PROLEUKIN (37%), cat si in grupul IL-2/N88R (19%) (fig. 14A). O crestere in nivelul
hematocritului a fost observata in grupul PROLEUKIN in zilele 3 si 6 (fig. 14B). In contrast,
nivelurile hematocritului atat in grupul de control vehicul, cat si in grupul IL-2/N8 8R au
scazut in timpul aceleasi perioade de timp si au rdmas mici, indicand o anemie moderat3,
care era de asteptat datorita recoltarilor multiple de probe de sénge (fig. 14 B&C). Cresterea
hematocritului in grupul PROLEUKIN cand este cuplata cu o descrestere in albumina este
consecventd cu dezvoltarea unui sindrom de exsudare capilara.

3. Activare celulara

Eficacitatea pentru PROLEUKIN si IL-2/N88R a fost urmarita prin variatia procenta-
jului de limfocite pozitive CD25 (trafic + proliferare) si a valorii medii a fluorescentei pentru
CD25 sau a numarului de antigeni CD25 exprimati la suprafata unei celule T date (CD25 =
IL-2R de afinitate mica). Expresia CD25 a fost urmarita la nivelul populatiei totale de celule
T (celule CD3+), precum si la nivelul populatilor CD3+CD4+ gi CD3+CD8+.

Activitatea IL-2 la nivelul celulelor Natural Killer (NK) a fost urmarita printr-o analiza
a traficului celulelor NK CD3-CD16+ si al celulelor NK CD3-CD25+CD16+. Numerele
absolute de celule CD3+, CD4+, CD8+, NK au fost determinate prin multiplicarea procentului
de celule prin numarul de limfocite per mm?®, date obtinute in timpul analizei de hematologie.

(a) Reglarea expresia lui CD25 la nivelul suprafefei celulelor T. Procentul de celule
T activate, asa cum a fost indicat de celulele pozitive CD25, a fost reglat in sus in functiune
fn ziua 6 a studiului, mai cu seama la nivelul subpopulatiei de celule T CD3+CD4+.
PROLEUKIN pare a induce expresia CD25 la nivelul unui procentaj mai mare de celule T
CD3+ totale, si de subpopulatii de celule T CD3+CD4+ si CD3+CD8+, in ziua 6. Cu toate
acestea, din ziua 8, procentul de celule care exprima antigenul CD25 a fost identic la nivelul
limfocitelor de cimpanzei tratati cu PROLEUKIN si de cimpanzei tratati cu IL-2/N88R
(fig. 15A, B si C). Nici o evidenta pentru CD25 de suprafata in populatia de celule Natural
Killer (NK) nu a fost observata nici in cimpanzeii tratati cu PROLEUKIN nici in cimpanzeii
tratati cu IL-2/N88R. Lipsa expresiei lui IL-2Ra (antigen tintit pentru colorarea suprafetei
celulare prin CD25) la suprafata populatiei de celule NK selectate (CD3-/CD16+) este sus-
pectata a fi responsabild pentru aceste rezultate. Numarul absolut de celule T CD3+CD25+
a urmat un model similar ca procentajul de celule T CD3+CD25+, cu PROLEUKIN care
apare mai activa decéat IL-2/N88R (fig. 16A). IL-2/N88R a aratat un potential de activare a
celulelor T similar cu cel al PROLEUKIN la nivelul populatiei de celule T CD3+CD4+,
deoarece reglarea de amplificare a numarului absolut de limfocite CD3+CD4+CD25+ indus
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de IL-2/N88R a fost identica cu reglarea de amplificare vazutd cu PROLEUKIN (fig. 16B).
PROLEUKIN pare a creste numarul de celule T CD3+CD8+CD25+ la o extindere mai mare
decét IL-2/N88R (fig. 15C). Numarul de molecule CD25 (valoarea medie a fluorescentei)
exprimate la nivelul subpopulatiei de celule T CD3+CD4+ a urmat o cinetica identica fie cu
tratamentul cu PROLEUKIN, fie cu IL-2/N88R (fig. 17).

(b) Trafic de limfocite: efectul tratamentului cu PROLEUKIN si cu IL-2/N88R.
Activitdtile pentru PROLEUKIN si IL-2/N88R la nivelul populatiilor de celule T si NK au fost
determinate prin analiza variatiei numarului absolut de limfocite care circula inainte, in timpul
si dupa tratament (fig. 18). IL-2/N88R a aparut a avea o activitate mai mare decéat
PROLEUKIN pentru cresterea numarului absolut de limfocite care circulda CD3+CD8+
(fig. 18B). Ambii compusi au avut un efect comparabil, cu toate ca modest, de crestere a
numarului total de limfocite CD3+ (fig. 18C). Nici PROLEUKIN, nici IL-2/N88R nu au afectat
traficul celulelor NK (fig. 18 D).

C. Concluzii

IL-2/N88R a fost obtinuta printr-o triere a proteinelor IL-2 mutante in testele primare
de celule T gi NK, umane. Ea arata in vitro selectivitate pentru celulele T fata de celulele NK
de ~6.000 de ori. Bazat pe acest profil celular, a fost postulat ca ea va induce numai efecte
secundare moderate cand este administrata la o0 doza care ar provoca semnificativ activarea
celulelor T.

Experimentele in cimpanzei, comparand PROLEUKIN, cu IL-2/N88R, au confirmat
ca IL-2/N88R are un profil de siguranta in mod semnificativ mai bun decat PROLEUKIN,
mentinand in timp abilitatea comparabila de a induce activarea celulelor T.

Exemplul 8. Eficienta agonistului selectiv N88R de IL-2, in modelul tumoral de
metastaze pulmonare CT-2 6 la rozétoare

Mod de lucru: Soareci (Balb/c, femele de 6-8 saptdmani) au fost injectate intravenos
(IV) cu 1 x 10° de celule CT-26 (carcinoma de colon de rozitoare) in 0,2 ml PBS in vena
laterala a cozii in ziua 0. Tratamentul a fost cu PROLEUKIN sau [IL-2/N88R la doze diferite
(diluant : dextroza 5% Tn apa (D5W)), sau D5W, administrate |V, o data pe zi, timp de 8 zile
(QD x 8), Incepand cu ziua 1 dupa implantare. IL-2/N88R a fost preparata la temperatura
camerei prin diluare in D5W, utiliz&nd fiole siliconizate, folosind o seringa de tuberculina si
dozata la animale in decursul a 2 h de la preparare. PROLEUKIN a fost preparata prin adau-
garea 0,7 ml apa sterilda pentru injectie (SWFI) la fiecare fiolda (concentratia finala,
1,86 mg/ml). Dilutiile au fost facute asa cum au fost descrise pentru IL-2/N88R in D5SW
(tabelul 6).

Animalele au fost sacrificate Tn ziua 11. Plamanii au fost scosi i cantariti, clatiti in
PBS si tesutul transferat n solutie Bouin. 24 h mai tarziu, tesutul a fost transferat in formalina
10%. Numarul de colonii metastatice pulmonare a fost numarat sub un microscop de
disectie.

Tabelul 6
Doza si grupuri in studiul de model tumoral CT-2 6 la rozétoare
Grupuri N Tratament Doza, mg/kg

1 14 D5W NA

2 11 PROLEUKIN 3 mg/kg
3 11 PROLEUKIN 10 mg/kg
4 11 IL-2/N88R 1 mg/kg
5 12 IL-2/N88R 3 mg/kg
6 12 IL-2/N88R 10 mg/kg
7 12 IL-2/N88R 30 mg/kg
8 11 IL-2/N88R 60 mg/kg
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Tabelul 7 aratd numarul de metastaze numarate in soareci, individual. Eficientd com-
parabild a fost observata atat pentru IL-2/N88R, cat si pentru PROLEUKIN. La doza ridicata
de IL-2/N88R (grup 8, 60 mg/kg), toti, cu exceptia unui soarece, au avut 12 metastaze sau
mai putin; 3 dintre $oareci nu au aratat nici o metastaza. Aceasta este in contrast cu cea mai
ridicatd doza de PROLEUKIN testata, unde toti soarecii care au supravietuit au avut 12
metastaze sau mai mult.

Tabelul 7
Numéréari de metastaze individuale gi valori medii
Grup | Metastaze in plaman (sunt prezentate numarari Medie | SEM | Valoare P

pentru soareci, individual (2-cozi)

1 0 129 183 179 155 165 200 152 148 158 200 154 | 13,4
194 165 125 2

2 118 126 107 111 118 110 137 114 135 158 124 | 4,61 0,07278
132

3 12 36 16 19 30 23 4,66 | 0,00003

4 169 173 189 200 120 117 136 122 200 163 154 | 10,4 | 0,97029
110 1

5 171 176 186 159 192 139 117 200 195 116 168 | 9,31 0,43401
192

6 |92 111 112 114 109 84 68 47 58 49 112 87 8,16 | 0,00060

7 15 13 59 62 23 55 46 16 9 4 8 2 26 6,57 | 0,00000

8 |7032497012550 9 4,75 | 0,00000

Reducerea semnificativa (P <0,05) in metastaze a fost vazuta la soareci tratati cu IL-
2/N88R la doze de 10, 30 si 60 mg/kg (grupurile 6, 7 si respectiv 8) si in grupul tratat cu 10
mg/kg PROLEUKIN (grupul 3). Aceste rezultate sunt aratate grafic in fig. 19. Datele sunt
reprezentate folosind logaritmul dozei: pentru PROLEUKIN dozele au fost de 3 si 10 mg/kg;
pentru IL-2/N88R dozele au fost de 1, 3, 10, 30 si 60 mg/kg.

Fitarea curbelor utilizand o ecuatie neliniara (fitare de 4 parametri) a dat valorile Cl5,
de 5,2 mg/kg pentru PROLEUKIN si 10,9 mg/kg pentru IL-2/N88R.

Din datele acestui experiment, valoarea CI50 cu referire la reducerea numarului de
metastaze pentru IL-2/N88R a fost calculata ca fiind 10,9 mg/kg (8,6-13,9 mg/kg la 95% nivel
de incredere) si pentru PROLEUKIN ca fiind 5,2 mg/kg (3,5-7,7 mg/kg la 95% nivel de
incredere).

Supravietuirea goarecilor este aratata in tabelul 8. Tn grupul PROLEUKIN 10 mg/kg,
un (1) soarece a murit in ziua 7 si inca 5 (5) in ziua 8. Un (1) soarece a murit in ziua 8, in
fiecare dintre grupurile tratate cu 3 sau 10 mg/kg IL-2/N88R si niciun deces nu a fost
observat fie la 1, 30, fie la 60 mg/kg IL-2/N88R.

In plus, cei mai multi soareci tratati cu 3 mg/kg PROLEUKIN si toti soarecii tratati cu
10 mg/kg PROLEUKIN au fost muribunzi; nici o morbiditate nu a fost observata la soareci
tratati cu IL-2/N88R.

Tabelul 8
Supravietuirea goarecilor tratati cu IL-2/N88R sau PROLEUKIN
Grup Ziua
0 7 8 11
D5W! 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Pro: 3 mg/kg® 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Pro: 10 mg/kg® 100,0% 90,9% 45,5% 45,5%
IL-2/N88R: 1 mg/kg® 100,0% 100,0% 100,0% 100.0%
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Tabelul 8 (continuare)

Grup Ziua
0 7° 8 11
IL-2/N88R: 10 mg/kg® 100,0% 100,0% 91,7% 91,7%
IL-2/N88R: 30 mg/kg® 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
IL-2/N88R: 60 mg/kg? 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

'n = 14 goareci/grup
n = 11 goareci/grup
*n = 12 soareci/grup
“Niciun deces nu a fost observat Tnainte de ziua 7.

Animalele tratate cu PROLEUKIN din ambele grupuri au fost muribunde. Nici o morbi-
ditate nu a fost observata la nici unul dintre animalele tratate cu IL-2/N88R.

In rezumat, aceste studii indica faptul ca IL-2/N88R este tot atat de eficient ca si
PROLEUKIN la reducerea greutatii tumorii (ca masurata prin numararea metastazelor pulmo-
nare in modelul CT26). In plus, IL-2/N88R a fost aratat a fi in mod substantial mai putin
toxica decat PROLEUKIN.

Exemplul 9. Dezvoltarea liniilor celulare CHO stabile, de mare productivitate, care
exprima IL-2/N88R

Linii celulare de productie stabila, care secreta cantitati mari de muteina IL-2/N88R,
au fost dezvoltate prin transfectia celulelor CHO(dhfr-) cu vectorul de expresie aratat in
fig. 20. Elementele individuale ale vectorului de expresie IL-2/N88R sunt aritate in harta
plasmidica (fig. 20). Reprezentarea indicad CMV-e/p = promotor precoce de citomegalovirus;
PA = secventa semnal de poliadenilare a SV40; si DHFR = caseta de expresie a dihidro-
folatreductaza.

Vectorul a fost construit utilizand tehnicile de ADN recombinant standard. Vezi, in
general, Sambrook si altii, Molecular Cloning 2d ed., 1989, Cold Spring Harbor Press; Short
Protocols in Molecular Biology, 2d ed., 1992, John Wiley & Son; Methods in Enzymology
vol.185, Ed. Goeddel et al., Academic Press, Inc., London, 1991. Vectorul de expresie
contine casetele de expresie discreta pentru gena IL-2/N88R si gena DHFR (dihidrofolatre-
ductaza) selectabila si amplificabila.

Aproximativ 1 x 10° celule CHO (ovar de hamster chinezesc) au fost transfectate cu
10 pg de pBCHL2SA, utilizand reactivi Lipofectin (Life Technology Inc. Bethesda, Maryland),
conform instructiunilor furnizorului. Celulele au fost apoi selectate in prezenta de metotrexat
50 nM si crescute in medii DME/F12 (Life Technology Inc.) deficiente Tn timidina si
hipoxantina plus 5% de ser bovin fetal dializat. Populatiile de celule au fost triate pentru pro-
ductia de IL-2/N88R cu un set ELISA comercial (R & D Systems). Populatiile de mare pro-
ductivitate au fost selectate suplimentar in medii care contin concentratii crescatoare de
metotrexat (100 pana la 400 nM metotrexat) si triate pentru productia de IL-2/N88R. A fost
aplicata apoi clonarea cu dilutie limitanta, pentru a obtine clonele cu productivitate stabila si
mare. Clonarea a fost facuta in absenta de metotrexat, utilizand tehnicile de cultura tisulara
standard.

Exemplul 10. Productia fara ser a IL-2/N88R intr-un bioreactor cu perfuzie

Productia continua a IL-2/N88R a fost facuta prin fermentatie cu perfuzie continua.
Un fermentator Wheaton de 19 | a fost inoculat cu linia celulara CHO stabila din exemplul 9,
la 2 x 10° celule/ml si perfuzat la o vitez& de schimb a mediului de 5 I/zi. Mediul de productie
a fost un mediu pe baza de DME/F12 (Life Technologies, Inc., Rockville, MD) suplimentat
cu insulind umana recombinanta (10 pg/ml) (HUMULIN™ Eli Lilly, Inc., Indianopolis, IN) si
FeSO,@DTA (50 uM). Densitatea de celule a fost mentinutd la 4 x 10° celule/ml.
Randamentul ziinic mediu al fermentatorului a fost ~200 mg/zi. Productia de IL-2/N88R a fost
mentinutd Tn mod stabil timp de 30 de zile.
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Exemplul 11. Purificarea IL-2/N88R produsa in celule CHO

Procedura care urmeaza a fost aplicata la eluatui de perfuzie descris mai sus. Mediul
de perfuzie a fost recoltat si aplicat pe o coloana cu S-Sepharose. Coloana a fost echilibrata
cu tampon fosfat 20 milimolar cu NaCl 5 milimolar la pH 7,0. Alimentarea (“TCF”) este ajus-
tata la conductivitatea de 4 milisiemens, prin adaugare de apa si ajustata la acelasi pH, cu
acid fosforic.

Dupa ce TCF este incarcata, coloana este spalata cu acelagi tampon de echilibrare.
Elutia este insotitd de o deplasare de pH. Muteinele au fost eluate cu etanolamina 20 mM,
pH 10,5, pentru a spala muteinele din coloana, pentru a produce eluatul S.

Schimbul anionic a fost realizat prin trecerea eluatului S printr-o coloana QAE Fast
Flow™ (Pharmacia) echilibratd cu tampon bicarbonat 10 mM la pH 10,5. Viteza de curgere
a fost mentinuta la 250 cm/h. Dupa spalare la linia de baza, IL-2SA a fost eluata cu fosfat
20 mM, pH 4,0.

Cromatografia cu hidroxiapatit (HAP) a fost realizata prin trecerea eluatului QAE
diluat (1:1 cu WFI) peste o coloana umplutd cu hidroxiapatit ceramic (Type I, Bio-Rad,
Hercules, CA) echilibrata cu fostat 0,10 mM la pH 7,0. Viteza de curgere a fost mentinuta la
250 cm/h. Dupa spaélare la linia de baza, IL-2SA a fost eluata cu fosfat 100 mM, la pH 7,0.

Eluatul de la hidroxiapatit a fost ultrafiltrat la un volum de 300 ml, cu o unitate
Millipore Pelicon-2 echipata cu trei cartuse PES 5K (Millipore Corporation, Bedford, MA).

Eluatul HAP ultrafiltrat a fost purificat suplimentar prin trecerea peste o coloana de
excluziune dimesionald S100HR (Pharmacia) la 35 cm/h. Coloana a fost echilibrata cu fosfat
10 mM si NaCl 150 mM, pH 7,0.

Rezultatul filtrarii pe gel a fost diluat cu WFI, pentru a atinge o conductivitate de
4,0 mMhos/cm, si a fost reincarcat pe coloana cu S-Sepharose, in conditile descrise
anterior. IL-2SA a fost eluat cu tampon fosfat 10 mM cu NaCl 1 M, 1a pH 7,0.

Rezultatul dupa schimbul cationic final a fost dializat cu ser fiziologic tamponat cu
fosfat (PBS) peste noapte si diluat cu PBS steril, la o concentratie de 6 mg/ml. Lichidul diluat
final a fost apoi filtrat steril, divizat si apoi inghetat la -70°C. Recuperarea totala a fost de
65%.

Alte realizari ale inventiei vor deveni evidente persoanelor calificate in domeniu.
Aceasta inventie da indicatii cum sa se obtina muteine, care nu sunt, in mod specific,
descrise aici, dar care determina activarea celulelor T evidentiata prin proliferarea blastilor-
PHA si prin proliferarea redusa a celulelor NK si prin aceasta acele muteine intra in spiritul
si sfera inventiei. Conceptul si abordarea experimentald descrise aici vor fi aplicabile la alte
citokine, folosind sisteme de receptori multimerici heterologi, in special citokine inrudite IL-7,
IL-9 si IL-15, IL-10, interferon « si interferon y.

SECVENTE
Secventele care urmeaza sunt continute in aceasta cerere de brevet:
SECV ID NR: 1: hIL-2 (aminoacid)

SECV ID NR: 2: hiL-2 (ADNCc)

SECV ID NR: 3: Primer PCR &', IL-2

SECV ID NR: 4: Primer PCR 3/, IL-2

SECV ID NR: 5: Primer de mutageneza pentru vector de expresie IL-2
SECV ID NR: 6: Primer de mutageneza pentru mutatii D20X

SECV ID NR: 7: Primer de mutageneza pentru mutatii N88X

SECV ID NR: 8: Primer de mutageneza pentru mutatii Q126X
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LISTA DE SECVENTE

<110> Shanafelt, Armen B.
Greve, Jeffrey M.
Jesmok, Gary
Lembach, Kenneth J.
Wetzel, Gayle D.
<120> Agonisti si antagonisti selectivi de IL
<130> Indexuri' 1-8 de secvente de IL-2
<140>
<141>
<150> 09/080.080
<151> 1998-05-15
<160> 8

<170> Patentin Ver. 2.0

<210> 1

<211> 133

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1
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Ala

Len

Asn

Lys

Pro

AXg

Lys

Ile

Fro

Len

Pro

Ala

50

Leur

Pro

Glvy

Ile

Ser
139

<210>2
<211> 465

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

Thr

Len !

Lys

Thr

Glu

Arg

Serx

Vval

1:5

Thr

Ser 3

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

100

Glu

Leu

Leu

Th.r

Leu

Thr

Phe

Thr

Ser

Gln

Arg

Lys

Lo

70

Ile

Thr

Lel

RO 122150 B1

Thr

Met:

Met

His

Asn

Ser

Phe

Lys

Leu

40

Leu

Lea

Asn

Met

£g
120

Lvs Thr
10

» Lell Asn

25

Thr Phe

Gln Cys

Z’a Gln

Ile Asn

20

Cys Glu

Glp
Gly
Lys
Leu
Ser

75

Val

Tyr

'e Thr

Ile

Ile

Ala

Pr.e

atgtacagga tgcaactcct gtcttgcatt gcactaagtc ttgcacttgt cacaaaca

gt 60

gcacctactt caagttctac aaagaaaaca cagctacaac tggagcattt actgctgg

33

Gln

Asn

Tyr

45

Asn

Val

Asp

Lea
Asn

30
Met

Glu

Phe

Glu
110

s Gl

Glu Eis
15

Tyr Lys

Pro Lys

Leu Lvs

His Len

80

Gla Leu
95

Thr Ala

Ser Ila
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at 120

ttacagatga ttttgaatgg aattaataat tacaagaatc ccaaactcac caggatgc
te 180

acatttaagt tttacatgcc caagaaggcc acagaactga aacatcttca gtgtctag
aa 240

gaagaactca aacctctgga ggaagtgcta aatttagctc aaagcaaaaa ctttcact
ta 300

agacccaggg acttaatcag caatatcaac gtaatagttc tggaactaaa gggatctg
aa 360

acaacattca tgtgtgaata tgctgatgag acagcaacca ttgtagaatt tctgaaca
ga 420

tggattacct tttgtcaaag catcatctca acactgactt gataa

465

<210>3

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
cctcaactcc tgaattcatg tacaggatgce
30

<210> 4

<211> 31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
ggaagcggat ccttatcaag tcagtgttga g
31

<210>5

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
gcacttgtca caaacaccat ggcacctact tcaagt
36

<210>6

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
ggagcattta ctgctgnnnt tacagatg
28

34
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<210>7 1
<211> 30
<212> ADN 3

<213> Homo sapiens

5
<400>7
gggacttaat cagcnnnatc aacgtaat. 7
30
9
<210>8
<211> 28 11
<212> ADN
<213> Homo sapiens 13
<400> 8 15
ggattacctt ttgtnhnagc atcatctc
28 17
(2) INFORMATII PENTRU SECV ID NR: 1: 19
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 133 21
(B) TIP: aminoacid
(©) NUMAR DE CATENE: una 23
(D) TOPOLOGIE: liniara
(i) TIP DE MOLECULA : proteina 25
(A) DESCRIERE: proteina Interleukind-2 umana, secventa matura
(iii) IPOTETIC: nu 27

(iv) ANTI-SENS: nu
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV ID NR: 1:



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

Ala

His

Tvr

Met

Glu

Lys

Val

Glu

Trp

Pro Thr

Leu Leu

Pro Lys
50

Glu Leu
65

aAsn Phe
80

Ile Val
85

Tyr Ala
110

Ile Thr
125

Ser

Leu

Pro

Lys

Lys

His

Leu

Asp

Phe

Ser

Asp

20

Lys

Ala

L3

Leul

Glu

Glu

Cvs
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Sex

Ley

Thr

Leu

Leu

Thr

Gln

Thr Lys

Gln Met

i Thr Ary

40

Glu Len
55

Glu Glu
70

Pro Ergy
g5

Lys Gly
100

Bla Thr
1.5

Ser Ile
130

(2) INFORMATII PENTRU SECV ID NR: 2:

(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA
(A) LUNGIME: 465
(B) TIP: nucleotida
(C) NUMAR DE CATENE: doua
(D) TOPOLOGIE: liniara

(i) TIP DE MOLECULA: nucleotida

(A) DESCRIERE: ADNCc de interleukind-2 umana, incluzand peptida semnal si doi codoni

stop terminali

(iii) IPOTETIC: nu

(iv) ANTI-SENS: nu

36

Lvs

Mel

Lys

Val

Asp

Ser

Ile

Ile

Thr
10

‘Leu

25

Leu

His

Leu

Leu

Glu

Val

Ser

Gln

Asn

Thrx

Lev

Tle

Thr

Gln

Thr

Leu Gln

Gly Ile

Phe Lys
45

Gln Cys
€0

 Leu Ala

Ser Asn
g0

Thxr Phe
~05

Phe T.eu
120

Leu Thr

Leu

Asn

Phe

Leu

Gln

Ile

Met

Asn

Glu
15

Asn

Glu

Ser

Asn
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(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV ID NR: 2:

ATG TAC AGG ATG CAA CTC CTG TCT TGC ATT GCACTAAGT CTT GCACTT
48
Met Tyr Arg Met Gin Leu Leu Ser Cys lle Ala Leu Ser Leu Ala Leu

GTC ACA AAC AGT GCA CCT ACT TCA AGT TCT ACA AAG AAA ACA CAG CTA
96
Val Thr Asn Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gin Leu

CAA CTG GAG CAT TTACTG CTG GAT TTA CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT
144
Gin Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu Gin Met lle Leu Asn Gly lle

AAT AAT TAC AAG AAT CCC AAACTC ACCAGG ATGCTCACATTTAAGTTT
192
Asn Asn Tyr Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe

TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA GAA CTG AAA CAT CTT CAG TGT CTA GAA
240
Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gin Cys Leu Glu

GAA GAA CTC AAA CCT CTG GAG GAA GTG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA
288
Glu Glu Leu Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gin Ser Lys

AAC TTT CAC TTA AGA CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA
336
Asn Phe His Leu Arg Pro Arg Asp Leu lie Ser Asn lle Asn Val lle

GTT CTG GAA CTA AAG GGA TCT GAA ACAACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT
384

Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala

GAT GAG ACA GCA ACC ATT GTAGAATTT CTG AACAGATGG ATTACC TTT
432

Asp Glu Thr Ala Thr lle Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp lle Thr Phe

TGT CAA AGC ATC 'ATC TCA ACACTG ACT TGA TAA
465
Cys Gin Ser lle lle Ser Thr Leu Thr STP STP

(2) INFORMATII PENTRU SECV ID NR: 3:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 30
(B) TIP: nucleotida
(C) NUMAR DE CATENE: una
(D) TOPOLOGIE: liniara
(i) TIP DE MOLECULA: nucleotid&
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(A) DESCRIERE: Primer PCR 5', IL-2
(iii) IPOTETIC: nu
(iv) ANTI-SENS: nu
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV ID NR: 3:

CCTCAACTCC TGAATTCATG TACAGGATGC

(2) INFORMATII PENTRU SECV ID NR: 4:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 31
(B) TIP: nucleotida
(C) NUMAR DE CATENE: una
(D) TOPOLOGIE: liniara
(i) TIP DE MOLECULA: nucleotid3
(A) DESCRIERE: Primer PCR 3', IL-2
(iii) IPOTETIC: nu
(iv) ANTI-SENS: nu
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV ID NR: 4:

GGAAGCGGAT CCTTATCAAG TCAGTGTTGA G

(2) INFORMATII PENTRU SECV ID NR: 5:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 36
(B) TIP: nucleotida
(C) NUMAR DE CATENE: una
(D) TOPOLOGIE: liniara
(i) TIP DE MOLECULA: nucleotida
(A) DESCRIERE: Primer de mutageneza pentru vector de expresie [L-2
(iii) IPOTETIC: nu
(iv) ANTI-SENS: nu
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV ID NR: 5:

GCACTTGTCA CAAACACCAT GGCACCTACT TCAAGT 36

(2) INFORMATII PENTRU SECV ID NR: 6:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 28
(B) TIP: nucleotida
(C) NUMAR DE CATENE: una
(D) TOPOLOGIE: liniara
(i) TIP DE MOLECULA: nucleotida
(A) DESCRIERE: Primer de mutageneza pentru mutatii D20X
(iii) IPOTETIC: nu
(iv) ANTI-SENS: nu
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV ID NR: 6:

GGAGCATTTA CTGCTGNNNT TACAGATG 28
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(2) INFORMATII PENTRU SECV IDNR: 7:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 30
(B) TIP: nucleotida
(C) NUMAR DE CATENE: una
(D) TOPOLOGIE: liniara
(i) TIP DE MOLECULA: nucleotida
(A) DESCRIERE: Primer de mutageneza pentru mutatii N88X
(iii) IPOTETIC: nu
(iv) ANTI-SENS: nu
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV IDNR: 7:

GGGACTTAAT CAGCNNNATC AACGTAATAG 30

(2) INFORMATII PENTRU SECV ID NR: 8:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 28
(B) TIP: nucleotida
(C) NUMAR DE CATENE: una
(D) TOPOLOGIE: liniara
(i) TIP DE MOLECULA: nucleotida
(A) DESCRIERE: Primer de mutageneza pentru mutatii Q126X
(ii) IPOTETIC: nu
(iv) ANTI-SENS: nu
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI SECV ID NR. 8:
GGATTACCTT TTGTNNNAGC ATCATCTC 28
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seqg 1.

t x t

Ala Pro Thr Ser Ss2xr Ser Thr Lys Lys Thr Glan Leu Gln Lsu Glu

1

His

Tyr

Met

Lys

Val

Glu

Trp

Leu Leu

Lys 2Asn

Pro Lys

30

5lu Leu

65

Asn Phe

Ile Vval

95

Tvr Ala
110

Ile Thr
225

Leu

Pro

His

Leu

Asp

5

AsDp

20

Lys

Ala

Pro

Leu

Glu

Glu

Cys

Leu

Leu

Thr

T.eu

Thx

Gln

Gln Met

Thr Arg

40

Glu
55

Gln
70

Lys Gly 3

100

Ala
115

Ser Ile

130

¢ Pro Arg

Thr

40

Ile

Met

Val

Asp

Ile

Ile

10

Leu
25

Leu

His

Leu

Clu

Val

Tkr

Leu

Asn

Ile

Thr

Glu

Thr

Gly Ile

Ehe Lys

Gln Cys

Leua Ala

Ser Asn
20

Thr Phe
105

Phe Leu
120

Leu Thr

Asn

Phe

Len

Gln ¢

Ile

Met

AsSn

15

Asn

30

Tyr

Glu

Asn

Cys

Arg
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seq 2. txt

ATG TAC AGG ATG CAA CTC CTG TCT TGC ATT GCA CTAAGT CTT GCACTT
281'0 ACA AAC AGT GCA CCT ACT TCA AGT TCT ACA AAG AAA ACA CAG CTA
?S\A CTG GAG CAT TTA CTG CTG GAT TTA CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT

lj:T AAT TAC AAG AAT CCC AAA CTC ACC AGG ATGCTC.ACATTTAAGTTT

:II'?\%;‘ ATG CCC AAG AAG GCC ACA GAA CTG AAA CAT CTT CAG TGT CTA GAA 240
GAA GAA CTC AAA CCT CTG GAG GAA GTG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA 288
AAC TTT CAC TTA AGA CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA

:(333191' CTG GAA CTA AAG GGA TCT GAA ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT
3GSA4T GAG ACA GCA ACC ATT GTAGAATTT CTG AACAGATGG ATTACCTTT
f|1r':(332T CAA AGC ATC ATC TCAACA CTG ACT TGA TAA

465
seq 3.txt
CCTCAACTCC TGAATTCATG TACAGGATGC 30
seq 4.txt
GGAAGCGGAT CCTTATCAAG TCAGTGTTGA G 31
seq 5. txt

GCACTTGTCA CAAACACCAT GGCACCTACT TCAAGT 36

seq6.txt
GGAGCATTTA CTGCTGNNNT TACAGATG 28

seq 7.txt
GGGACTTAAT CAGCNNNATC AACGTAATAG 30

seq 8.txt
GGATTACCTT TTGTNNNAGC ATCATCTC 28

Revendicari

1. Polipeptida care cuprinde o muteina de interleukina-2 (IL-2) umana numerotata in
conformitate cu IL-2 de tip sélbatic, in care respectiva muteina IL-2 umana este substituita
fatd de tipul salbatic la cel putin o pozitie 20, 88 sau 126, in care o substitutie la pozitia 20
este selectata dintre izoleucina sau histidina si in care substitutia la pozitia 88 este selectata
dintre arginina sau izoleucina sau glicina si in care o substitutie la pozitia 126 este leucing,
in care respectiva muteina activeaza in mod preferat celulele T in locul celulelor Natural
Killer.
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2. Polinucleotida care cuprinde o secventd ADN care codificd o polipeptida din
revendicarea 1 si variante degenerative ale acestora.

3. Celula gazda procariota transformata cu polinucleotida definita in revendicarea 2.

4. Vector de exprimare care cuprinde polinucleotida definita in revendicarea 2.

5. Utilizare a polipeptidei definite in revendicarea 1, pentru prepararea unei compozitii
farmaceutice care poate fi administrata unui mamifer care sufera de o afectiune care poate
fi tratata cu IL-2.

6. Utilizare conform revendicarii 5, in care respectiva afectiune care poate fi tratata
cu IL-2 este selectata dintr-un grup care consta din HIV, cancer care include carcinom renal
si melanom malign, boal& autoimuna, boala infectioasa, deficientd imuna care include SCID
sau alte aplicatii terapeutice care necesita stimularea generala a sistemului imun.

7. Metoda pentru selectarea muteinelor de IL-2 care activeaza in mod preferential
celulele T in locul celulelor Natural Killer, prin evaluare in teste care utilizeazi IL-2Rafy in
comparatie cu IL-2Rpy, in care activitatea unei muteine de IL-2 este crescuta fata de IL-2 de
tip salbatic intr-un test preferential fata de celalalt, metoda cuprinzand urmatoarele etape:

- procurarea unui tip de celule care poarta IL-2ay si a unui tip de celule care poarta
IL-2Rpy,

- contactarea tipului de celule mentionat care poarta IL-2RaBy cu o muteina IL-2 si
masurarea activitatii muteinei IL-2 mentionate comparativ cu cea a IL-2 de tip sélbatic, intr-un
prim test,

- contactarea tipului de celule mentionat care poartad IL-2Ray cu o muteina IL-2
mentionata i masurarea activitatii acestei muteine IL-2 comparativ cu cea a IL-2 de tip
sdalbatic, Intr-un al doilea test,

- compararea activitatii rezultate din primul test cu activitatea rezultata in al doilea
test, si

- selectarea muteinei IL-2 mentionate, daca activitatea rezultata in primul test este
mai mare ca activitatea rezultata intr-un al doilea test.

8. Metoda in conformitate cu revendicarea 7, in care IL-2Rafy si IL-2RBy sunt
ectodomenii de subunitate de receptor individuale, in combinatie adecvata si sunt utilizate
pentru a masura direct legarea muteinelor IL-2 la fiecare complex receptor.

9. Metoda in conformitate cu revendicarea 7, in care primul test utilizeaza un raspuns
de la un tip de celula care poarta IL-2ay, iar al doilea test utilizeaza un raspuns de la un tip
de celula care poarta IL-2By.

10. Metoda in conformitate cu revendicarea 9, in care celula care poarta IL-2aBy este
o celula blastica PHA, iar celula care poarta IL-2By este o celuld NK.

11. Metoda in conformitate cu revendicarea 10, in care activitatea este reprezentata
de proliferarea atat pentru tipul de celule care poarta IL-2ay, cat si pentru tipul de celule
care poarta IL-2py.
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