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Dimerna trombopoetinova peptidovaA mimetika viaZica sa na MP1

receptor a majica trombopoetickd aktivitu

Oblast techniky

Predkladany vyndlez sa tyka zluCenin, najmi peptidov a
polypeptidov, ktoré maji trombopoetickd aktivitu. Zlua&eniny
podla predkladaného vyndlezu méZu byt pouZité na zvySenie
produkcie trombocytov alebo prekurzorov trombocytov

(napriklad megakaryocytov) savcov.

Doteraj$§i stav techniky

Predkladany vyndlez sa tyka zludenin, najma peptidov,
ktoré maja schopnost in vitro a in vivo stimulovat produkciu
trombocytov a ich prekurzorovych buniek, ako su
megakaryocyty. Pred opisom charakteru zlG¢enin podla
predkladaného vyndlezu sl uvedené znalosti o dvoch proteinoch
majucich trombopoetickd aktivitu: trombopoetinu (TPO) a
megakaryocytarneho rastového a diferenciac¢ného faktora

(MGDF) .

Klonovanie endogénneho trombopoetinu (TPO) (Lok et al.,
Nature 369:568571 (1994); Bartley et al., Cell 77:1117-1124
(1994); Kuter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11104-
11108 (1994); de Sauvage et al., Nature 369:533-538 (1994);
Kato et al., Journal of Biochemistry 119:229-236 (1995);
Chang et al., Journal of Biological Chemistry 270:511-514
(1895) rychlo zlepSilo na3e znalosti o megakaryopoéze (tvorbe

megakaryocitov) a trombopoéze (tvorbe trombocytov).



Endogénny lIudsky TPO, 60 aZz 70 kDa glykosylovany protein
primadrne produkovany v peclienke a ladvinach, sa skladd z 332
aminokyselin (Bartley et al., Cell 77:1117-1124 (1994); Chang
et al., Journal of Biological Chemistry 270:511-514 (1995).
Protein je velmi konzervovany medzi rdéznymi druhmi a ma 23%
homoldé4giu s Iudskym erytropoetinom (Gumey et al., Blood
85:981-988 (1995)) na amino konci (aminokyseliny 1 aZ 172)
(Bartley et al., Cell 77:1117-1124 (1994)). Bolo dokazané, :zZe
endogénny TPO ma vSetky charakteristiky kIa¢ového
biologického regulatora trombopoézy. Medzi jeho wu&inky in
vitro patri 3pecifickd indukcia megakaryocytovych kolénii ako
z prelistenych my3ich hematopoetickych kmefiovych buniek
(Zeigler et al., Blood 84:4045-4052 (1994)), tak z Tudskych
CD34+ buniek (Lok et al., Nature 369:568571 (1994); Rasko et
al., Stem Cells 15:33-42 (1997)), tvorba megakaryocytov s
vyS8Sou ploidiou (Broudy et al., Blood 85:402-413 (1995)), a
indukcia kone¢ného vyzrievania megakaryocytov a produkcia
trombocytov (Zeigler et al., Blood 84:4045-4052 (1994); Choi
et al., Blood 85:402-413 (1995)). Naopak, syntetické
protizmyselné oligodeoxynukleotidy k TPO receptoru (c-Mpl)
Statisticky vyznamne inhibuji schopnost megakaryocytarnych
progénitérov tvorit koldénie (Methia et al., Blood 82:1395-
1401 (1993)). Dalej, my3i s vyradenim c-Mpl génu maja
zadvaZnu trombocytopéniu a deficit megakaryocytov (Alexander

et al., Blood 87:21622170 (1996)).

Rekombinantny Iudsky MGDF (rHuMGDF, Amgén Inc., Thousand
Oaks, CA) je dal3im trombopoetickym peptidom pribuznym s TPO.
Je produkovany v E. coli transformovanych plazmidom
obsahujicim cDNA bodujici zkrédteny protein zahffiajlici amino-
koncovi doménu pre vazbu na receptor Iudského TPO (Ulich et
al., Blood 86:971-976 (1995)). Polypeptid sa extrahuje, zloZi

a preCisti a na amino-koniec sa kovalentne naviaiZe



poly[etylenglykolovd] (PEG) skupina. Vyslednd molekula sa tu
potom ozna¢uje PEG-rHuMGDF alebo kratko MGDF.

Rézne 3tudie na zvieracich modeloch (Ulich, T.R. et al.,
Blood 86:971-976 (1995); Hokom, M.M. et al., Blood 86:4486-
4492 (1995)) jasne preukdzali terapeutickd U¢innost TPO a
MGDF pri transplantécii kostnej dreni a pri 1liecbe
trombocytopénie, ktord je c&asto ddésledkom chemoterapie alebo
aktinoterapie. PredbezZné data na Iudoch potvrdili
pouZitelnost MGDF na =zvy3enie poétu trombocytov v rdznych
situdcidch (Basser et al., Lancet 348: 1279-81 (1996); Kato
et al., Journal of Biochemistry 119:229-236 (1995); Ulich et
al., Blood 86:971-976 (1995)). MGDF mdéze byt pouZity na
zvySenie vytaZku trombocytov pri darcovstve krvi, pretoZe
podanie MGDF zvySuje pocet cirkulujucich trombocytov zdravych

darcov pribliZne 3-krat.

TPO a MGDF pésobi prostrednictvom vazby na c-Mpl
receptor, ktory je exprimovany primdrne na povrchu niektorych
hematopoetickych buniek, ako s megakaryocyty, trombocyty,
CD34+ bunky a primitivne progénitorové bunky (Debili, N. et
al., Blood 85:391-401 (1995); de Sauvage, F.J. et al, Nature
369:533-538 (1994); Bartley, T .D., et al., Cell 77: 1117-
1124 (1994); Lok, S. et al., Nature 369: 565-8 (1994). Ako
vd¢8ina receptorov pre interleukiny a proteinové hormény
prislicha cMPl k triede I superrodiny cytokinovych receptorov
(Vigon, I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:56405644
(1992)). Aktivacia tejto triedy receptorov zahria
homodimerizaciu indukovand vdzbou 1ligandu, ktord spusta

kaskddu prenosu signdalu.

VSeobecne, interakcia proteinového 1ligandu s jeho

receptorom prebieha na relativne velkom rozhrani. Ako je ale



preukdzané v pripade ludského rastového horménu naviazaného
na svoj receptor, vac3ina vazbovej energie je ziskand od
niekolkych kIG&ovych zostatkov (Clackson, T. et al., Science
267:383-386 (1995). Toto a skutoénost, Ze zostatok
proteinového 1ligandu sliZi len na dosiahnutie spravnej
homoldégie vézbovych epitopov umoZifiuje pripravu aktivnych

ligandov s ovela men3ou velkostou.

Na uskutolnenie tejto pripravy sa systém fagovej
peptidovej zobrazovacej kniZnice uk&zal ako U&inny systém na
identifikadciu malych peptidovych mimetik va&$ich proteinovych
ligandov (Scott,J.K. et al., Science 249:386 (1990); Devlin,
J.J. et al., Science 249:404 (1990). Pomocou tejto techniky
boli objavené malé peptidové molekuly, ktoré pdsobia ako
agonisti c-MPl receptoru (Cwirla, S.E. et al., Science 276:
1696-1699 (1997)).

V takych technikdch si malé peptidové sekvencie
zobrazené ako fuzie s obalovymi proteinmi filamentosného
fagu afinitne eluované proti protilatkou imobilizovanej
extracelularnej doméne c-MPl1 a zachytené fagy sa spracujut
v dalSom kole afinitného predistenia. Tato v&azbova
selekcia a proces repropagidcie méZu byt opakované velakrat
za ziskania sUboru peptidovych sekvencii so silnou vazbou.
Takto boli najprv identifikované dve rodiny c-Mpl-
vdzbovych peptidov, navzajom nepribuznych v sekvencii.
Potom boli pripravené mutagénne kniZnice, ktoré sluZili na
dalSiu optimalizaciu najlepSich vazbovych &inidiel, &o
nakoniec viedlo na izolaciu velmi aktivneho peptidu s ICsg
= 2 nm a ECsp = 400 nM (Cwirla, S.E. et al., Science
276:1696-1699 (1997)). Tento 14 aminokyselinovy peptid,

oznageny ako TMP (TPO Mimetic Peptide), nemal zrejma



homolégiu sekvencie k TPO alebo MGDF. Vzorec tejto TMP

zluceniny je:

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala SEQ
ID NO: 1; alebo

IEGPTLRQWLAARA

pri pouZiti jednopismenovych aminokyselinovych skratiek.

Skér bol v podobnej 3tadii zameranej na EPO mimetické
peptidy objaveny EPO mimeticky peptid (EMP), ktory bol
objaveny za pouZitia rovnakej techniky (Wrighton, N.C. et
al., Science 273:458-463 (1996)) a bolo zistené, Ze pdsobi
ako dimér vo vazbe na EPO receptor (EPOR). Takto vytvoreny
komplex ligand/receptor m& podla rdntgenovej kry3talografie
C2 symetriu (Livnah, 0. et al., Science 273:464-471 (1996)).
Podla tejto informacie o 3truktire bol navrhnuty =kovalentne
viazany dimér EMP, v ktorom boli C-konce dvoch EMP monomérov
zosietené flexibilnou oddelujucou skupinou a bolo zistené, Ze
tdto zlG&enina mé& ovela vy33iu vdzbu, rovnako ako biologicku
aktivitu in vitro aj in vivo (Wrighton, N.C., et al., Nature
Biotechnology 15:1261-1265 (1997).

Podobnd stratégia dimerizicie na C-konci bola pouZita na
TPO mimeticky peptid (TMP) (Cwirla, S.E. et al., Science
276:1696-1699 (1997)). Bolo zistené, 3Ze C-koncovo viazany
dimér (C-C vazba) TMP ma lep$iu vazbovid afinitu 0,5 nM a
zretelne vy33iu aktivitu in vitro (ECso = 0,1 nM) v testoch
proliferacie buniek (Cwirla, S.E. et al., Science 276:1696-
1699 (1997)). StruktGira tohto TMP C-C diméru je uvedena
dalej:



HoN-TEGPTLRQWLAARA-CO-HN

NH-
NH,

PbN-IEGPTLRQWLAARA-CO-HN'\\N—""“‘~1T—”’

o
(SEQ ID NO: 2)

V inom aspekte predkladaného vyndlezu méZu byt tandémové
diméry dalej naviazané na jednu alebo viac skupin, ktoré su
odvodené od imunoglobulinovych proteinov a ktoré su vSeobecne
oznacované ako Fc regiény imunoglobulinov. Vysledné zlaeniny

si tu oznacované ako Fc fuzie TMP tandémovych dimérov.

Dalej je uvedend kratka &ast tykajica sa Fc regiénov
protilatok, ktoré su pouZitelné v slvislosti so zlu&eninami

podla predkladaného vyndélezu.

Protildtky obsahuji dve funkéné  nezévislé c&asti,
variabilni doménu, znamu ako "Fab", ktord viaZe antigén, a
konStantni doménu, znédmu ako "Fc", ktord umoZiiuje napojenie
na efektorové funkcie, ako je fixdcia komplementu alebo
fagocytbéza. Fc ¢&ast imunoglobulinu m& dlhy plazmaticky
polcas, zatial &o Fab m& kratky (Capon et al., Nature 337:
525-531 (1989)).

Terapeutické proteinové produkty boli pripravené s Fc
doménou za (&elom prediZenia poléasu alebo vloZenia funkcii
ako Jje vdzba na Fc receptor, vdzba na protein A, fixacia
komplementu a placentdrny prenos, kde tieto funkcie sG v3etky
vlastné Fc regiénu imunoglobulinov (Capon et al., Nature 337:

525-531 (1989)). Napriklad, Fc regién 1IgGl protilatky bol



fazovany na CD30-L, molekulu, ktoré sa viaZze na CD30
receptory exprimované na bunkdch Hodgkinovho 1lymfému,
anaplastického 1lymfému, T-lymfocytédrnej leukémie a inych
typoch malignit. Pozri US Patent ¢. 5480981. IL10,
protizapalové a antirejekéné ¢&inidlo, bol flUzovany na my3ej
Fcy2a na predlZenie kratkého poldasu cytokinu v cirkuldcii
(Zheng, X- et al., The Journal of Immunology, 154: 5590-5600
(1995)). Studie tieZ hodnotili pouZitie receptora pre faktor
nekrézy nadorov naviazaného na Fc protein Iudského IgGl v
lie¢be pacientov so septickym Sokom (Fisher, C. et al., N-
Engl. J. Med. 334: 1697-1702 (1996); VanZee, K. et al., The
Journal of Immunology 156: 2221-2230 (1996)). Fc bol tieZ
fizovany s CD4 receptorom za zisku terapeutického proteinu na
liedbu AIDS. Pozri Capon et al., Nature 337: 525-531 (1989).
Dalej bol interleukin 2 flhzovany na Fc &ast IgGl alebo IgG3
na prediZenie kratkeho pol&asu interleukinu 2 a na prekonanie
jeho systémovej toxicity. Pozri Harvill et al.,
Immunotechnology 1: 95-105 (1995).

Aj napriek dostupnosti TPO a MGDF preto existuje potreba
dalsich zluenin, ktoré stimulujd produkciu trombocytov (majua
trombopoetickl aktivitu) a/alebo prekurzorovych buniek
trombocytov, najmdé megakaryocytov (maji megakaryopoeticku
aktivitu). Predkladany vyndlez poskytuje nové zlG&eniny

majuce tieto aktivity a suvisiace aspekty.

Podstata vynalezu

Predkladany vyndlez poskytuje skupinu zldd&enin, ktoré su
schopné vazby c-Mpl receptor a spustenie signalu
prostriednictvom c-Mpl receptora, ¢&o Jje rovnaky receptor,
ktory sprostriedkuje aktivitu endogénneho trombopoetinu

(TPO) . Preto maju zldCeniny podla predkladaného vyndlezu



trombopoeticku aktivitu, t.j. schopnost stimulovat, in vivo a
in wvitro, produkciu trombocytov, a/alebo megakaryopoeticku
aktivitu, t.j. schopnost stimulovat, in vivo a in vitro,

produkciu prekurzorov trombocytov.

V prvom vyhodnom uskutodni maja zladceniny podla

predkladaného vynédlezu nasledujici vSeobecny vzorec:

TMP;- (L;) n-TMP;

kde TMP; a TMP; su kaZdy nezavisle vybraté ze skupiny zla&enin

obsahujicich zakladnud Struktdru:

X2=X3-Xg4-X5-Xe-X7-Xg-X9-X10,

kde

X; je vybraty zo skupiny zahffajicej Glu, Asp, Lys, a Val;

X3 je vybraty zo skupiny zahffiajucej Gly a Ala;

X4 je Pro;

Xs je vybraty zo skupiny zahffiajicej Thr a Ser;

X¢ je vybraty zo skupiny zahrffajucej Leu, Ile,Val, Ala, a Phe;
Xs je vybraty zo skupiny zahfniajicej Arg a Lys;

Xs je vybraty zo skupiny zahffiajucej Gln, Asn, a Glu;

Xy je vybraty zo skupiny zahrffajicej Trp, Tyr, a Phe;

X10 je vybraty zo skupiny zahrfflajicej Leu, ale, Val, Ala, Phe,
Met, a Lys;

L; je spajacia skupina, ako je tu definovana; a

n je 0 alebo 1;

a patria medzi ne tieZ fyziologicky prijatelné soli takych

z1lG&enin.

V jednom uskuto&éni je L; (Gly),, kde n je 1 aZ 20 a kde

ked je n vdc3ie ako 1, tak mdéZe byt aZ polovica Gly zostatkov



substituovand inou aminokyselinou vybratou zo zostavajucich

19 prirodzenych aminokyselin alebo ich stereoizomérov.

Okrem zakladnej 3Struktiry X:-X;o uvedenej vy3Sie pre TMP,;
a TMP, su tieZ moZné iné z&kladné Struktury, v ktorych je
jedna alebo viac nasledujucich skupin pridanid k zakladnej
Struktire TMP; a/alebo TMP;: X, je naviazany na N-koniec
a/alebo su X;;, Xi2, Xi13 a/alebo X;4 naviazané na C-koniec, kde

X1, Xi12, Xi13 a X14 maja nasledujice vyznamy:

X1 vybraty zo skupiny zahfiajicej Ile, Ala, Val, Leu, Ser, a
Arg;

X11 je vybraty zo skupiny zahffiajicej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Ser, Thr, Lys, His, a Glu;

X12 je vybraty zo skupiny zahffiajicej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Gly, Ser a Gln;

X13 je vybraty zo skupiny zahffiajicej Arg, Lys, Thr, Val, Asn,
Gln, a Gly; a

X14 je vybraty zo skupiny zahffajidcej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Thr, Arg, Glu a Gly.

V druhom vyhodnom uskutod&ni maja zlaceniny podla

predkladaného vyndlezu nasledujuci vieobecny vzorec:

(FC)m= (L2) g=TMP1- (L1) n=TMP2~ (L3) = (FC)

kde TMP,, TMP, a n su rovnaké, ako boli opisané vysSie; L, L,
a L3 sU spajacie skupiny, ktoré sd vybraté nezavisle z tu
definovanych spdjacich skupin; Fc je Fc regién imunoglobulinu
(ako je definovany dalej); m, p, g a r st kaZdy nezavislo 0
alebo 1, ked aspofi jeden z m alebo p je 1 a dalej ked -
pokial m je 0, tak q je 0, a pokial p je 0, tak r je 0; a

zahfnaju tieZ farmaceuticky prijatelné soli takych zlt&enin.



V jednom uskutoéni sad L;, Lz a L3 (Gly)n, kde n je 1 aZ 20 a
kde ked je n vacS8ie ako 1, tak mbéZe byt aZ polovica Gly
zostatkov substituovand inou aminokyselinou vybratou =zo
zostavajlicich 19 prirodzenych aminokyselin alebo ich

stereoizomérov.

Derivaty zlu€enin uvedenych vySSie (opisané dalej)

spadaju tieZ do rozsahu predkladaného vyndlezu.

Zluceniny podla predkladaného vyndlezu sU vyhodne
peptidy a méZu byt pripravené Standardnymi spbésobmi syntézy
alebo inymi spésobmi na pripravu peptidov. Zlu&eniny podla
predkladaného vyndlezu, ktoré obsahuji nepeptidové ¢&asti,
mézu byt syntetizované Standardnymi reakciami organickej
chémie, okrem Standardnych reakcii peptidovej syntézy, pokial

su pouZitelné.

Z1lG¢eniny podla predkladaného vynalezu méZu byt pouZité
na terapeutické alebo profylaktické Gcely po priprave s
vhodnymi farmaceutickymi nosi¢mi a méZu byt podané v G&innej
davke jedincovi, ako je ¢&lovek (alebo iny savec). Daliie

suvisiace aspekty su tieZ st&astou predkladaného vynalezu.

Opis obrazkov na pripojenych vykresoch

Vela dalsSich aspektov a vyhod predkladaného vynalezu
budid jasné po presStudovani nasledujiceho podrobného opisu, v

ktorom s uvedené odkazy na nasledujuce obréazky, kde:
Obr. 1 znédzornuje prikladné Fc polynukleotidové a

proteinové sekvencie (SEQ ID NO: 3 je bodujuci retazec ¢&itany

5'->3', SEQ ID NO: 4 je komplementarny retazec &itany 3'->5';
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a SEQ ID NO: 5 je kdédovand aminokyselinovad sekvencia), ktoré
méZu byt pouZité v Fc fuznych zlG&enindch podla predkladaného

vynalezu.

Obr. 2 znazoriuje schému syntézy na pripravu
pegylovaného peptidu 19 (SEQ ID NO: 17).

Obr. 3 znazorhuje schému syntézy na pripravu
pegylovaného peptidu 20 (SEQ ID NO: 18).

Obr. 4 ukazuje poc&et trombocytov generovanych in vivo v

normalnej samici BDFl1 my3i oS3etrenej jednou 100 pg/kg
bolusovou injekciou réznych zlG¢enin: PEG-MGDF oznaduje PEG s
priemernou molekulovou hmotnostou 20 kDa naviazany na N-
koncovi aminoskupinu reduk&nou amindciou na aminokyseliny 1-
163 prirodzeného Iudského TPO, ktory je exprimovany v E.
coli (takZe nie je glykosylovany) (pozri WO 95/26746 nazvana
"Prostriedky a spbsoby na stimuldciu rastu a diferenciacie
megakaryocytov"); TMP oznaduje zlGleninu SEQ ID NO: 1; TMP-
TMP oznaCuje zluCeninu SEQ ID NO: 21; PEG-TMP-TMP oznaduje
zliCeninu SEQ ID NO: 18, kde PEG skupinou je PEG s priemernou
molekulovou hmotnostou 5 kDa naviazany spdésobom podla obr. 3;
TMP-TMP-Fc je definovany dalej a Fc-TMP-TMP je rovnaky ako
TMP-TMP-Fc s tym rozdielom, Ze Fc skupina je naviazana na N-

koniec miesto C-konca TMP-TMP peptidu.

Obr. 5 ukazuje poCet trombocytov generovanych in vivo v
normdlnej BDF1l mySi lieCenej roéznymi =zludeninami podanymi
implantovanou ozmotickou pumpou podas 7 dni. ZlG&eniny su

rovnaké, ako na obr. 4.

Obr. 6A, 6B a 6C su schematické diagramy vyhodnych

zli€enin podla predkladaného vyndlezu. Obr. 6A ukazuje Fc

11



fiznu zlaceninu, v ktorej je Fc skupina fuzovand na N-koniec
TMP diméru a v ktorej je Fc Cast Vv  monomérnej
(jednoretazcovej) forme. Obr. 6B ukazuje Fc fuznu zladeninu,
v ktorej je Fc skupina fdzovand na N-koniec TMP diméru a v
ktorej je Fc Cast dimérna a jeden Fc monomér je naviazany na
TMP dimér. Obr. 6C ukazuje Fc fuznu zldCeninu, v ktorej je Fc
skupina flzovand na N-koniec TMP diméru a v ktorej je Fc &ast

dimérna a obidva Fc monoméry si naviazané na TMP dimér.

Podrobny opis vyhodnych uskutoéni

Pri vyhladdvani malych Struktdr ako vedicich zla&enin
pri vyvoji terapeutickych ¢&inidel s vyhodnej$imi vlastnostami
boli navrhnuté rézne typy diméru TMP a pribuznych $truktur, v
ktorych bol C-koniec jedného TMP peptidu naviazany na N-
koniec druhého TMP peptidu, bud priamo, alebo prostrednictvom
spajacej skupiny, a potom bol skumany vplyv tejto dimerizacie
na biologickd aktivitu vzniknutych dimérov. V niektorych
pripadoch boli navrhnuté takzvané tandemové diméry (C-N
vazba) obsahujuce spajacie skupiny medzi dvoma monomérmi, kde
tieto spajacie skupiny boli vyhodne tvorené prirodzenymi
aminokyselinami, takZe ich syntéza bola moZnd pomocou

rekombinantnych technik.

Predkladany vynalez Jje zaloZeny na objave skupiny
zla¢enin, ktoré maju trombopoeticki aktivitu a o ktorych sa
predpoklada, Ze sprostredkuji svoju aktivitu prostrednictvom
vdzby na endogénny TPO receptor, c-Mpl.

Zluceniny a derivaty

V prvom vyhodnom uskutoéni maja zldceniny podla

predkladaného vyné&lezu nasledujici v3eobecny vzorec:
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TMP1-(L;) n—TMP3

kde TMP, a TMP, sG kaZdy nezadvislo vybraté zo skupiny zlt&enin

obsahujicich z&kladni Struktuaru:

X2=X3-X4-X5-Xg—X7-Xg=-X9-X10,

kde

X2 je vybraty zo skupiny zahfifiajucej Glu, Asp, Lys, a Val;
X3 je vybraty zo skupiny zahfflajucej Gly a Ala;

X4 je Pro;

X5 je vybraty zo skupiny zah¥fhajucej Thr a Ser;

X¢ je vybraty zo skupiny zahfilajicej Leu, ale, Val, Ala, a
Phe; Xs je vybraty zo skupiny zahffiajucej Arg a Lys;

Xg je vybraty zo skupiny zahffiajicej Gln, Asn, a Glu;

Xy je vybraty zo skupiny zahffiajicej Trp, Tyr, a Phe;

X10 Je vybraty zo skupiny zahffiajucej Leu, ale, Val, Ala, Phe,
Met, a Lys;

Ly je spadjacia skupina, ako je tu definovand; a

n je 0 alebo 1;

a patria medzi ne tieZ fyziologicky prijatelné soli takych

zlG€enin.

V jednom uskutoCni je L; (Gly),, kde n je 1 aZ 20 a kde,
ked je n va&3ie ako 1, tak mbéZe byt aZ polovica Gly zostatkov
substituovand inou aminokyselinou vybratou zo zostavajucich

19 prirodzenych aminokyselin alebo ich stereoizomérov.
Okrem zakladnej Struktiry X;-Xj;po uvedenej vyssie pre TMP,

a TMP; su tieZ moZné iné zakladné Struktury, v ktorych je

jedna alebo viac nasledujlcich skupin pridand k z&akladnej
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Struktire TMP, a/alebo TMP,: X; je naviazany na N-koniec
a/alebo sU Xji, Xi2, Xi3 a/alebo X;4 naviazané na C-koniec, kde
X1, Xi12, Xi13 @ X14 maju nasledujiuce vyznamy:

X1 vybraty zo skupiny zahffilajucej Ile, Ala, Val, Leu, Ser, a
Arg;

X11 je vybraty zo skupiny zahrffajucej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Ser, Thr, Lys, His, a Glu;

X12 je vybraty zo skupiny zahfhajicej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Gly, Ser a Gln;

Xi3 je vybraty zo skupiny zahffiajucej Arg, Lys, Thr, Val, Asn,
Gln, a Gly; a

X114 je vybraty zo skupiny zahrfifiajucej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Thr, Arg, Glu a Gly.

Termin "TMP" oznaCuje skupinu tvorend, t.j. obsahujicu,
aspoin 9 podjednotiek (X2-Xi0), kde X2-X;0 tvori zakladnu
Struktaru. Podjednotky X>-X;4 sG vyhodne aminokyseliny
nezavislo vybraté z 20 prirodzenych aminokyselin; vynalez ale
tieZz zahrffia zldiceniny, v ktorych sa X;-X;4 nezavislo vybraté
Zo skupiny atypickych, prirodzene sa nevyskytujicich
aminokyselin dobre zn&mych v odbore. Pre kaZdd poziciu st
uvedené vyhodné aminokyseliny. Napriklad, X; mdZe byt Glu,
Asp, Lys alebo Val. SO pouzité ako trojpismenové, tak
jednopismenové skratky aminokyselin; v kaZdom pripade st
skratky Standardnymi skratkami pouzZivanymi pre 20
prirodzenych aminokyselin alebo ich dobre znéme variéacie.
Tieto aminokyseliny majua L alebo D stereochemicku
konfiguraciu (okrem Gly, ktory nie je ani L, ani D), a TMP
méZe obsahovat kombindciu stereochemickych konfigurécii. L
konfiguracia je ale vyhodna pre v3etky aminokyseliny v TMP
retazci. Vyndlez tieZ poskytuje reverzné TMP molekuly, v
ktorych je amino-koncovd aZ  karboxy-koncovd sekvencia

aminokyselin obréatena. Napriklad, reverznd molekula k
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molekule majucej sekvenciu X;-X;-X3 bude mat sekvenciu X3;-X,-
X;. Vynalez tieZ poskytuje retro-reverzné TMP molekuly, v
ktorych je - podobne ako v reverznej TMP molekule - sekvencia
aminokyselin obratend a v ktorej si dalej zostatky, ktoré si

normédlne L-enantioméry, zmenené na D-stereoizomerické formy.

Vynalez tiez zahrfia fyziologicky prijatelné soli TMP,
Termin "fyziologicky prijatelnd sol" oznaduje soli, o ktorych
je alebo bude zname, Ze s farmaceuticky prijatelné.
Niektorymi konkrétnymi prikladmi sd octan, trifludracetat,
hydrochlorid, hydrobromid, siran, citrat, vinan, glykolét,

Stavelan.

TieZ sa predpokladd, Ze za vySSie opisané TMP mdéZu byt
substituované derivaty TMP. Také derivaty TMP obsahuju
skupiny, v ktorych bola uskutoCnend jedna 2z nasledujucich
modifikacii:

jedna alebo viac peptidylovych védzieb [-C(O)NR-] bola
nahradenad nepeptidylovou védzbou, ako je -CHz-karbamatova vidzba

[-CH2-OC (O)NR-]; fosfondtovou vézbou; -CH,-sulfonamidovou [~CH,-

S(0)2NR-] véazbou; mocovinovou [NHC(O)NH-] v&zbou; -CH,-
sekunddrnou amin- védzbou; alebo alkylovanou peptidylovou
vazbou [-C(O)NR®-, kde R® je niz3i alkyl];

peptidy, v ktorych je N-koniec derivatizovany na -NRR!
skupinu; na -NRC(O)R skupinu; na -NRC(O)OR- skupinu; na -
NRS(O)2R skupinu; na -NHC(O)NHR skupinu, kde R a R! su vodik
alebo niz3i alkyl, s podmienkou, Ze R a R! nie sui oba vodik;
na sukcinimidovd skupinu; na benzyloxykarbonyl-NH-(CBZ-NH-)
skupinu; alebo na benzyloxykarbonyl-NH-skupinu obsahujicu 1
azZ 3 substituenty na fenylovom kruhu vybraté ze skupiny

zahrfiajucej nizsi alkyl, niz3i alkoxy, chlér a brém; a
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peptidy, v ktorych je volny C-koniec derivatizovany na -
C(O)R?®, kde R® je vybraty zo skupiny zahffiajtcej niZ3i alkoxy
a -NR’R!, kde R® a R? st nezavislo vybraté zo skupiny
zahrilajicej vodik a niZ3i alkyl. Termin "niZ3i" oznad&uje

skupinu obsahujicu od 1 do 6 atémov uhlika.

Dalej, modifikécie jednotlivych aminokyselin méZu byt
vlioZené do TMP molekuly reakciou cielovych aminokyselinovych
zostatkov peptidu s organickym derivatiza&nym &inidlom, ktoré
méZe reagovat s vybratymi vedlaj&imi retazcami alebo

koncovymi zostatkami. Priklady sd nésledujtce:

Lysinyl a aminokoncové zostatky mbéZu reagovat s
anhydridom kyseliny Jjantdrovej alebo inej karboxylovej
kyseliny. Derivatizdcia s tymito &inidlami vedie na obratenie
nédboja lysinovych zostatkov. Dalsimi vhodnymi ¢&inidlami na
derivatizaciu =zostatkov obsahujicich alfa-amino skupinu st
imidoestery, ako Jje metylpikolinimidat; pyridoxalfosfat;
pyridoxal; chlérbérohydrid; kyselina trinitrobenzénsulfonova;
O-metylizomo&ovina; 2,4-pentandién; a mbéZe byt uskutodnena

reakcia s glyoxalatom katalyzovand transaminéizou.

Arginylové =zostatky méZu byt modifikované reakciou s
jednym alebo viacerymi beZnymi ¢inidlami, ako je
fenylglyoxal, 2,3-butandion, 1,2-cyklohexandion a ninhydrin.
Derivatizdcia argininovych zostatkov vyZaduje, aby bola
uskutoénend za alkalickych podmienok z dévodu vysokej pKa
guanidinovej funk&nej skupiny. Dalej mé%u tieto &inidléa
reagovat so skupinami lysinu, rovnako ako s guanidino

skupinami argininu.

Specifické modifikadcie tyrosylovych zostatkov boli

dbékladne Studované, najmid s ohladom na vkladanie spektralnych
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znackovacich ¢inidiel do tyrosylovych zostatkov reakciou s
aromatickymi diazoniovymi zlu¢eninami alebo
tetranitrometanom. Najcastejsie su N-acetylimidazol a
tetranitrometan pouzité na pripravu O-acetylovanych
tyrosylovych zostatkov a 3-nitro-derivatov, v prisludnom

poradi.

Karboxylové vedlajsie skupiny (aspartylu alebo
glutamylu) méZu byt selektivne modifikované reakciou s
karbodiimidmi (R'-N=C=N-R'), ako je 1l-cyklohexyl-3-(2-
morfolinyl-(4-etyl)karbodiimid alebo 1l-etyl-3-(4-azonia-4,4-
dimetylfenyl) karbodiimid. Dalej, aspartylové a glutamylové
zostatky mbéZu byt premenené na asparaginylové a glutaminylové

zostatky reakciou s amméniovymi iontami.

Glutaminylové a asparaginylové zostatky sa ¢&asto
deaminované na prislu3né glutamylové a aspartylové zostatky.
Alternativne méZu byt tieto zostatky deaminované za mierne
kyslych podmienok. V3etky formy tychto zostatkov spadajt do

rozsahu predkladaného vyndlezu.

Derivatizdcia s bifunkénymi c&inidlami je pouZiteInd na
zosietenie peptidov alebo ich funk&énych derivdtov na matrici
nerozpustnej vo vode alebo na inych makromolekulovych
nosicoch. Medzi beZne pouZivané =zosietovacie ¢&inidld patri
napriklad 1,1-bis(diazoacetyl)-2-fenyletan, glutaraldehyd, N-
hydroxysukcinimidové estery, napriklad estery s kyselinou 4-
azidosalicylovou, homobifunké&né imidoestery, vratane
disukcinimidylovych esterov ako je 3,3'-
ditiobis(sukcinimidylpropionat), a bifunkéné maleimidy, ako
je bis-N-maleimido-1,8-oktan. Derivatizaéné ¢&inidla ako je
metyl-3-[(p-azidofenyl)ditiolpropioimidat vedud na zisk

fotoaktivovatelnych medziproduktov, ktoré méZu vytvarat
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zosietenie za pritomnosti svetla. Alternativne méZu byt na
imobilizaciu proteinu pouZité reaktivne matrice nerozpustné
vo vode, ako sU karbohydraty aktivované brémkyanom a
reaktivne substraty opisané v U.S. patentoch ¢&. 3969287;
3691016; 4195128; 4247642; 4229537 a 4330440.

Dal3imi moZnymi modifikdciami st hydroxylacia prolinu a
lysinu, fosforylacia hydroxylovych skupin serylovych a
treonylovych zostatkov, oxidacia atému siry v Cys, metyléacia
alfa-amino skupin vedlaj3ich retazcov 1lysinu, argininu a
histidinu (Creighton, T.E.: Proteins: Structure and Molecule
Properties, W.H. Freeman and Co., San Francisko, str. 79-86
(1983)), acetylacia N-koncového aminu a, v niektorych

pripadoch, amidacia C-koncovych karboxylovych skupin.

Také derivatizované skupiny vyhodne zlep$uju jednu alebo
viac charakteristik, vratane trombopoetickej aktivity,
rozpustnosti, absorpcie, biologického pol&asu a podobne,
zli€enin podla predkladaného vyndlezu. Alternativne vedu
derivatizované skupiny na vznik zlué&enin, ktoré maji rovnaké
- alebo v podstate rovnaké - charakteristiky a/alebo
vlastnosti ako nederivatizované =zluceniny. Skupiny mdZu
alternativne eliminovat alebo oslabovat akékolvek neZiadice

u¢inky zlucenin a podobne.

Okrem zakladnej Struktuary X;-Xj;p uvedenej vys§ie si
vhodnymi Struktarami tie, ktoré majd dal3ie X skupiny
naviazané na zakladnd Strukturu. Na zAkladnd 3Struktiru mbdizZe
tak byt naviazany X, a/alebo X1, Xi2, Xi12 a Xis. Niektorymi

prikladmi dalsSich Struktar sa:

X2=X3-X4~X5-Xe—X7-Xg~X9-X10-X117
X2—X3-X4=X5-Xe=X7-Xg=X9-X10-X11-X127
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X2—X3~-Xq4~Xs5~Xe~X7-Xg~Xo—X10-X11-X12-X13/
X2—-X3-X4~Xs5-Xe—X7-Xg~X9—X10-X11-X12-X13-X14/
X1-X2=X3-X4-X5—Xe—X7-Xg=X9~X10/
X1-X2—X3-X4=X5=X¢=X7-Xg—X9-X10-X117
X1-X2~X3-X4-X5—Xg=X7=-Xg=X9~X10-X11~X127
X1-X2-X3-X4~X5~-X6~X7-Xg—~X9-X10-X11-X12-X137
X1—-X2-X3-Xq~-X5~X—X7-Xg~Xo~X10-X11-X12-X13-X147

kde X; aZ X4 si rovnaké, ako boli opisané vysSie. Kazdy z TMP,
a TMP, mdZe byt rovnaky alebo rdézny v sekvencii a/alebo dizke.

V niektorych vyhodnych uskuto&neniach st TMP; a TMP, rovnaké.

Najmda vyhodny TMP je:

Ile-Glu-Gly-Pro-Thr-Leu-Arg-Gln-Trp-Leu-Ala-Ala-Arg-Ala (SEQ
ID NO: 1).

Termin "obsahujici", ako je tu pouZity, znamena, okrem
iného, Ze zlu&enina mdéZe obsahovat dalSie aminokyseliny na N-
a/alebo C-konci danej sekvencie. PretoZe je ale pritomna
Struktura ako napriklad X; aZ Xy, X1 aZ Xj4 a podobne, je
ostatnd chemickd Struktira relativne menej vyznamna. Je
samozrejmé, Ze akakolvek vonkajSia &truktira okrem X;-Xio
alebo X1-X14, by nemala vyznamnejSie interferovat s
trombopoetickou aktivitou zlu&eniny. Napriklad, N-koncovy Met
zostatok spadd do rozsahu predkladaného vyndlezu. Dalej, aj
ked je vela vyhodnych zludenin podla predkladaného vyndlezu
tandemovymi dimérmi, pretoZe obsahuju dve TMP skupiny, su iné
zla&eniny podla predkladaného vynalezu tandemovymi multimermi

TMP, t.j. zldCeninami majicimi nasledujice Struktury:

TMP;-L-TMP,~-L-TMPj3;
TMP;-L-TMP,-L-TMP3;-L~-TMP,;
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TMP;-L-TMP,-L-TMP3-L-TMP4-L~-TMPs;

kde TMP;, TMP,, TMP;3;, TMP; a TMPs mbéZu byt rovnaké alebo
odlisné a kde TMP a L sU rovnaké, ako je tu definované a
spajacie skupiny L sd volitelné. Vyhodne obsahuji zlu&eniny
podla predkladaného vyndlezu od 2 do 5 TMP skupin, lep$ie 2-3
a nejlepsSie 2. ZlG€eniny podla prvého uskutocnenia
predkladaného vyndlezu budi vyhodne obsahovat celkom menej
ako 60, lepSie menej ako 40 aminokyselin (t.j. bude sa jednat

o peptidy).

Ako bolo uvedené vySSie, zlG¢eniny podla prvého
uskutoCnenia predkladaného vyndlezu sG vyhodne TMP diméry,
ktoré sU naviazané bud priamo alebo prostrednictvom spajacej
skupiny. Monomérne TMP skupiny sd uvedené v beZnej orienticii
od N k C-koncu a ¢&itaju sa zlava doprava. Tak je vidiet, Ze
v8etky zluleniny podla predkladaného vyndlezu su orientované
tak, Ze C-koniec TMP, je naviazany bud priamo, alebo
prostrednictvom spéajacej skupiny, na N-koniec TMP,. Toto
usporiadanie sa oznaduje ako tandemové wusporiadanie a
zluCeniny podla predkladaného vyndlezu méZu byt ozna&ované
ako "tandemové diméry". Tieto zlu¢eniny si oznadované ako
diméry aj vtedy, ked si TMP; a TMP, &truktirdlne odlisné.

Vyndlez teda zahrffia ako homodiméry, tak heterodiméry.

"Spajacia" skupina ("L;") Jje volitelnad. Pokial ije
pritomna, tak nie je jej chemickd Struktuira zasadni, pretoZe
sliZi primarne ako oddelovacia skupina. Spajacia skupina by
mala byt vybratd tak, aby neinterferovala s biologickou
aktivitou konecnej zluCeniny a tieZ aby vyznamne nezvy3ovala
imunogenicitu konecnej zlG&eniny. Spdjacia skupina je vyhodne
tvorend aminokyselinami viazanymi navzidjom peptidovou vizbou.

Vo vyhodnych uskutoéneniach je teda spdjacia skupina tvorena
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Y., kde Y je prirodzend aminokyselina alebo jej stereoizomér a
"n" je 1 aZi 20. Spajacia skupina je tak tvorenda 1 aZ 20
aminokyselinami viazanymi peptidovymi vdzbami, kde tieto
aminokyseliny sG vybraté z 20 prirodzenych aminokyselin. Vo
vyhodnom uskuto&neni je 1 aZ 20 aminokyselin vybratych z Gly,
Ala, Pro, Asn, Gln, Cys, Lys. E3te lepSie je spdjacia skupina
tvorend z vacSiny aminokyselinami bez stérického obmedzenia,
ako je Gly, Gly-Gly-[(Gly):], Gly-Gly-Gly-[(Gly)s], Ala, Gly-
Ala, Ala-Gly, Ala-Ala, atd. Inymi konkrétnymi prikladmi

spdjacich skupin su:

(Gly) sLys (Gly) 4 (SEQ ID NO: 6);
(Gly) 3AsnGlySer (Gly); (SEQ ID NO: 7);

(tdto zlucenina poskytuje miesta na glykosylaciu, ked je
produkovand rekombinantne v sav€om bunkovom systéme, ktory

méZe glykosylovat také miesta);

(Gly)3Cys (Gly)4 (SEQ ID NO: 8); a
GlyProAsnGly (SEQ ID NO: 9).

Na vysvetlenie vy33ie uvedeného néazvoslovia napriklad
(Gly)3Lys (Gly) 4 oznacduje Gly-Gly-Gly-Lys-Gly-Gly-Gly-Gly.
Vyhodné si tieZ kombindcie Gly a Ala.

Je tieZ moZné pouZit nepeptidové spadjacie skupiny. MéZu
byt pouZité napriklad alkylové spdjacie skupiny, ako je -HN-
(CHz) 4~CO-, kde s = 2-20. Tieto alkylové spdjacie skupiny mdéZu
byt dalej substituované ktoroukolvek skupinou bez stérického
obmedzenia, ako je niZ3i alkyl (napriklad C;-Cg¢), niZ$i acyl,

halogén (napriklad Cl1l, Br), CN, NH,, fenyl atd..

Inym typom nepeptidovej spajacej skupiny je
polyetylénglykolova skupina, ako je:
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=HN-CH,-CH,- (O-CH2-CH2) ,—O-CH2-CO-

kde n je také, Ze celkovd molekulovd hmotnost spajacej
skupiny Jje v rozsahu od pribliZne 101 do 5000, lep3ie 101 aZ
500.

VSeobecne bolo zistené, Ze pre trombopoetické zlu&eniny
podla prvého uskutoCnenia predkladaného vynalezu sG vyhodné
spdjacie skupiny tvorené 0-14 podjednotkami (napriklad

aminokyselinami).

Peptidové spajacie skupiny méZu byt premenené za vzniku

derivdtov rovnakym spésobom ako bolo uvedené vy$3ie pre TMP.

ZluCeniny tejto prvej skupiny mdéZu byt linedrne alebo
cyklické. "Cyklické"” oznaCuje to, Ze aspori dve samostatné,
t.j. nekontinudlne, Casti molekuly sdi viazané jedna na druhdq.
Napriklad méZu byt amino- a karboxylovy koniec molekuly
naviazané na seba kovalentnou vazbou =za vzniku cyklickej
molekuly. Alternativne mdéZe molekula obsahovat dva alebo viac
Cys =zostatkov (napriklad v spajacej skupine), ktoré mdzZu
cyklizovat prostrednictvom tvorby disulfidovych mostikov.
Dalej sa predpokladad, Ze viac ako jeden tandemovy peptidovy
dimér sa méZe viazat za vzniku diméru dimérov. Napriklad,
tandemovy dimér obsahujici Cys zostatok mbéZe tvorit
disulfidova vézbu s Cys iného diméru. Pozri, napriklad,

zluCeninu SEQ ID NO: 20 uvedenu dalej.

Zld€eniny podla predkladaného vyndlezu méZu byt tiez
kovalentne alebo nekovalentne asociované s molekulou nosi&a,
ako je linedrny polymér (napriklad polyetylénglykol,

polylysin, dextran atd.), polymér s rozvetvenym retazcom
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(pozri napriklad US patent 4289872, Denkenwalter et al.,
udeleny 15.9.1981; 5229490, Tam, wudeleny 20.1.1993; WO
93/21259, Frechet et al., publikovany 28.10.1993); lipid;
cholesterdlovd skupina (ako je steroid); alebo karbohydrat
alebo oligosacharid. Dal3imi moZnymi nosiémi sG polyméry
rozpustné vo vode, ako je polyoxyetylénglykol alebo
propylénglykol, ako sU opisané v US patentoch &. 4640835,
4496689, 4301144, 4670417, 4791192 a 4179337. ESte inymi
pouZitelnymi polymérmi znédmymi v odbore s monometoxy-
polyetylénglykol, dextran, celuléza alebo iné polyméry na
baze karbohydrédtov, poly-(N-vinylpyrrolidon) -
polyetylénglykol, homopolyméry propylénglykolu, kopolymér
polypropylénoxid/etylénoxid, polyoxyetylované polyoly
(napriklad glycerol) a polyvinylalkohol, rovnako ako zmesi

tychto polymérov.

Vyhodnym nosi&om je polyetylénglykol (PEG). PEG skupina
méZe mat aktkolvek vhodni molekulovi hmotnost a méZe byt
priama alebo rozvetvena. Priemernd molekulovid hmotnost PEG je
vyhodne v rozmedzi od pribliZne 2 kDa do pribliZne 100 kDa,
lepSie od pribliZne 5 kDa do pribliZne 50 kDa, nejlepSie od
pribliZne 5 kDa do pribliZne 10 kDa.

PEG skupiny su obvykle naviazané na =zlu&eniny podla
predkladaného vyndlezu acylaciou, redukénou alkyléaciou,
Michaelovou adiciou, tiélovou alkylaciou alebo inymi
chemoselektivnymi konjugacénymi/liga&nymi metbédami
prostrednictvom reaktivnej skupiny na PEG molekule (napriklad
aldehydovej skupine, amino-skupine, esterovej skupine, tidlu,
a-halogénacetylovej, maleimido- skupine alebo hydrazino-
skupine) a reaktivne skupiny na cielovej zlG&enine (napriklad

aldehydovej skupine, amino-skupine, esterovej skupine,

23



tidélovej skupine, a-halogénacetylovej, maleimido- skupine

alebo hydrazino- skupine).

Karbohydratové (oligosacharidové) skupiny méZu byt
vyhodne naviazné na miesta, ktoré si znéme ako glykosylaéné
miesta proteinov. V3ebecne, O-viazané oligosacharidy st
naviazané na serinové (Ser) alebo treoninové (Thr) =zostatky,
zatial ¢o N-viazané oligosacharidy sa naviazané na
asparaginové (Asn) zostatky, ked su sGéastou sekvencie Asn-X-
Der/Thr, kde X mdéZe byt akakolvek aminokyselina s vynimkou
prolinu. X je vyhodne jedna s 19 prirodzenych aminokyselin
okrem prolinu. Struktary N-viazanych a O-viazanych
oligosacharidov a cukrovych zostatkov v kaZdom type st rézne.
Jednym beiZnym typom sacharidu je kyselina N-acetylneuraminové
(tu oznadovand ako kyselina sialovad). Kyselina sialova ije
obvykle koncovym zostatkom N-viazanych aj O-viazanych
oligosacharidov a méZe - vdaka svojmu negativnemu néboju -
spésobovat kyslé vlastnosti glykosylovanej zludeniny. Také
miesta méZu byt obsiahnuté v spajacej skupine zlu&enin podla
predkladaného vyndlezu a su vyhodne glykosylované bunkami
poCas rekombinantnej produkcie polypeptidovych zlaG&enin
(napriklad sav¢&imi bunkami ako s CHO, BHK, COS). Takéto
miesta ale mbéZu byt glykosylované tieZ podas syntetickych

alebo semisyntetickych postupov zndmych v odbore.

Niektoré priklady peptidov podla predkladaného vynélezu
su uvedené dalej. S0 pouZité jednopismenové skratky pre
aminokyseliny a spajacie skupiny su oddelené poml&kami na
jasny opis. Daliie skratky: BrAc znamenid bromacetyl BrCH,C(O))
a PEG znamend polyetylénglykol.
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IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 10)
IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (cyklicky)

| | (SEQ ID NO: 11)

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (lineArny)
(SEQ ID NO: 12)

IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ ID NO: 13)
IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 14)
IEGPTLRQWLAARA-GGGK (BrAc) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 15)
IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 16)
IEGPTLRQWLAARA-GGGK ( PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 17)
IEGPTLRQWLAARA-GGGC (PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 18)
IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 19)

IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA
IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 20)
IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 21)

V kaZdej zlulenine uvedenej vy3Sie sa tieZ predpoklada
N-koncovy Met (alebo M- v jednopismenovom kéde). Multiméry
(napriklad tandem a netandenm, kovalentne viazany a
nekovalentne viazany) vy33ie wuvedenych zludenin su tieZ

mozZné.

V druhom uskutoéneni predkladaného vyndlezu mdéZu byt
zlG€eniny opisané vy33ie dalej fuzované na jednu alebo viac
Fc skupin, bud priamo, alebo prostrednictvom spajacich
skupin. Viebecny vzorec pre tuto druhu skupinu zli¢enin je:

(Fc)m= (L2) q~TMP1= (L1) n~TMP2- (L3) .~ (FC)p
kde TMP;, TMP, a n sui rovnaké, ako boli opisané vy3sie; L;, L,

a L3 su spajacie skupiny, ktoré su vybraté nezavisle z vySSie
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definovanych spadjacich skupin; Fc je Fc regién
imunoglobulinu; m, p, 9 @ r si kazZdy nezdvisle 0 alebo 1, kde
aspoili jeden z m alebo p je 1 a dalej kde pokial m je 0, tak q
je 0, a pokial p je 0, tak r je 0; a medzi tieto zlui&eniny

patria tieZ farmaceuticky prijatelné soli takych zlu&enin.

ZluCeniny tejto druhej skupiny majd Struktiry definované
pre prvnd skupinu zlG€enin, ako bola opisand vysiie, ale
tieto zluCeniny su dalej fuzované na aspofi jednu Fc skupinu

bud priamo, alebo nepriamo prostrednictvom spdjacich skupin.

Fc sekvencia zlu€enin uvedenych vy3Sie méZe byt vybratéa
z Tudského taZkého retazca imunoglobulinu 1IgGl, pozri
Ellison, J.W. et al., Nucleic Acids Res. 10: 4071-4079
(1982), alebo akakolvek ind Fc sekvencia 2zndma v odbore
(napriklad in& trieda IgG vratane napriklad IgG2, IgG3 a
IgG4, alebo inych imunoglobulinov).

Je dobre zname, Ze Fc regiény protildtok su tvorené
monomérnymi polypeptidovymi segmentami, ktoré méZu Dbyt
viazané do dimérnych alebo multimérnych foriem disulfidovymi
védzbami alebo nekovalentnymi asociaciami. PocCet
intermolekulovych disulfidovych védzieb medzi monomérnymi
podjednotkami prirodzenych Fc molekill je v rozsahu od 1 do 4
podla triedy (napriklad 1IgA, 1IgG, IgE) alebo podtriedy
(napriklad IgGl, IgG2, IgG3, IgAl, IgA2) pouZitej protilatky.
Termin "Fc”, ako je tu pouZity, oznaduje monomérne, dimérne a
multimérne formy Fc molekil. Je treba si uvedomit, Ze Fc
monoméry budd spontédnne dimerizovat, ked st pritomné vhodné
Cys zostatky, pokial okolité podmienky nebrania dimerizéacii
prostrednictvom tvorby disulfidovych mostikov. Aj ked st Cys
zostatky, ktoré normalne vytvaraji disulfidové vizby v Fc

diméru, odstranené alebo nahradené inymi zostatkami, méZu

26



monomérne retazce dimerizovat prostrednictvom nekovalentnych
interakcii. Termin "Fc", ako je tu pouZity, oznauje akukolvek
z tychto foriem: prirodzeny monomér, prirodzeny dimér
(viazany disulfidovymi védzbami), modifikované diméry
(disulfidovo a/alebo nekovalentne viazané) a modifikované

monoméry (t.j. derivaty).

Varianty, analégy alebo derivaty Fc¢ ¢&asti mbéZu byt
pripravené, napriklad, vytvorenim réznych substitucii

zostatkov alebo sekvencii.

Variantné (alebo analogické) polypeptidy zahrffnaju
inzercéné varianty, v ktorych jeden alebo viac
aminokyselinovych zostatkov dopina aminokyselinovi sekvenciu
Fc. Inzercie mbéZu byt lokalizované na jednom alebo na oboch
koncoch proteinu, alebo méZu byt umiestnené vo vnutornych
regidénoch aminokyselinovej sekvencie Fc. Inzer¢né varianty
s dal3imi zostatkami na jednom alebo oboch koncoch mdézZu
zahffiat, napriklad, fuzne proteiny a proteiny obsahujice
aminokyselinové koncovky alebo znackovacie skupiny.
Napriklad, Fc molekula méZe volitelne obsahovat N-koncovy
Met, najmd vtedy, ked je molekula exprimovand rekombinantne

v bakteridlnych bunkach ako je E. coli.

V dele¢nych variantoch Fc je jeden alebo viac
aminokyselinovych zostatkov vo Fc polypeptide odstréaneny.
Delécie mbéZu byt uskutoénené na jednom alebo na oboch koncoch
Fc polypeptidu, alebo méZu byt odstradnené jeden alebo viac
zostatkov v aminokyselinovej sekvencii Fc. Dele&né varianty

preto zahrffiaju v3etky fragmenty sekvencie Fc polypeptidu.

Vo Fc substituénych variantoch Jje jeden alebo viac

aminokyselinovych zostatkov Fc polypeptidu odstraneny a
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nahradeny alternativnym zostatkom. V jednom aspekte su
substiticie konzervativne, vynalez ale zah¥ria tiez

substiticie, ktoré sG nekonzervativne.

Napriklad, cysteinové zostatky méZu byt deletované alebo
nahradené inymi aminokyselinami na zabrénenie tvorby
niektorych alebo v3etkych disulfidovych mostikov vo Fc
sekvencii. Konkrétne, aminokyseliny v pozicidch 7 a 10 SEQ ID
NO: 5 sU cysteinové =zostatky. Je moZné odstrénit kaZdy
z tychto cysteinovych zostatkov alebo substituovat jeden
alebo viac takych cysteinovych zostatkov inou aminokyselinou,
ako je Ala alebo Ser. V inom pripade je moZné uskutoénit
substiticie na (1) odstrdnenie vazbového miesta na Fc
receptor; (2) odstranenie vdzbového miesta na komplement
(Clq); a/alebo na (3) odstranenie miesta na bunkovi
cytotoxicitu zavisld na protilatkach (ADCC). Také miesta su
zname Vv odbore a akékolvek substitdcie zndme v odbore je
moZné pouZit na Fc v predkladanom vyndleze. Pozri, napriklad,
Molecular Immunology, zvdzok 29, ¢&. 5, 633-639 (1992),
s ohladom na ADCC miesta v IgGl.

Podobne mdéZe byt jeden alebo viac tyrosinovych zostatkov
nahradeny fenylalaninovym zostatkom. Do rozsahu predkladaného
vynadlezu tieZz spadaju dalSie aminokyselinové inzercie,
delécie (napriklad v rozsahu 1-25 aminokyselin) a/alebo
substitucie. VSeobecne sa vyhodnejsie konzervativne
aminokyselinové substitucie. Dalej, alterdcie mdZu byt vo
forme alterovanych aminokyselin, ako si peptidomimetika alebo

D-aminokyseliny.
Fc sekvencie TMP zlu¢enin méZu byt tieZ derivatizované,

t.j. mbéZu obsahovat modifikdcie iné ako inzercie, delécie

alebo substiticie aminokyselinovych =zostatkov. Vyhodné su
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modifikadcie kovalentného charakteru a zahrffiaji napriklad
chemické naviazanie polymérov, lipidov a inych organickych a
anorganickych skupin. Derivaty podla predkladaného vyndlezu
méZu byt pripravené =za G&elem prediZenia cirkulujtaceho
pol&asu, alebo mdZu byt navrhnuté na zlepSenie Specificity

polypeptidu pre cielové bunky, tkaniva alebo organy.

Je tieZ moZné pouZit vazbovid doménu pre receptor
intaktnej Fc  molekuly ako Fc cast zld¢enin podla

predkladaného vyndlezu, ako je opisané vo WO 96/32478,

nazvanej "Altered Polypeptides with Increased Half-Life".

Dalsimi é&lenmi triedy molekil oznadovanej ako Fc su tie,
ktoré sui opisané vo WO 97/34631, nazvanej "Immunoglobulin-Like

Domains with Increased Half-Lives”. Obidve publikované PCT

prihlasky citované v tomto odstavci su tu uvedené ako odkazy.

Fizia s Fc mbéZe byt uskutoCnend na N alebo na C konci
TMP; alebo TMP; alebo na oboch koncoch TMP. Prekvapivo bolo
zistené, Ze peptidy, v ktorych je Fc skupina ligovanid na N-
koniec TMP skupiny, sU biologicky aktivnejsSie ako ostatné,
takZe su prednostne tvorené fuzie obsahujice Fc doménu na N-
konci TMP; (t.j. r a p su vo vS8eobecnom vzorci obidva 0 a m a
q su obidva 1l). Ked je Fc retazec fuzovany na N-koniec TMP
alebo spajacej skupiny, tak su také fuzie obvykle uskuto&nené

na C-konci Fc retazca a naopak.

Vyhodné st tieZ zlucCeniny, ktoré su diméry (napriklad
tandemové a netandemové) =zluéenin podla vSeobecného vzorca
uvedeného vy38ie. V takych pripadoch je kaZdy Fc retazec
naviazany na tandemovy dimér TMP peptidov. Schematicky
priklad takych =zlu€enin Jje uvedeny na obr. 6C. Vyhodny
priklad takych zlu¢enin je uvedeny na obr. 6C, kde Fc je
dimér zlu&eniny SEQ ID NO: 5, kaZdy L, je (Gly)s, TMP, a TMP;
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si kaZdy zluCenina SEQ ID NO: 1 a kaZidy L, je (Gly)g. Tato
zltiC¢enina je tu tieZ oznaCovand ako "Fc-TMP;-L-TMP,". Je tieZ
reprezentovanad ako dimér (prostrednictvom Fc ¢asti) SEQ ID
NO: 34. Analogickd =zluéenina, v ktorej je Fc skupina
naviazand prostrednictvom spédjacej skupiny na C-koniec TMP,
skupin na obr. 6C je tieZ moZnd a je tu oznadovand ako TMP;-L-
TMP2-FcC.

Niektoré konkrétne priklady zlua€enin z druhej skupiny su

uvedené dalej:

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 22)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG~IEGPTLRQWLAARA-FC (SEQ ID NO: 23)
IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA-FC (SEQ ID NO: 24)
Fc-GG-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 25)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 26)

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (cyklicky)
| | (SEQ ID NO: 27)

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (linedrny)
(SEQ ID NO: 28)

Fc-IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ ID NO: 29)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 30)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 31)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 32)

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 33)
Fc-GGGGG-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA
(SEQ ID NO: 34)
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V kazdej zlu€enine uvedenej vy33ie sa tieZ predpoklada N-
koncovy Met (alebo M- v jednopismenovom kéde). Met =zostatok
méZe byt naviazany na N-koniec Fc skupiny v tych pripadoch,
ked je Fc skupina naviazana na N-koniec TMP. V tych
pripadoch, ked je Fc skupina naviazand na C-koniec TMP, méiZe

byt Met zostatok naviazany na N koniec TMP skupiny.

V kazdom z vy33ie uvedenych pripadov je Fc vyhodne Fc
regién tazkého retazca Iudského imunoglobulinu IgGl alebo
jeho biologicky aktivny fragment, derivat alebo dimér, pozri
Ellison, J.W. et al., Nucleic Acids Res. 10: 4071-4079
(1982) . Fc sekvencia uvedend v SEQ ID NO: 5 je najvyhodnej$im
Fc pre zlaCeniny uvedené vy3Sie. TieZ vyhodné sa vyssie
uvedené zluceniny, v ktorych je Fc dimernou formou sekvencia
SEQ ID NO: 5 a Fc retazec je naviazany na TMP tandemovy

dimér.

Dalej, aj ked vela vyhodnych z1G¢enin druhého
uskutoénenia obsahuje jeden alebo viac tandemovych dimérov
v tom zmysle, Ze obsahuji dve naviazané TMP skupiny, obsahuju
iné zlucgeniny podla predkladaného vynalezu tandemové
multimery TMP, t.j. Jjednd sa o zlu¢eniny nasledujucich

prikladnych vzorcov:

Fc-TMP;-L-TMP,-L-TMPj3;
Fc~-TMP;-L-TMP,-L-TMP3-L-TMP,;
Fc-TMP;~-L-TMP,-L-TMP3-L-TMP4-L-TMPs;
TMP;-L-TMP,-L-TMP3-Fc;
TMP;-L-TMP,-L-TMP3-L-TMP4-Fc;
TMP;-L-TMP,-L-TMP3~-L-TMP4-L-TMPs-FcC;

kde TMP,, TMP,, TMP;, TMP; a TMPs maju rovnaké alebo rézne

Struktiry a kde Fc a kaZdy TMP a L si rovnaké, ako su
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definované vy33ie a spédjacie skupiny sui volitelné. V kaZdom
pripade uvedenom vy33ie mbéZe byt Fc skupina monomérna alebo
dimérna a v pripadoch, ked je Fc skupina dimérna, méZe byt na
kazdy Fc retazec naviazany jeden alebo viac TMP multimérov.
TieZ s moZné iné priklady, v ktorych si TMP diméry alebo
multiméry naviazané na N aj C koniec jedného alebo oboch Fc
retazcov, vratane pripadov, ked si TMP diméry a multiméry

naviazané na v3etky 3tyri konce dvoch Fc retazcov.

Vyhodne majd zluceniny tohto druhého uskuto&nenia
vyndlezu celkovi diZku pribliZne 200 aZ 400 aminokyselin

(t.j. jedna sa o polypeptidy).

Spésoby pripravy

ZluCeniny podla predkladaného vynadlezu méZu byt
pripravené réznymi spésobmi. PretoZe vela tychto zlu&enin su
peptidy, alebo obsahuju peptidy, s@ najm& relevantné spdsoby
peptidovej syntézy. Napriklad mbéZu byt pouZité techniky
syntézy na pevnej faze. Vhodné techniky sG dobre zname
v odbore a =zahrffhaju tie, ktoré sU opisané v Merrifield,
v Chem. Polypeptides, str. 335-61 (Katspyannis and Panayotis,
vyd., 1973); Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 (1963);
Davis et al., Biochem Intl. 10: 394-414 (1985); Stewart and
Young, Solid Phase Peptide Synthesis (1969); US patent &.
3941763; Finn et al., The Proteins, 3. vydanie, zvdzok 2,
str. 105-253 (1976); a Erickson et al., the Proteins, 3.
vydanie, zvdzok 2, str. 257-527 (1976). Syntéza na pevnej
fédze je vyhodnou technikou na pripravu jednotlivych peptidov,
pretoZe je nejlacnejSou technikou na pripravu malych

peptidov.
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Peptidy mbéZu Dbyt tiez vyrébané transformovanymi
hostitelskymi bunkami za pouZitia rekombinantnych DNA
technik. Pri takej vyrobe sa pripravi rekombinantnd molekula
DNA kédujica peptid. Spdsoby na pripravu takych molektl DNA
a/alebo RNA su dobre znadme v odbore. Napriklad, sekvencia
kébdujica peptid mbéZe byt excidovand 2z DNA za pouZitia
vhodnych restrikénych enzymov. Relevantnd sekvencia méZe byt
pripravend polymerazovou retazovou reakciou (PCR) s pouZitim
vhodnych reStrikénych miest na nasledné klonovanie.
Alternativne méZe byt molekula DNA/RNA syntetizovand za
pouZitia technik chemickej syntézy, ako je fosforoamiditova

technika. TieZ mbéZe byt pouZitd kombindcia tychto technik.

Vynalez tieZ zahrha vektor kédujici peptidy vo vhodnom
hostitelovi. Vektor obsahuje molekulu DNA, ktora kéduje
peptidy, operativne naviazani na kontrélne sekvencie na
expresiu. Spdsoby na uskutoCnenie tejto operativnej viazby,
bud po alebo pred inzerciou molekuly DNA kédujiucej peptid do
vektoru, si dobre znadme. Medzi kontrdlne sekvencie na
expresiu patria promotory, aktivatory, zosilhovace,
operdtory, vdzbové miesta na ribosomy, Startovacie signaly,
stop signdly, signdly na naviazanie koncovky, polyadenyla&né
signaly a iné signdly =zuCastfiujuce sa kontroly transkripcie

alebo transléacie.

Vysledny vektor obsahujici molekulu DNA kédujlcu peptid
je pouZity na transformdciu vhodného hostitela. T&to
transformdcia méZe byt uskuto&nend za pouZitia metéd dobre

znamych v odbore.
Akékolvek z mnohych dostupnych a dobre znamych

hostitelskych buniek méZe byt pouZitd pri uskutoéiovani

predkladaného vynédlezu. Vyber uré&itého hostitela je zavisly
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na mnohych faktoroch zné&mych v odbore. Medzi tieto faktory
patri, napriklad, kompatibilita s vybranym expresnym
vektorom, toxicita peptidov kédovanych molekulou DNA pre
hostitela, rychlost transformidcie, moZnost lahkého ziskania
peptidov, charakteristiky expresie, biologicka bezpeénost a
naklady. Medzi tymito faktormi musi byt rovnovdha a je treba
si uvedomit, Ze nie v3etci hostitelia suU rovnako Ga¢inni pri

expresii urcitej DNA sekvencie.

Pri dodrZani tychto v3eobecnych pravidiel patria medzi
pouZitelnych mikrobiadlnych hostitelov baktérie (ako je E.
coli), kvasnice (ako je Saccharomyces spp. a Pichia pastoris)
a iné huby, hmyzie, rastlinné, savéie (vrdtane Iudskych)

bunky v kulture a ini hostitelia zndmi v odbore.

Potom sa transformovany hostitel kultivuje za beZnych
fermentaénych podmienok tak, aby boli exprimované poZadované

peptidy. Také fermentacné podmienky si dobre zndme v odbore.

Nakoniec sa peptidy precistia 2z fermentadénej kultiry
alebo z hostitelskych buniek, ktoré ich exprimuju. Tieto

metdédy na preCistenie su dobre zndme v odbore.

Zlaiceniny, ktoré obsahuji derivatizované peptidy, alebo
ktoré obsahuji nepeptidové skupiny, mbéZu byt syntetizované

technikami dobre zndmymi v organickej chémii.
PouZitie zlac¢enin
ZluCeniny podla predkladaného vyndlezu maji schopnost

viazat sa na a aktivovat c-Mpl receptor, a/alebo maju

schopnost stimulovat produkciu (in vitro a in vivo)

trombocytov (maju “trombopoetickid aktivitu”) a prekurzorov
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trombocytov (maja  "megakaryocytopoeticka aktivitu"). Na
meranie aktivity tychto zla¢enin je moZné pouZit 3Standardné

testy, ako si testy opisané vo WO 95/26746 nazvané
“Compositions and Methods for Stimulating Megakaryocyte Growth
and Differentiation”. Testy in vivo su dalej opisané v &asti

"Priklady uskutoénenia vyndlezu”.

Stavy, ktoré méZu byt lieCené spdsobmi a prostriedkami
podla predkladaného vyndlezu, sG v3eobecne tie stavy, pri

ktorych existuje deficit megakaryocytov/trombocytov, alebo

stavy, pri ktorych sa predpokladé deficit
megakaryocytov/trombocytov v budicnosti (napriklad na
planovany chirurgicky vykon alebo pri darcovstve
trombocytov). Také stavy mbéZu byt dbésledkom deficitu

(doCasného alebo trvalého) aktivneho Mpl ligandu in vivo.
Genericky termin pre deficit trombocytov je trombocytopénia a
tak sG spdsoby a prostriedky podla predkladaného vynalezu
vSeobecne vhodné na profylakticki alebo terapeuticki lie&bu

trombocytopénie pacientov.

Svetova Zdravotnicka Organizacia klasifikuje stupefi
trombocytopénie podla poctu cirkulujicich trombocytov
jedinca (Miller et al., Cancer 47: 210-211 (1981)).
Napriklad, jedinec nevykazujici Ziadne znamky trombocytopénie
(stupefi 0) bude mat aspofi 100000 trombocytov/mm®. Mierna
trombocytopénia (stupefi 1) oznaduje podet cirkulujucich
trombocytov medzi 79000 a  99000/mm®. Stredne taZka
trombocytopénia (stupefi 2) oznaduje podet cirkulujucich
trombocytov medzi 50000 a 74000/mm® a tazka trombocytopénia
oznacuje podet cirkulujicich trombocytov medzi 25000 a

49000/mm>. Zivot ohrozujuca trombocytopénia je
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charakterizovand pocltom cirkulujicich trombocytov men$im ako

25000/mm3.

Trombocytopénia (deficit trombocytov) méZe byt pritomné
z réznych dévodov, vratane chemoterapie a inej terapie
réznymi 1liekmi, aktinoterapie, chirurgického vykonu, strate
krvi pri poraneni a 3pecifickych ochoreni. Priklady
Specifickych ochoreni, ktoré mbéZu zahffiat trombocytopéniu a
ktoré méZu byt liedené spbdsobom podla predkladaného vynalezu,
sa: aplasticka anémia; idiopaticka alebo autoiminna
trombocytopénia (ITP), vratane idiopatickej
trombocytopenickej purpury asociovanej s karcinomom prsnika;
ITP asociovand s HIV a trombotickd trombocytopenickd purpura
spojena s HIV; metastatické nadory spdsobujice
trombocytopéniu; systémovy lupus erytematodes, vratane
neonatalneho lupusového syndrému spojeného so splenomegéliou;
Fanconiho syndrém; deficit vitaminu B12; deficit kyseliny
listovej; May-Hegglinova anomalia; Wiskott-Aldrichov syndrém;
chronické peclerfiové ochorenie; myelodysplasticky syndrém
spojeny s trombocytopéniou; paroxysmalna noc¢na
hemoglobinlria; akitna vyznamnd trombocytopénia po terapii
C7E3 Fab (Abciximab); alloiminna trombocytopénia, vratane
materndlnej alloimdnnej trombocytopénii; trombocytopénia
asociovand s antifosfolipidovymi protilatkami a trombdzou;
autoiminna trombocytopénia; trombocytopénia indukované
liekmi, vratane trombocytopénie indukovanej karboplatinou,
trombocytopénie indukovanej heparinom; fetédlna
trombocytopénia; gestacnd trombocytopénia; Hughesov syndrém;
lupoidnd trombocytopénia; strata krvi pri masivnom krvacani

a/alebo krvacanie pri nehode; myeloproliferativne ochorenie;

trombocytopénia pacientov s malignitami; trombotické
trombocytopenicka purpura, vratane trombotickej
mikroangiopatie manifestujica sa ako tromboticka
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trombocytopenicka purpura/hemolyticko-uremicky syndrém
pacientov s nadorovymi ochoreniami; autoiminna hemolyticka
anémia; okultnd perforacia divertikla v jejune; ¢&istd aplazia
¢erveného radu; autoiminna trombocytopénia; nefropatia
epidemica; akutne rendlne zlyhanie spojené s rifampicinom;
Paris-Trousseauova trombocytopénia; neonatédlna alloiminna
trombocytopénia; paroxysmalna noc¢néa hemoglobinuria;
hematologické zmeny spojené s karcinomom Zaludka; hemolyticko
uremické syndrémy v detstve; hematologické prejavy suvisiace
s virusovymi infekciami ako Jje trombocytopénia spojend s
infekciou virusom hepatitidy A a CMV. TieZ niektoré lieéby
AIDS vedd na trombocytopéniu (napriklad AZT). Niektoré
procesy hojenia ran mbéZu byt tieZ zlepSené v dbsledku

vy$8ieho poétu trombocytov.

Pri predpokladanom deficite trombocytov, napriklad pri
pléanovanom chirurgickom vykone, méZu byt zlGdeniny podla
predkladaného vynalezu podané niekolko dni aZ niekolko hodin
pred potrebou trombocytov. Pri akutnych stavoch, ako si drazy
a masivne straty krvi, méZu byt zlui€eniny podla predkladaného
vynédlezu podané sucasne s krvou alebo precistenymi

dosStickami.

ZliCeniny podla predkladaného vyndlezu méZu byt tiei
uzZito€éné na stimuldciu inych typov buniek ako megakaryocytov,
pokial tieto bunky exprimuji Mpl receptor. Stavy asociované
s takymi bunkami exprimujicimi Mpl receptor, ktoré reaguji na
stimulaciu Mpl ligandom, spadaju tiez do rozsahu

predkladaného vynalezu.
ZlGCeniny podla predkladaného vyndlezu méZu byt pouZité

v akejkolvek situdcii, v ktorej je Ziadica produkcia

trombocytov alebo prekurzorovych buniek trombocytov, alebo
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ked je Ziadica stimuldcia c-Mpl receptora. Tak mbéZu byt
zluC¢eniny podla predkladaného vyndlezu pouZité na 1liecbu
akéhokolvek stavu savca, pri ktorom existuje potreba
trombocytov, megakaryocytov a podobne. Také stavy si podrobne
opisané napriklad vo WO: 95/26746, WO 95/21919, WO 95/18858,
WO 95/21920, ktoré su tu uvedené ako odkazy.

ZluCeniny podla predkladaného vyndlezu mbéZu byt tieZ
pouzité na zachovanie Zivotaschopnosti alebo pri skladovani
trombocytov a/alebo megakaryocytov a pribuznych buniek. Preto
mbéZe byt vhodné pouZit u&inné mnoZstvo jednej alebo viacerych

zlu€enin v prostriedkoch obsahujticich také bunky.

Termin "savec”" oznaduje akéhokolvek savca, vratane
¢loveka, domacich zvierat ako si psi a ma&ky, exotickych
zvierat, ako sU opice, laboratérnych zvierat, ako su my3i,
potkany a morcatd, polnohospodarskych zvierat, ako su kone,
kravy, ovce, kozy a prasce, a podobne. Vyhodnym savcom je

Clovek.

Farmaceutické prostriedky

Predkladany vyndlez tieZ poskytuje spbdsoby na pouZitie
farmaceutickych prostriedkov obsahujicich zla&eniny podla
predkladaného vyndlezu. Také farmaceutické prostriedky méZu
byt urcené na injekéné podanie, ordlne, naséalne,
transdermdlne alebo iné podanie, vratane, napriklad,
intravenézného, intradermélneho, intramuskularneho,
intramammarneho, intraperitoneédlneho, intratekdalneho,
nitrooc¢ného, retrobulbarneho, intrapulmonalneho (napriklad
aerosolové prostriedky) alebo podkoZného injek&ného podania
(vratane depotného podania na dlhodobé uvolfiovanie); a dalej

vratane sublingudlneho, andlneho, vagindlneho podania alebo
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chirurgickej implantacie, napriklad v splenickej kapsule, do
mozgu alebo do rohovky. LieCba mdZe spocivat v jednej davke
alebo vo viacerych davkach za urcitG dobu. V3eobecne, vynélez
zahfna farmaceutické prostriedky obsahujice G&inné mnoZstvo
zlaceniny podla predkladaného vynalezu spoloéne
s farmaceuticky prijatelnym riedidlom, konzervaénymi
C¢inidlami, solubilizadnymi ¢&inidlami, emulga&nymi &inidlami,
pomocnymi  &inidlami a/alebo nosi¢mi. Také prostriedky
obsahuji riedidld s rdéznym obsahom pufru (napriklad Tris-HC1,
acetat, fosfat), pH a iontovou silou; prisady ako su
detergen¢né <&inidld a solubilizaéné ¢&inidlad (napriklad Tween
80, Polysorbat 80); antioxida¢né &inidlad (ako je kyselina
askorbova, metahydrogénsiriditan sodny); konzervadné <&inidléa
(napriklad Thimersol, benzylalkohol); a ¢&inidl4 upravujtice
objem (napriklad laktézu, manitol); tieto materidly sa méZu
zapracovat do <&asticovych pripravkov polymérnych zlG&enin,
ako Jje kyselina polymlie¢na, kyselina polyglykolova atd.,
alebo do liposomov. MbéZe sa pouZit kyselina hyalurdénova a ta
mé%e prediZit dobu pritomnosti aktivnej zloZky v cirkuléacii.
Farmaceutické prostriedky mbéZu volitelne obsahovat este
dalSie farmaceuticky prijatelné kvapalné, semisolidné alebo
solidné riedidlo, ktoré sluzi ako farmaceutické vehikulum,
prisada alebo médium, vratane napriklad
polyoxyetylénsorbitanmonolauratu, stearanu hore&natého,
metyl- a propylhydroxybenzodtu, Skrobov, sacharézy, dextrézy,
arabskej gumy, fosforefnanu véapenatého, minerilneho oleja,
kakaového masla a kakaovy olej. Také zloZenie mdiZe
ovplyviiovat fyzik&lny stav, stabilitu, rychlost uvolfiovania
in vivo a rychlost klirens in vivo proteinov a derivatov
podla predkladaného vynélezu. Pozri napriklad Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18. vydanie (1990, Mack Publishing
Co., Easton, PA18042), str. 1435-1712, ktoré su tu uvedené

ako odkaz. Prostriedky mdéZu byt v kvapalnej forme alebo vo
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forme su3eného prasku, ako je napriklad lyofilizovand forma.
Vyndlez zahrfifla tieZ implantovatelné prostriedky so spomalenym

uvolfiovanim, rovnako ako transdermalne prostriedky.

Predpoklddd sa pouZitie ordlnych pevnych davkovych
foriem, ktoré su v3eobecne opisané v napriklad Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18. vydanie (1990, Mack Publishing
Co., Easton, PAl18042) v kapitole 89, ktord je tu uvedend ako
odkaz. Medzi pevné davkové formy patria tablety, kapsule,
pilulky, pastilky alebo medicindlne oblatky alebo pelety. Na
pripravu prostriedkov podla predkladaného vyndlezu méZe byt
tieZ pouZitd liposomdlna alebo proteinoidnd enkapsulacia (ako
je to napriklad pri proteinoidnych mikrosférach opisanych
v US patente ¢&. 4925673. MbZe byt pouZitd enkapsuléacia
v liposémoch a 1liposémy mbéZu byt derivatizované réznymi
polymérmi (napriklad U.S. patent ¢&. 5013556). Opis moZnych
davkovych foriem pre terapeutikd je uvedeny v Marshall, K.,
Modern Pharmaceutics, vyd. G.S. Banker and C.T. Rhodes,
kapitola 10, 1979, ktord je tu uvedend ako odkaz. V3eobecne,
prostriedok bude obsahovat zludeninu podla predkladaného
vyndlezu a inertné prisady chréniace zlG&eninu pred
Zalldo¢nym prostredim a uvolfiujid biologicky aktivny material

v tenkom C&reve.

Vynadlez tieZ 3pecificky zahrfla ordlne davkové formy
zli€enin podla predkladaného vyndlezu. Pokial je to nutné,
méZu byt zluiCeniny chemicky modifikované tak, aby bolo
podanie u€inné. VSeobecne, moZnou chemickou modifikiciou je
naviazanie aspofi jednej skupiny na molekulu zlad&eniny
samotnej, kde uvedend skupina (a) inhibuje proteolyzu; a (b)
umoZfiuje prechod zluéeniny zo Zaudka alebo é&reva do krvného
obehu. Ziaduce je tieZ zvySenie celkovej stability zlu€eniny

a prediZenie doby cirkulacie v tele. Priklady takych skupin
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sa: polyetylénglykol, kopolyméry etylénglykolu a
propylénglykolu, karboxymetylceluléza, dextran,
polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon a polyprolin
(Abuchowski and Davis; Soluble Polymer-Enzyme Adducts,
Enzymes as Drugs, Hocenberg and Roberts, vyd., Wiley-
Interscience, New York, NY, (1981), str. 367-383; Newmark et
al., J. Appl. Biochem. 4:185-189 (1982)). Dal3imi polymérmi,
ktoré mdéZiu byt pouZité, sa poly-1,3-dioxolan a poly-1,3,6-
tioxocan. Na farmaceutické pouZitie uvedené vy33ie sU vyhodné

polyetylénglykolové skupiny.

Na ordlne davkové formy je tieZ moZné pouZit soli
modifikovanej alifatickej aminokyseliny, ako je N-(8-[2-
hydroxybenzoyl]amino) kapryldt sodny (SNAC), ako nosi& na
zlepSenie absorpcie terapeutickych zlacenin podla
predkladaného  vyndlezu. Klinické G€innost heparinového
prostriedku vyuZivajiceho SNAC bola preukdzand vo faze 1II

Stidie uskutocnenej Emispher Technologies. Pozri US Patent

5792451 "Oral drug delivery composition and methods”.

Terapeutikum méZe byt obsiahnuté v prostriedku ako jemné
mikroCastice vo forme granuli nebo peliet s velkostou
pribliZne 1 mm. Materidl na pripravu kapsul méZe byt vo forme
prasku, mierne lisovanych materidlov alebo aj tabliet.

Terapeutikum méZe byt pripravené lisovanim.

M6Zu byt pouZité farviva a chutové korigens. Napriklad,
protein (alebo derividt) mdéZe byt pripraveny (napriklad
enkapsulovany v liposémoch alebo mikrosférach) a potom mézZe
byt vloZeny do potravindrskeho vyrobku, ako sU chladené

nadpoje obsahujice farbivd a chutové korigens.
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Je moZné nariedit alebo zvy3it objem terapeutika
inertnym materidlom. Medzi tieto inertné materidly patria
karbohydraty, najmd manitol, a-laktéza, bezvodova laktéza,
celuléza, sacharéza, modifikované dextrany a 3Skrob. Niektoré
anorganické soli méZu byt tieZ pouZité ako plniva, vratane
fosforeCnanu vapenatého, uhliitanu hore&natého a chloridu
sodného. Niektorymi komeréne dostupnymi riedidlami st Fast-

Flo, Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress a Avicell.

V pevnej davkovej forme farmaceutického prostriedku
obsahujiceho terapeuticky aktivne &inidlo méZe byt obsiahnuté
€¢inidlo podporujuice rozpadavost. Cinidlom podporujicim
rozpadavost mbéZe byt napriklad §krob, vratane komercne
dostupného ¢&inidla podporujiceho rozpadavost na baze Skrobu,
ktorym je Explotab. TieZz méZe byt pouZity glykolat, 3Skrob
sodny, Amberlite, karboxymetylceluléza sodn4,
ultramylopektin, alginat sodny, Zelatina, pomaran&ova kéra,
kysla karboxymetylcelulédza, prirodzend morské huba a
bentonit. Inou formou ¢&inidiel podporujicich rozpadavost st
nerozpustné kationtomeniové Zivice. Praskové arabské gumy
méZu byt pouZité ako ¢&inidlad podporujice rozpadavost a ako
pojivad a medzi tieto préSkové arabské gumy patri agar, Karaya
a tragant. Kyselina alginovd a jej sodnd sol su tieZ vhodnymi

¢inidlami podporujiucimi rozpadavost.

Pojivd mbéZu byt pouZité na sOdrZnost terapeutického
¢inidla vo forme kapsule a patria medzi ne materialy
z prirodzenych produktov, ako je arabskad guma, tragant, Skrob
a Zelatina. Dalsimi pojivami si metylceluldza (MC),
etylcelulébza (EC) a karboxymetylceluléza (CMC) .
Polyvinylpyrrolidén (PVP) a hydroxypropylmetylceluléza (HPMC)
méZu byt pouZité v alkoholovych roztokoch na granulovanie

terapeutického ¢inidla.
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Protitrecie ¢&inidlda méZu byt pouZité pri priprave
farmaceutickych prostriedkov na prevenciu lepenia podas
pripravy. Klzné ¢&inidld mbéZu byt pouZité ako vrstva medzi
terapeutikom a stenou 1lisovacieho néstroja a medzi také
¢inidlad patri napriklad kyselina stearovd a jej horecCnaté a
vapenaté soli, polytetrafluéretylén (PTFE), kvapalny parafin,
rastlinné oleje a vosky. MéZe byt pouZité rozpustné klzné
¢inidlo, ako je laurylsiran sodny, laurylsiran horeé&naty,
polyetylénglykoly s rdéznou molekulovou hmotnostou, Carbowax
4000 a Carbowax 6000.

Mazadlo, ktoré mbéZe zlep3it tekutost 1lieku pocdas
pripravy a ktoré méZe poméct umiestneniu pri lisovani, mdéZe
byt tieZz pridané. Medzi také ¢&inidlad patri 3krob, mastenec,

vulkanicky oxid kremicity a hydratovany silikoaluminat.

Na zjednoduSenie rozpustenia terapeutického ¢&inidla vo
vodnom prostredi mbéZe byt pridany surfaktant ako zmacavé
¢inidlo. Medzi surfaktanty patria aniontové detergencéné
¢inidla, ako je laurylsiran sodny, dioktylsukcinat sodny a
dioktylsulfonat sodny. MéZu byt pouzité tieZz kationtové
detergenéné ¢inidld a medzi ne patri benzalkoniumchlorid a
benzetoniumchlorid. Zoznam potencialnych neiontovych
detergentnych ¢inidel, ktoré moéZu byt pouzité ako
surfaktanty, zahfna lauromakrogol 400, polyoxyl 40 stearat,
polyoxyetylénovy hydrogenovany ricinovy olej 10, 50 a 60,
glycerol monostearat, polysorbat 40, 60, 65 a 80, ester
sacharézy s mastnymi kyselinami, metylceluléza a
karboxymetylceluléza. Tieto surfaktanty méZu byt pritomné
v prostriedku obsahujicom protein alebo derivadt samostatne

alebo v zmesi v réznych pomeroch.
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Aditivami, ktoré =zvy3uju vychytdvanie zludeniny, su
napriklad mastné kyseliny, kyselina olejova, kyselina

linoleovd a kyselina linolenova.

M6Zu byt Ziadice prostriedky s riadenym uvolifiovanim.
Aktivna zloZka mbdZe byt obsiahnutéd v inertnej matrici, ktora
umoZfiuje uvolfiovanie bud difuziou, alebo odplavovanim, ako je
to napriklad pri arabskych gumdch. Prostriedok mdéZe rovnako
obsahovat pomaly sa rozkladajice matrice, ako su alginity a
polysacharidy. Ina forma riadeného uvolifiovania  tohto
terapeutika je spbdsob na béze Oros terapeutického systému
(Alza Corp.), t.j., 1liek Jje =zatvoreny v polopriepustnej
membridne, ktord umoZfiuje prienik vody a vytladanie lieku
jednym malym otvorom v désledku ozmotického efektu. Niektoré

enterdlne potahy tieZ oddialuju uvolhovanie lie&iva.

V prostriedku méZu byt pouZité tieZ iné potahy. Medzi
tieto potahy patria rdézne sacharidy, ktoré méZu byt nanesené
v potahovacej piecke. Terapeutické <&inidlo mdéZe byt tiei
podané vo forme tablety potiahnutej filmom a materiily
pouZzité v tomto pripade sa delia do 2 skupin. Prvé st
neenterdlne materidly a patri medzi ne metylceluléza,
etylceluldéza, hydroxyetylceluléza, metylhydroxy-etylcelulédza,
hydroxypropylceluléza, hydroxypropyl-metylceluldza,
karboxymetylceluldéza sodna, povidon a polyetylénglykoly.
Druhou skupinou suU enterdlne materidly a patria sem beZné

estery kyseliny ftélovej.
Na dosiahnutie optimalneho potahu filmom mbéZe byt

pouZitd zmes materidlov. Potiahnutie filmom méZe byt

uskutoénené v piecke alebo vo fluidnom 16Zku alebo tlakovo.
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TieZz je moZné uskutoénit plucne podanie proteinu (alebo
jeho derivatu) podla predkladaného vyndlezu. Protein (alebo
derivat) je podany do plic inhaladne a prechddza cez plucny
epitel do krvného rieciska (dalej pozri Adjei et al.,
Pharmaceutical Research 7: 565-569 (1990); Adjei et al.,
International Journal of Pharmaceutics 63: 135-144 (1990)
(leuprolid acetat); Braquet et al., Journal of Cardiovascular
Pharmacology 13 (suppl. 5): str. 143-146 (1989) (endotelin-
1); Hubbard et al., Annals of Internal Medicine 3: 206-212
(1989) (al-antitrypsin); Smith et al., J. Clin. Invest. 84:
1145-1146 (1989) (al-proteinasa); Pswein et al.

"Aerosolization of Proteins”, Proceedings of Symposium on
Respiratory Drug Delivery II, Keystone, Colorado, March, 1990
(rekombinantny Iudsky rastovy hormén); Debs et al., the
Journal of Immunology 140: 3482-3488 (1988) (interferon-y a

faktor nekrézy nadorov a) a Platz et al., US patent &.

5284656 (faktor stimulujidci kolénie granulocytov).

Pri uskutoCifiovani predkladaného vyndlezu je moZné pouZit
rézne mechanické prostriedky na plicne podanie terapeutik,
vratane nebulizatorov, inhaldtorov s meratelnou davkou a
inhala¢nych prostriedkov na prasky, ktoré su v3etky dobre

zndme v odbore.

Niektoré priklady komer&ne dostupnych prostriedkov
vhodnych na uskutoénenie tohto vyndlezu sG Ultravent
nebulizator, vyrdbany Mallinckrodt, Inc., St. Louis,
Missouri; Acorn II nebulizator, vyrdbany Marquest Medical
Products, Englewood, Colorado; Ventolin inhaldtor
s odmeratelnou davkou, vyrdbany Glaxo Inc., Research Triangle
Park, North Carolina; a Spinhaler pra3kovy inhalator,

vyrdbany Fisons Corp., Bedford, Massachusetts.

45



VSetky také prostriedky vyZaduja pouZitie pripravkov
vhodnych na podanie zlueniny podla predkladaného vynalezu.
Obvykle je kaZdy pripravok Specificky na uréity typ
prostriedku a mbéZe byt nutné pouZitie vhodného hnacieho
plynu, okrem riedidiel, adjuvans a/alebo nosidov uZitoé&nych

v terapii.

ZlaCeniny podla predkladaného vyndlezu budd najlep3ie
pripravené vo forme c&astic s priemernou velkostou &astic
menSou ako 10 um (alebo mikrénov), najlepsSie 0,5 aZ 5 um, na
umoznenie <&o nejucinnejSieho podania do distadlnych d&asti

plac.

Medzi nosiCe patria karbohydrity, ako je trehaldza,
mannitol, =xylitol, sachardza, 1laktdéza a sorbitol. Daldimi
prisadami sG DPPC, DOPE, DSPC a DOPC. Mé%u byt pouZité
prirodzené alebo syntetické surfaktanty. MéZe byt pouZity
polyetylénglykol (okrem jeho pouZitia pri derivatizacii
proteinu alebo analégu. MéZe byt pouZity dextran, ako je
cyklodextran. M6Zu byt pouzZité Z1&ové soli alebo iné pribuzné
zosilfiovade absorpcie. MbéZe byt pouZitd celuléza alebo
derivaty celulézy. MOZu byt pouZité aminokyseliny, napriklad

v pufrovacich prostriedkoch.

Vynalez tieZ zahffia pouZitie 1liposémov, mikrokapsuli
alebo mikrosfér, inkluznych komplexov alebo inych typov

nosicov.

Prostriedky vhodné na pouZitie v nebulizatore, ¢i
tryskovom, alebo ultrazvukovom, budd obvykle obsahovat
zliceninu podla predkladaného vyndlezu rozpusteni vo vode

v koncentrdcii od pribliZne 0,1 do 25 mg biologicky aktivneho
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proteinu na ml roztoku. Prostriedok mdéZe tieZ obsahovat pufor
a Jjednoduchy cukor (napriklad na stabilizaciu proteinu a
regulaciu ozmotického tlaku). Nebuliza&ny prostriedok mdzZe
tieZ obsahovat surfaktant, na redukciu alebo prevenciu
agregdcie proteinu indukovanej povrchovo aktivnymi silami,

ktora je spdsobend atomizdcou roztoku pri priprave aerosolu.

Prostriedky na pouZitie v inhalaénom prostriedku
s odmeratelnou davkou budd obvykle obsahovat jemne deleny
prasok obsahujici zldCeninu podla predkladaného vynalezu
suspendovanid Vv hnacom plyne pomocou surfaktantu. Hnacim
plynom mbéZe byt akykolvek materidl beZne pouZivany na tento
ucel, ako je chlérfluérkarbon, hydrofluérchlérkarbon,
hydrofludrkarbon alebo hydrokarbon, vratane
trichlérfluérmetanu, dichlérdifludérmetanu,
dichlértetrafluéretanolu a 1,1,1,2-tetrafludretanu alebo ich
kombindcii. Vhodnymi surfaktantmi sG sorbitantrioleat a
séjovy lecitin. Ako surfaktant méZe byt pouZitad tieZ kyselina

olejova.

Prostriedky na podanie inhala¢nym prostriedkom na
podanie prasku budd obsahovat jemne deleny suchy préasok
obsahujici zlui€eninu podla predkladaného vyndlezu a méZu tieZ
obsahovat c¢inidlo zvy3ujice objem, ako je laktdéza, sorbitol,
sacharéza, manitol, trehaléza alebo xylitol, v mnoZstve,
ktoré zjednoduSuje podanie prasku z prostriedku, kde toto

mnoZstvo je napriklad 50 aZ 90% hmotnosti prostriedku.

Je moZné tieZ nasdlne podanie zld¢eniny podla
predkladaného vyndlezu. Nasdlne podanie umoZfiuje prienik
proteinu do krvného riefiska priamo po podani terapeutického
prostriedku do nosa, bez potreby podania prostriedku do plic.

Prostriedky na nasdlne podanie zahffaja prostriedky
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s dextranom alebo cyklodextrénom. TieZ je moZné podanie cez

iné sliznice.

Davkovanie

Davkovanie pouZité v spbsobe lie¢by ochoreni uvedenych
vy538ie bude urené oSetrujucim lekdrom po zvaZeni réznych
faktorov, ktoré modifikuji pésobenie 1liekov, ako je vek,
zdravotny stav, telesnid hmotnost, pohlavie a dietne zvyklosti
pacienta, zavaZnost akejkolvek infekcie, doba podania a iné

klinické faktory. V3eobecne by davka mala byt v rozsahu 0,1
Mg aZz 100 mg zlaleniny podla predkladaného vynélezu na kg
telesnej hmotnosti a def, lepSie 0,1 aZ 1000 pg/kg; a

najlep3ie 0,1 aZz 150 pug/kg, v dennych davkach alebo
v ekvivalentnych v dlh3ich alebo krat8§ich intervaloch,
napriklad kaZdy druhy defi, dvakrat tyZdenne, raz tyZdenne

alebo dvakrat alebo trikrat denne.

ZliCeniny podla predkladaného vyndlezu méZu byt podané
poCiato&nou bolusovou davkou a potom kontinu&lnou infiéziou na
udrZiavanie terapeutickych koncentrdcii 1lieku v cirkulacii.
Alternativne mbéZe byt zli€enina podla predkladaného vynalezu
podana ako jediné davka. Odbornici v odbore Tahko
optimalizuji Ud€inné davky a reZimy podania podla 3tandardnej
lekarskej praxe a klinického stavu konkrétneho pacienta.
Frekvencia podavania bude zavisiet na farmakokinetickych
parametroch ¢&inidel a na spdsobe podania. Optimélny
farmaceuticky prostriedok bude vybraty odbornikom v odbore
podla spdsobu podania a poZadovanej davky. Pozri, napriklad,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18. vydanie (1990, Mack
Publishing Co., Easton, PA18042), str. 1435-1712, ktoré su tu

uvedené ako odkaz. Také prostriedky mbéZu ovplyviiovat
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fyzikdlny stav, stabilitu, rychlost uvolfiovania in vivo a
rychlost klirens in vivo podaného ¢&inidla. V zavislosti na
spbésobe podania méZe byt vhodnd davka vypo&itand podla
telesnej hmotnosti, telesného povrchu a velkosti orgéanu.
Dalsie upravy vypodtov nutnych na stanovenie vhodnej davky na
lieCbu kaZdym z prostriedkov uvedenych vy38ie st rutinné pre
odbornikov v odbore bez zbyto&ného experimentovania, najmi v
svetle tu opisanych informdcii o davkach a testoch, rovnako
ako farmakokinetickych dat 2z klinickych &tddii na ludoch
opisanych vy33ie. Vhodné davky mdéZu byt urdené znamymi
testami na stanovenie koncentracii lie&iv v krvi, spoloé&ne
s datami davka-odpoved. KoneCny davkovy reZim bude ur&eny
oSetrujucim 1lékdrom po zvaZeni réznych faktorov, ktoré
modifikuji pdsobenie liekov, ako je napriklad 3Specificka
aktivita lieku, =zavaZnost ochorenia a reaktivita pacienta,
vek, zdravotny stav, telesnd hmotnost, pohlavie a dietne
zvyklosti pacienta, zavaZnost akejkolvek infekcie, doba
podania a iné klinické faktory. PretoZe su uskutod&iiované
Studie, objavia sa dalSie informacie tykajdce sa vhodnych

davok a trvania liecby pre rdzne ochorenia a stavy.

Terapeutické spdsoby, prostriedky a zla&eniny podla
predkladaného vyndlezu mbéZu byt pouZité, samostatne alebo v
kombindcii s inymi cytokinmi, solubilnym Mpl receptorom,
hematopoetickymi faktormi, interleukinmi, rastovymi faktormi
alebo protilatkami, v liecbe oochoreni charakterizovanych
inymi priznakmi, rovnako ako deficitom trombocytov.
Predpoklada sa, Ze =zluCeniny podla predkladaného vyndlezu
budld uZitofné na liecbu niektorych foriem trombocytopénie v
kombinacii so vSeobecnymi stimuldtormi hematopoézy, ako je
IL-3 alebo GM-CSF. Spolo¢ne s Mpl ligandom méZu byt pouZité
tiez dal3ie faktory stimulujice megakaryocyty, ako je

napriklad meg-CSF, faktor kmefiovych buniek (SCF), leukemicky
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inhibiény faktor (LIF), onkostatin M (OSM) alebo iné molekuly

stimula¢nou aktivitou. Medzi dalsSie

také

s megakaryocytarnou

prikladné cytokiny alebo hematopoetické faktory na

spolo¢né podanie patria IL-le, IL-1f, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-11, (CSF-1), M-CSF,
SCF, GM-CSF, faktor stimulujici kolénie granulocytov (G-CSF),

faktor stimulujici kolénie 1
(IFN-a) ,
IL-10’

trombopoetin

interferon «
IL-8, IL-9,
IL-18,

EPO,
IL-7,
IL-17,

spoloény interferon,
IL-12, IL-13, IL-14,
(TPO), angiopoetiny,
Tudsky

IFN-B,
IL-15,

IFN-y,
IL-16,
napriklad
Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y, peptid podobny
(VEGF),

morfogénny

angiopoetinu, vaskularny endotelovy rastovy faktor

angiogenin, kostny morfogénny protein-1l, kostny

protein-2,
protein-4,
protein-6,

protein-8,

kostny
kostny
kostny
kostny

morfogénny
morfogénny
morfogénny

morfogénny

protein-3,
protein-5,
protein-7,

protein-9,

kostny
kostny
kostny
kostny

morfogénny
morfogénny
morfogénny

morfogénny

protein-10, kostny morfogénny protein-11, kostny morfogénny

protein-12, kostny morfogénny protein-13, kostny morfogénny

protein-14, kostny morfogénny protein-15, receptor pre kostny

morfogénny protein IA, receptor pre kostny morfogénny protein

IB, mozgové neurotrofné faktory, receptor a pre ciliarny

neurotrofny faktor, cytokinmi indukovany chemotakticky faktor

pre neutrofily 1, cytokinmi indukovany chemotakticky faktor

pre neutrofily 2a, cytokinmi indukovany chemotakticky faktor

pre neutrofily 2B, rastovy faktor P endotelovych buniek,

endotelin 1, epidermalny rastovy faktor, epitelovy atraktant

pre neutrofily, fibroblastovy rastovy faktor 4,

S5,

fibroblastovy
faktor 6,

fibroblastovy rastovy faktor

rastovy faktor fibroblastovy rastovy

fibroblastovy rastovy faktor 7,

8, fibroblastovy rastovy faktor 8b, fibroblastovy rastovy
faktor 8c, fibroblastovy rastovy faktor 9, fibroblastovy
rastovy faktor 10, kysly fibroblastovy rastovy faktor,
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alkalicky fibroblastovy rastovy faktor, receptor al pre
neurotrofny rastovy faktor odvodeny od glidlnej buneé&nej
linie, receptor a2 pre neurotrofny rastovy faktor odvodeny od
glidlnej bune&nej linie, protein stvisiaci s rastom, protein
sivisiaci s rastom a, protein stvisiaci s rastom P, protein
sivisiaci s rastom Yy, epidermdlny rastovy faktor viaZici sa na
heparin, hepatocytarny rastovy faktor, receptor pre
hepatocytarny rastovy faktor, inzulinu podobny rastovy faktor
I, receptor pre inzulinu podobny rastovy faktor I, inzulinu
podobny rastovy faktor 1II, vdzbovy protein pre inzulinu

podobny rastovy faktor II, keratinocytarny rastovy faktor,

leukemicky inhibiény faktor, receptor a pre leukemicky
inhibi&ny faktor, nervovy rastovy faktor, receptor pre
nervovy rastovy faktor, neurotrofin 3, neurotrofin 4,
placentarny rastovy faktor, placentdrny rastovy faktor 2,
trombocytarny endotelovy rastovy faktor, trombocytarny
rastovy faktor, A retazec trombocytdrneho rastového faktoru,

trombocytarny rastovy faktor AA, trombocytdrny rastovy faktor
AB, B retazec trombocytéarneho rastového faktoru,
trombocytarny rastovy faktor BB, receptor a pre trombocytarny

rastovy faktor, receptor P pre trombocytdrny rastovy faktor,
rastovy faktor pre pre-B 1lymfocyty, receptor pre faktor
kmetfiovych buniek, TNF, vratane TNFO, TNF1, TNF2,

transformujuci rastovy faktor a, transformujici rastovy
faktor B, transformujici rastovy faktor Bl, transformujici
rastovy faktor Pl.2, transformujici rastovy faktor p2,
transformujuci rastovy faktor 3, transformujuci rastovy
faktor B5, latentny transformujici rastovy faktor Pl, véazbovy
protein I pre transformujici rastovy faktor B, vazbovy
protein II pre transformujici rastovy faktor P, vazbovy

protein III pre transformujici rastovy faktor B, receptor
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typu I pre faktor nekrézy ndadorov, receptor typu II pre
faktor nekrézy nadorov, receptor pre plazminogénovy aktivator
urokindzového typu, cievny endotelovy rastovy faktor, a
chimerické proteiny a ich biologicky alebo imunologicky
aktivne fragmenty. Dalej méZe byt vhodné podat, simulténne
alebo sekvenéne, ua€inné mnoZstvo solubilného savéieho Mpl
receptora, ktory, ako sa zd4a, spbsobuje fragmentéaciu
megakaryocytov na trombocyty po dozreni megakaryocytov. Tak
sa predpokladd, Ze podanie zluceniny podla predkladaného
vynalezu (na zvySenie poctu zrelych megakaryocytov) a potom
podanie solubilného Mpl receptora (na inaktivdciu ligandu a
na produkciu trombocytov zo zrelych megakaryocytov) je najmi
G¢innym postupom na stimuldciu produkcie trombocytov. Davky
uvedené vy33ie sa upravujd s ohladom na také dal$ie zloZky v
terapeutickych prostriedkoch. Vyvoj stavu liedeného pacienta

méZe byt sledovany beZnymi sp&sobmi.

V pripade, Ze su zlu€eniny podla predkladaného vynédlezu
pridané k trombocytadrnym a/alebo megakaryocytdrnym pripravkom
alebo pripravkom pribuznych buniek, tak sa pouZité mnoZstvo

uréi experimentalne za pouZitia technik a testov zndmych v

odbore. Napriklad je moZné pouZit davky od 0,1 pg do 1 mg

zlideniny podla predkladaného vynilezu na 10° buniek.

Je potrebné si uvedomit, Ze pouZitie spdsobov podla
predkladaného vyndlezu pre urcity problém alebo situdciu, je
schopny odbornik v odbore uskutoénit podla opisu vynélezu.
Priklady prostriedkov podla predkladaného vynalezu a
reprezentativnych spésobov na ich izolaciu, pouZitie a

vyrobu, si uvedené dalej.
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Priklady uskuto&nenia vyndlezu

Priklad 1

Tento priklad opisuje spbésoby na pripravu niektorych

zl4¢enin prvej skupiny.

A. Materidly a metédy

Vietky aminokyselinové derivaty (vSetky A L-
konfiguracii) a Zivice pouZité pri syntéze peptidov boli
kipené od Novabiochem. Cinidld na peptidovii syntézu (DCC,
HOBt., atd.) boli kipené vo forme roztokov od Applied
Biosystems, Inc. Dva PEG derivaty boli od Shearwater
Polymers, Inc. Vietky rozpustadla (dichlérmetan, N-
metylpyrrolidon, metanol, acetonitril) boli od EM Sciences.
Analyticka HPLC bola uskutoCnend na Beckman systéme s Vydac
kolénou (0,46 cm x 25 cm, Cl8 reverznd f&za, 5 mm) pri
prietoku 1 ml/min a pri dudlnej UV detekcii pri 220 a 280 nm.
Pre vSetky HPLC kroky boli pouZité linedrne gradienty s dvoma
mobilnymi fazami: pufor A - H0 (0,1% TFA) a pufor B -
acetonitril (0,1% TFA) . PouzZité ¢islovanie peptidov,
napriklad 17b, 18, 19 a 20, sa vztahuje na tabulku 1 a
niektoré z tychto peptidov su dalej ilustrované na obr. 2 a

3.

Syntéza peptidov: V3etky peptidy boli pripravené dobre
znamou metddou syntézy na pevnej faze. Syntéza na pevnej faze
s Fmoc c¢inidlami bola uskutolnend za pouZitia ABI Peptide
Synthetiser. Obvykle zaCala syntéza peptidu s dopredu
naplnenou Wangovou Zivicou v 0,1 mmol mierke. Fmoc
odstranenie chraniacich skupin bolo uskuto&nené podla

Standardného piperidinového protokolu. Kopuléacia bola
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uskuto&nend za pouZitia DCC/HOBt. Chréniace skupiny pre
vedlajSie retazce boli: Glu (O-t-Bu), Thr (t-Bu), Arg (PBF),
Gln (Trt), Trp (t-Boc) a Cys (Trt). Pre prvy peptidovy
prekurzor na pegylaciu bol na chrénenie vedlajSieho retazca
Lys na spajacej skupine pouZity Dde a Boc-Ile-OH bol pouzZity
na posledni kopuldciu. Dde bol odstraneny za pouZitia
bezvodového hydrazinu (2% v NMP, 3x2 minity) a potom sa
uskutoénila kopulacia s anhydridom kyseliny brémoctovej
pdsobenim DCC. Pre peptid 18 bol vedlaj3i retazec cysteinu v
spdjacej skupine <chréaneny tritylovou skupinou. Konecéné
odstranenie chraniacich skupin a Stiepenie vSetkych
peptidylovych Zivic bolo uskutoénené pri teplote okolia pocas
4 hodin za pouzZitia kyseliny trifludéroctovej (TFA)
obsahujucej 2,5% H20, 5% fenol, 2,5% triizopropylsildn a 2,5%
tioanisol. Po odstrdneni TFA sa od3tiepeny peptid vyzrazal
chladnym bezvodovym é&terom. Tvorba disulfidovych vdzieb v
cyklickom peptide bola wuskutoénena priamo na surovom
materidli za pouZitia 15% DMSO v HO0 (pH 7,5). VSetky surové
peptidy boli preliStené preparativnou HPLC s reverznou fazou
a ich Struktiry boli potvrdené ESI-MS a aminokyselinovou

analyzou.

Alternativne méZu byt peptidy opisané vy3Sie pripravené
za pouZitia t-Boc postupu. V tomto pripade je vychodzou
sivicou klasick& Merrifieldova alebo Pam Zivica a chréaniacimi
skupinami pre vedlaj8ie retazce su: Glu (Obzl), Thr(Bzl),
Arg(Tos), Trp (CHO), Cys(p-MeBzl). Fluérovodik (HF) mbéZe byt

pouZity na kone&né Stiepenie peptidylovych Zivic.

VSetky tandemové dimérne peptidy opisané v tomto
priklade, ktoré obsahuji spadjacie skupiny zloZené z
prirodzenych aminokyselin, méZu byt tiez pripravené

rekombinantnou DNA technikou.
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PEGylacia. Bola vyvinutd nova, konvergentna stratégia na
pegyldciu syntetickych peptidov, ktora zahfna kombinovanie -
prostrednictvom vytvorenia konjuga&nej vdzby v roztoku -
peptidu a PEG skupiny, ktoré obsahujad kazdd Specialnu
funkciu, ktord Jje reaktivna s funkcou druhej skupiny.
Prekurzorové peptidy mézZu byt Iahko pripravené technikou
syntézy na pevnej faze, ako bola opisana vy33ie. Ako bolo
opisané vy38ie, tieto peptidy su "preaktivované" vhodnou
funké&nou skupinou na Specifickom mieste. Prekurzory méZu byt
preCistené a plno charakterizované pred reakciou s PEG
skupinou. Ligacia peptidu s PEG obvykle prebieha vo vodnej
faze a mdZe byt lahko sledovand analytickou HPLC s reverznou
fazou. Pegylované peptidy mbéZu byt Iahko precistené
preparativnou HPLC a charakterizované analytickou HPLC,
aminokyselinovou analyzou a hmotnostnou spektrometriou s

desorpciou laserom.

Priprava peptidu 19. Peptid 17b (12 mg) a MeO-PEG-SH5000
(30 mg, 2 ekv.) sa rozpusti v 1 ml vodného pufru (pH 8). Zmes
sa inkubuje pri teplote okolia podas pribliZne 30 minat a
reakcia sa sleduje analytickou HPLC, ktora ukaZe viac ako 80%
dokoncenie reakcie. Pegylovany materidl sa izoluje

preparativnou HPLC.

Priprava peptidu 20. Peptid 18 (14 mg) a MeO-PEG-mleimid
(25 mg) sa rozpusti v 1,5 ml vodného pufru (pH 8). Zmes sa
inkubuje pri teplote okolia pocas pribliZne 30 minat, ked je
70 % transformdcie dokonlené, ako je sledované analytickou
HPLC pomocou aplikdcie podielu vzorky do HPLC kolény.

Pegylovany materidl sa izoluje preparativnou HPLC.
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Test biologickej aktivity

TPO in vitro biotest je mitogénny test vyuZivajici klon
mySich 32D buniek zavislych na IL-3, ktoré boli
transfektované lIudskym Mpl receptorom. Tento test je podrobne
opisany vo WO 95/26746. Bunky sa kultivuju v MEM médiu
obsahujicom 10% Fetal Clone II a 1 ng/ml mIL-3. Pred pridanim
vzorky sa bunky pripravia dvojakym preplachnutim kultivaénym
médiom bez IL-3. Ur&i sa prediZend dvanéstbodova TPO
Standardnd krivka v rozsahu od 3333 do 39 pg/ml. Pre kaZda
vzorku sa pripravia 3Styri riedenia spadajlice do linearnej
&asti 3tandardnej krivky (1000 aZ 125 pg/ml) a tieto sa
spracuju trikrat. 100 pl kaZzdého riedenia vzorky alebo
Standardu sa prida do vhodnych jamiek 96-jamkovej
mikrotitra&nej platni obsahujicej 10000 buniek/jamku. Po 44
hodindch pri 37 % a 10% CO; sa do kaZdej jamky prida MTS
(tetrazoliovd zlucéenina, ktora je biologicky redukovana
bunkami na formazan). PribliZne o 6 hodin pozdej3ie sa
odpo&ita optickd densita na <&ita¢ke platni pri 490 nm.
Vytvori sa krivka davka-odpoved (log koncentracia TPO vs.
0.D. pozadie) a uskutoéni sa linedrna regresnd analyza bodov,
ktoré spadaji do linedrnej <c¢asti 3tandardnej krivky.
Koncentracia nezndmych testovanych vzoriek sa uré¢i za
pouZitia ziskanej linedrnej rovnice a za pouZitia korekcie na

nariedenie.

Skratky: HPLC: vysokou¢innd kvapalinova chromatografia;
ESI-MS: hmotnostnd spektrometria s ionizdciou postrekom
elektrénmi; MALDI-MS: hmotnostnéd spektrometria s ionizéciou
desorpciou laserom na matrici; PEG: polyetylénglykol. VSetky
aminokyseliny sud uvedené v 3tandardnom trojpismenovom alebo
jednopismenovom kéde. t-Boc: terc-butoxykarbonyl; tBu: terc-
butyl; Bzl: benzyl; DCC:dicyklohexylkarbodiimid; HOBt: 1-

56



hydroxybenztriazol; NMP: N-metyl-2-pyrrolidon; Pbf:
2,2,4,6,7-pentametyldihydro-benzfuran-5-sulfonyl; Trt:
trityl; Dde: 1-(4,4-dimetyl-2, 6-dioxo-cyklohexyliden)etyl.

B. Vysledky

TMP tandemové diméry s polyglycinovymi spajacimi
skupinami. Vyvoj sekvenéne viazanych TMP dimérov bol zaloZeny
na predpoklade, Ze dimérne formy TMP sG nutné na G&inna
interakciu s c-Mpl (TPO receptor) a na tom, Ze podla toho,
ako si navzajom umiestnené vzhladom na receptor, méZu byt dve
MTP molekuly navzadjom viazané na C- alebo N-konci tak, Ze nie
je naruSend celkova dimernad konformacia. Je jasné, :Ze
aktivita tandemovo viazanych dimérov zavisi tieZ na spréavnom
vybere diZky a zloZeni spajacej skupiny spajajtcej C- a -
konce dvoch sekvenc¢ne umiestnenych TMP monomérov. PretoZe nie
je dostupnd Z&dna informacia o Strukture TMP naviazaného na
c-Mpl, bola syntetizovana séria dimernych peptidov so
spajacimi skupinami zloZenymi z 0 aZ 10 a 14 glycinovych
zostatkov (Tabulka 1). Glycin bol vybraty pre svoju
jednoduchost a flexibilitu. Predpokladalo sa, Ze flexibilny
polyglycinovy peptidovy retazec umozZni wvolné skladanie dvoch
spojenych TMP jednotiek do poZadovanej konformacie. Zatial c&o
viac stericky obmedzené aminokyselinové sekvencie mdéZu mat
neZiadice sekunddrne 3&truktary, ktorych rigidita by mohla
naruSit sprdvne skladanie dimérneho peptidu vo vztahu k

receptoru.

Vysledné peptidy je moZné pripravit beZnymi technikami
peptidovej syntézy na pevnej faze (Merrifield, R.B., Journal
of the American Chemical Society 85: 2149 (1963)), =za
pouzZitia Fmoc alebo t-Boc techniky. Oproti syntéze C-koncovo

viazanych paralelnych dimérov (SEQ ID NO: 2), ktora vyZaduje
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pouzitie ortogondlne chrdneného lysinového =zostatku ako
poC¢iatoéného miesta vetvenia na pripravu dvoch peptidovych
retazcov pseudosymetrickym spésobom (Cwirla, S.E. et al.,
Science 276: 1696-1699 (1997)), je syntéza nasich tandemovych
dimérov priame, postupné zostavovanie kontinualneho
peptidového retazca od C- do N-konca. PretoZe ma dimerizacia
TMP dramatickej3i vplyv na proliferaCni aktivitu ako na
vdzbovid afinitu, ako Jje preukdzané pre C-koncovy dimér
(Cwirla, S.E. et al., Science 276: 1696-1699 (1997)), boli
syntetické peptidy testované priamo na biologicki aktivitu v
teste proliferdcie TPO dependentnych buniek za pouZitia IL-3
dependentného klonu my3ich 32D buniek transfektovanych
kompletnym c-Mpl (Palacios, R. et al., Cell 41: 727 (1985)).
ako ukazuji vysledky testu (pozri tabulku 1, dalej),
vykazovali vSetky polyglycinom spojené tandemové diméry >
1000-n&sobné zvy3enie wU&innosti v porovnani s monomérom a
boli v tomto proliferadnom teste uU¢innej$ie ako C-koncovy
dimér. Absolutnd aktivita C-koncového diméru v nasSom teste
bola niZ3ia ako aktivita prirodzeného TPO proteinu, ¢&o je
odlisné od skorSich zisteni, v ktorych bol C-koncovy dimér
rovnako aktivny ako prirodzeny ligand (Cwirla, S.E. et al.,
Science 276: 1696-1699 (1997)). Toto mbéZe byt spdsobené
odlisnymi podmienkami pouZitymi v obidvoch testoch. Rozdiely
v aktivite medzi tandemovymi dimérmi (C-koniec prvého
monoméru Jje naviazany na N-koniec druhého monoméru) a
paralelnymi dimérmi (C-koniec prvého monoméru je naviazany na
C-koniec druhého monoméru) v rovnakom teste ale jasne
dokazuji lep3ie vlastnosti tandemovo dimerizovanej zluceniny
v porovnani s paralelne dimérizovanou zluceninou. Je
zaujimavé, Ze si moZné rdézne dizky spa&jacej skupiny.
Optim&lna spa&jacia skupina pouzZita s vybratymi TMP monomérmi

(SEQ ID NO: 1) je zloZena z 8 glycinov.
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Iné tandemové diméry. Po tejto prvej sérii TMP
tandemovych dimérov  bolo navrhnutych niekolko dal3ich
molekual, bud s inymi spajacimi skupinami, alebo s
modifikdciami monoméru. Prva z tychto molekdl, peptid 13, mé

spajaciu skupinu zloZenui z GPNG, &o je sekvencia, o ktorej je

zname, Ze lahko vytvara sekunddrnu Struktiru typu B-
skrutkovice. Aj ked je e3te stale asi 100-krdt ucinnejsia ako
monomér, Jje tento peptid 10-krat manej aktivny ako GGGG-

viazany analdg. Preto sa zda, Ze pouZitie relativne rigidnej

B-skrutkovice ako spajacej skupiny spdsobuje mierne naruSenie
optimalnej agonistickej konformacie v tejto forme s kratkou

spdjacou skupinou.

Trp 9 v TMP sekvencii je vysoko konzervovany zostatok v
aktivnych peptidoch izolovanych z kniZnic ndhodnych peptidov.
Existuje tiez vysoko konzervovany Trp v  konvenénych
sekvenciach EPO mimetickych peptidov a bolo zistené, Ze tento
Trp zostatok sa zuiasthiuje tvorby hydrofébneho jadra medzi
dvoma EPO mimetickymi peptidmi (EMP) a prispieva na
hydrofébne interakcie s EPO receptorom (Livnah, O. et al.,
Science 273: 464-471 (1996)). Analogicky sa predpokladi, Ze
Trp9 zostatok v TMP mbéZe mat podobni funkciu v dimerizacii
peptidového 1ligandu a v pokuse o modulovanie a hodnotenie
vplyvov nekovalentnych hydrofébnych sil vo dvoch indélovych
kruhoch sa  konS3truovalo niekolko analégov vzniknutych
mutdciou Trp. V peptide 14 bol Trp zostatok v kaZdom z dvoch
TMP monomérov nahradeny Cys a oxiddciou bola vytvorena
intramolekulovd disulfidovd vazba medzi dvoma cysteinmi,
ktord mala napodobiiovat hydrofdébne interakcie medzi dvoma Trp
zostatkami v dimérizacii peptidu. Peptid 15 je redukovanou
formou peptidu 14. V peptide 16 boli dva Trp =zostatky
nahradené Ala. Ako ukazuju vysledky testov, boli vSetky tri

analégy inaktivne. Tieto data dalej wukazujd, Ze Trp je
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vyznamny pre aktivitu TPO mimetického peptidu a nie len na

tvorbu diméru.

Dalsie dva peptidy (peptid 17 a 18) obsahovali obidva vo
svojej 8-aminokyselinovej spajacej skupine Lys alebo Cys
zostatok. Tieto dve zluceniny sua prekurzormi dvoch
pegylovanych peptidov (peptidu 19 a 20), v ktorych je
vedlajsi retazec Lys alebo Cys modifikovany
polyetylénglykolovou (PEG) skupinou. PEG skupina bola vloZena
do stredu relativne dlhej spdjacej skupiny, takZe bola velké
PEG zloZka (5 kDa) dostato&ne daleko od vyznamnych vadzbovych
miest v molekule peptidu. PEG je znédmy biokompatibilny
polymér, ktory sa stdle c<astejSie pouZiva na kovalentnua
modifikdciu za WUCelom zlepSenia farmakokinetickych profilov

peptidovych a proteinovych terapeutickych &inidiel.

Na beZnu pegylaciu syntetickych alebo rekombinantnych
peptidov bola pouZitd moduldrna metéda v roztoku. Tento
spésob je zaloZeny na dobre znamej chemoselektivnej ligaénej
stratégii, ktord vyuZiva S3pecifické reakcie medzi péarom
navzdjom reaktivnych skupin. Tak bol pre pegylovany peptid
199 vedlaj$i retazec 1lysinu preaktivovany brémacetylovou
skupinou za vzniku peptidu 17b, ktory bol pripraveny na
reakciu s PEG derivatizovanym tidélom. Na chrénenie g-aminu
lysinu bola pouZitd ortogondlna chrédniaca skupina, Dde. Po
zostaveni celého peptidového retazca bol N-koncovy amin znovu
chraneny T-Boc. Dde skupina bola potom odstranenad, aby bola
umoZnend bromacetylacia. Té&to stratégia vedie na zisk
surového peptidu vysokej kvality, ktory mbéZe byt Iahko
pre¢isteny za pouZitia beZnej HPLC s reverznou fazou. Ligacia
peptidu s PEG modifikovanym tidélom prebieha v vodnom pufre
pri pH B8 a reakcia je dokonlend pocas 30 mindt. MALDI-MS

analyza precisteného, pegylovaného materialu ukazala
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charakteristické, zvonovité spektrum s krokmi 44 Da medzi
susednymi pikmi. Pre PEG-peptid 20 bol cysteinovy zostatok
umiestneny do spajacieho regiénu a jeho tiélovd skupina
vedlaj3ieho retazca mohla sluZit ako miesto naviazania pre
PEG obsahujici maleimid. Podobné podmienky boli pouZité na
pegylaciu tohto peptidu. Ako ukézali vysledky testu, maja
tieto dva pegylované peptidy eSte va&Siu biologicku aktivitu

in vitro ako ich nepegylované ndprotivky.

Peptid 21 obsahuje vo svojej 8-aminokyselinovej skupine
potencidlny glykosyla¢ny motiv, NGS. PretoZe si tieto
prikladné tandemové diméry tvorené prirodzenymi
aminokyselinami viazanymi peptidovymi vézbami, vedie expresia
takej molekuly vo vhodnom eukaryotickom bune&nom systéme na
produkciu glykopeptidu s karbohydratovou skupinou pridanou na
karboxamidovy vedlaj3i retazec Asn. Glykosylidcia je beZnou
posttranslacnou modifikdciou, ktoréd mbéZe mat vela priaznivych
u¢inkov na biologicki aktivitu daného proteinu, pretoZe
zvySuje jeho rozpustnost vo vode a stabilitu in vivo. Ako
ukazuja vysledky testov, viedla inkorporéacia tohto
glykosylaéného motivu do spajacej skupiny na zachovanie
vysokej biologickej aktivity. Synteticky prekurzor
potencidlneho glykopeptidu mal aktivitu porovantelni s -
(Gly)s— viazanym analégom. Po glykosyldcii sa predpoklada, Ze
bude tento peptid mat rovnakd aktivitu ako pegylované
peptidy, 2z ddévodu podobnych chemicko-fyzikdlnych vlastnosti
PEG a karbohydratovej skupiny.

Poslednym peptidom je dimér dimérov. Tento peptid bol
pripraveny oxidaciou peptidu 18, ktor4d viedla na vznik
intermolekulovej disulfidovej vé&dzby medzi dvoma cysteinovymi
zostatkami v tejto spajacej skupine. Tento peptid bol

navrhnuty preto, aby bolo =zistené, ¢&i je TMP aktivny ako
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tetramer. Vysledky testu ukazali, Ze tento peptid nebol
aktivnej$i ako priemerny tandemovy dimér po prave na
molarnej baze, &o nepriamo podporuje mySlienku, Ze aktivnou
formou TMP je urc¢ite dimér, pretoZe inak by dimerizéacia

tandemového diméru mala dalsi vplyv na biologickd aktivitu.

Nasledujuca tabulka 1 zhfila relativne aktivity zlaéenin
uvedenych vy33ie z hladiska ECsp v testoch in vitro, ako boli

opisané vySSie.

Tabulka 1
Relativna
Zlu&enina G¢innost

{ECso).

TPO 4.0
TMP monomér (SEQ ID NO: 1) 1.0
TMP C-C dimér (SEQ ID NO: 2) 3.5
TMP- (Gly) ,—TMP:
1 n=0 4.5
2 n=1 4.0
3 n=2 4.0
4 n=3 4.0
5 n=4 4.0
6 n=5 4.0
7 n=6 4.0
8 n=7 4.0
9 n=8 4.5
10 n=9 4.0
11 n=10 4.0
12 n=14 4.0
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13 TMP-GPNG-TMP(SEQ ID NO.10) 3.0
14 IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA

(SEQ ID NO. 11)

15 IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA 0.5
(SEQ ID NO.12)

16 IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA 0.5
(SEQ ID NO.13)

17a TMP-GGGKGGGG-TMP (SEQ ID NO.14) 4.0

17b TMP-GGGK (BrAc)GGGG-TMP (SEQ ID NO.15) ND

18 TMP-GGGCGGGG-TMP (SEQ ID NO.16)
19 TMP-GGGK (PEG)GGGG-TMP (SEQ ID NO.17)
20 TMP-GGGC (PEG)GGGG-TMP (SEQ ID NO.18)
21 TMP-GGGNGSGG-TMP (SEQ ID NO.19)
22 TMP-GGGCGGGG-TMP (SEQ ID NO.20)

TMP-GGGCGGGG-TMP

T T & L R & 1 B
o O O O O

Poznamka: V tabulke 1 oznadujd ¢&isla pribliZne 1 log
aktivity, takZe rozdiel medzi aktivitou "1" a "4" e
pribliZne 1000-né&sobny. ZvySenie o 0,5 je zvy3enie o stredni
hodnotu, takZe rozdiel medzi aktivitou "1" a "3,5" je

pribliZne 500-nédsobny. "ND" = nie je stanovené.

Priklad 2

Nasledujuci priklad opisuje spésoby pripravy niektorych

zlGi€enin druhej skupiny.

A. Priprava Fc fiznych zlaéenin typu uvedeného na obr. 6C.

DNA sekvencia kédujuca Fc regién ludského IgGl fuzovana

v ¢itacom ramci s dimérom TPO mimetického peptidu (SEQ ID NO:
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34) sa umiestnila pod kontrolu luxPR promotora v plazmidovom

vektore pAMG21 nasledujicim spdsobom.

Fazny gén bol pripraveny &tandardnou PCR technikou.
Templaty na PCR reakcie boli fuzny vektor obsahujici Fc
sekvenciu a synteticky gén kédujici zostatok zluceniny SEQ ID
NO: 34. Synteticky gén bol kon3truovany zo 4 prekryvajucich

sa oligonukleotidov uvedenych dalej:

1830-52 ARA GGT GGA GGT GGT GGT ATC GAA GGT CCG
ACT CTG CGT CAG TGG CTG GCT GCT CGT GCT
(SEQ ID NO:35)

1830-53 ACC TCC ACC ACC AGC ACG AGC AGC CAG
CCA CTG ACG CAG AGT CGG ACC
(SEQ ID NO:36)

1830-54 GGT GGT GGA GGT GGC GGC GGA GGT ATT GAG GGC
CCA ACC CTT CGC CAA TGG CTT GCA GCA CGC GCA
(SEQ ID NO:37)

1830-55 AAA AAA AGG ATC CTC GAG ATT ATG CGC GTG CTG
CAA GCC ATT GGC GAA GGG TTG GGC CCT CAA TAC
CTC CGC CGC C
(SEQ ID NO:38)

4 oligonukleotidy boli tepelne spracované za vzniku

nasledujuceho duplexu:
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AAAGGTGGAGGTGGTGGTATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGCT
lemmee - e o o ———— Fmmm—————— + 60

CCAGGCTGAGACGCAGTCACCGACCGACGAGCACGA

K G GG G GI E G P TULI R QWL A ATIR A

GTGGGTGGAGGTGGCGGCGGAGGTATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCA
————————— te—————————t———— e} e ===+ 120
CCACCACCTCCACCGCCGCCTCCATTACTCCCGGGTTGGGAAGCGGTTACCGAACGTCGT

G G 666G GGG 6GI EGPTULIROQWTIL A A

CGCGCA

GCGCGTATTAGAGCTCCTAGGAAAAAAA

SEQ ID NO: 39 (ko-linea&rne oligonukleotidy 1830-52 a 1830-54)
SEQ ID NO: 40 (ko-linedrne oligonukleotidy 1830-53 a 1830-55)

a SEQ ID NO: 41 (kédovand aminokyselinova sekvencia).

Tento duplex bol amplifikovany PCR reakciou za pouZitia

1830-52 a 1830-55 ako kédujucich a protizmyslovych primérov.

Fc c&ast molekuly bola pripravend PCR reakciou s Fc DNA

za pouZzitia primérov:

1216-52 AAC ATA AGT ACC TGT AGG ATC G (SEQ ID NO:42)

1830-51 TTCGATACCACCACCTCCACCTTTACCCGGAG-
ACAGGGAGAGGCTCTTCTGC (SEQ ID NO:43)

Oligonukleotidy 1830-51 a 1830-52 obsahujuce
prekryvajucich sa 24 nukleotidov, ¢o umoZiiuje fazovanie
tychto dvoch génov dohromady v spravnom d¢&itacom réamci
kombinovanim vy33ie uvedenych PCR produktov v tretej reakcii

za pouzZitia vonkajSich primérov, 1216-52 a 1830-55.
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Génovy produkt poslednej PCR (kompletny fizny gén) sa
travil restrik&nymi endonukledzami Xbal a BamHI a potom sa

ligoval do vektoru pAMG21 (pozri dalej), tieZ travenom Xbal a

BamHI. Ligovand DNA sa transformovala do

hostitelskych buniek E. coli kmefia 2596 (GM221,

kompetentnych

pozri dalej).
Klony sa vySetrovali na schopnost produkovat rekombinantny

protein a na pritomnost génovej fuzie majlcej spravnu

nukleotidovlh sekvenciu. Uroveli expresie proteinu bola

stanovena z hodnotenia 50 ml skumaviek. Lyzaty celych buniek

boli analyzované na pritomnost flizneho proteinu na PAGE
géloch farebnych Coomasie modrostou.

Aminokyselinovd sekvencia fuzneho proteinu je uvedena

pod zodpovedajicou nukleotidovou sekvenciou.

Xbal
|
TCTAGATTTGTTTTAACTAATTAAAGGAGGAATAACATATGGACAAAACTCACACATGTC
1 ————————- e LT +-- -4 B s e LT DLt + 60
AGATCTAAACAAAATTGATTAATTTCCTCCTTATTGTATACCTGTTTTGAGTGTGTACAG
M D K T H T C P

CACCTTGTCCAGCTCCGGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAAC

61 —————m-m— e dmm————— Fom——————— pmmmm————— fomm—————— + 120
GTGGAACAGGTCGAGGCCTTGAGGACCCCCCTGGCAGTCAGAAGGAGAAGGGGGGTTTTG
P ¢ PAPETLLGGU?PSVFLFUPUZPIKF?P

CCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
121 ————m———e pmm—— - R L - o ————— o ——————— + 180
GGTTCCTGTGGGAGTACTAGAGGGCCTGGGGACTCCAGTGTACGCACCACCACCTGCACT

K DT3L MI S RTU®PEVTCV YV VDV S

GCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAIAAIG
181 mm—mmmmepmoemo e Fommmmmm e R o 4mmmmmm e $mmmm e + 240
CCeTOCTTOTGORACTCCAGTTCARGTTGACCATGCACCTGCCGCACCTCCACGTATTAC

H E D P E YV K F NWUY VDGV EV HNMARA

CCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
241 ~~-—em—-- tmm——————— e o b ————— e ——— + 300
GGTTCTGTTTCGGCGCCCTCCTCGTCATGTTGTCGTGCATGGCACACCAGTCGCAGGAGT

K T K P REEQ Y NSTVYRV YV SV L T

CCGTCCTGC.ACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGQ\GTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAMG

301 ———-—mmm- B s e e + 360
GGCAGGACGTGGTCCTGACCGACTTACCGTTCCTCAIGTTCACGTTCCAGAGGTTGTTTC
VLHQDWILNGTZEKTETYTE KT CTE KTVSNTK KA

CCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAMCCATCTCCAAAGCCAMGGGCAGCCCCGAGAACCAC

361 -—--—-- B e T + 420
GGGAGGGTCGGGGGTAGCTCTTTTGGTAGAGGTTTCGGTTTCCCGTCGGGGCTCTTGGTG
L PAPTIETEKTTISE KA AEKTGA QT?PRETFPQ

AGGTGTACACCCTGCCCCCAICCCGGGAEGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCT
3 T A O +-=- - + 480
TCCACA!GTGGGACGGGGGTAGGGCCCTACTCGACTGGTTCTTGGTCCAGTCGGACTGGA

VYTL®P®UPSRDETLTTZ KNG QYVSULTHC
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GCCTGGTCAABGGCTTCTAICCCAGCGACAICGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAIGGGCAGC
48] ———mmmmm—tmmmmmm— o mmmmm oo 4mmmm = m e + 540
cGGAcCAGTTrcCGAAGATAGGGTCGcrGTAsCGGCAccrcacccrcrccrrnccccrcc

LV XKGTFTYZPSDTIAVETWESNGOQEP

CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACM1. CCTTCTTCCTICT

§4] ===w—=--—fomesoscssmdosessssss +- -—+ Fo—— + 600
GCC'I.‘CTTGTTGATGTTCTGGTGCGGAGGGCACGACCTGAGGCTGCCGAGGMGAAGGJ\GA
ENNYKTTPPVLDSDGSFE‘LY

ACAGCANGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGARCGTCTTCTCATGETCCG
601 —mmmmmrmmt—mmmem——mfmmm—me -+ 660

TGTCGTTCGKGTGGCACCTGTTCTCGTCCACCGTCGTCCCCT‘IGC.AGAAGAGTACGAGGC
S X LTV DK S RWOQQGNVYVF S C SV

'1'GATGCATGAGGCTCTGCACMCCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
661 - e e e cmmemtpemmmmeeeeat 720
ACTACGTACTCCGAGACGTGTTGGTG}\TGTGCGTCTTCTCGGAGAGGGACAGAGGCCCAT

M HEAULHNUH YT QK S L s L S P G K

ARGGTGGAGGTGGTGGTATCGARGGTCCGACTCTGCGTCAGTGECTECTGCTCGTGCTG
721 —mmmmmme- T s e o, + 780
T TCCACCTCCACCACCATAGCTTCCAGGCTGAGACGCAGTCACCGACCGACGAGCACGAC

G G GGG I EGPTTILRGQWILARARRAPSGE

G'.l‘GGTGGAGGTGGCGGCGGAGGTATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCAC
781 ~me—me—mespeemmmeocod e it el e m——— + 840
CACCACCTCCACCGCCGCC'.I.‘CCATAAC'I.‘CCCGGGTTGGGAAGCGGTTACCGAACGTCGTG

6 6 66 6 66 G I EGPTULIRUOQWILWAA AR

BamHI
|
GCGCATAATCTCGAGGATCCG
841 - ———=4- 861
CGCGTAT TAGAGC‘I‘CCTAGGC
A

SEQ ID NO: 44 (jeden retazec c¢itany 5’->3'),
SEQ ID NO: 45 (jeden retazec ¢itany 3’->5’), a

SEQ ID NO: 46 (kédovand aminokyselinova sekvencia)
PAMG21

Expresny plazmid pAMG21 je dostupny od ATCC pod
prirastkovym ¢islom 98113 a bol uloZeny 24.7.1996.

GM221 (Amgén hostitelsky kmeii &. 2596)

Amgén hostitelsky kmen &. 2596 je K-12 kmeii E. coli,
ktory bol modifikovany tak, aby obsahoval ako lambda represor
cI857s7 citlivy na teplotu vo v&asnom ebg regiéne, tak lacI®
represor v pozdnom ebg regiéne (68 minut). Pritomnost tychto

dvoch represorovych génov umoZiuje pouZitie tohto hostitela s
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mnohymi expresnymi systémami, ale, obidva tieto represory su
irelevantné pre expresiu z lucPg. Netransformovany hostitel

nemd rezistenciu na antibiotika.

Vazbové miesto pre ribosomy cI857s7 génu bolo
modifikované tak, aby obsahovalo posilnené RBS. Bolo
inzertované do ebg operénu medzi nukleotidmi 1170 a 1411,
podla ¢&islovania v GenBank prirastkové &islo M64441Gb Ba s

deléciou vymedzerenej ebg sekvencie.

Konstrukt bol presunuty do chromozému za pouZitia
rekombinantného faqu nazvaného MMebg-cI857s7 s vloZenym RBS
¢. 4 do F'tet/393. Po rekombindcii a rozdeleni zostavali v
bunkdch len chromozomdlne inzerty. Tieto boli oznadené

F'tet/GM101.

F'tet/GM101 boli potom modifikované vloZenim lacI®
konStruktu do ebg operénu medzi nukleotidy 2493 a 2937, podla
¢islovania v GenBank prirastkové &islo M64441Gb Ba s deléciou

vymedzerenej ebg sekvence.

Konstrukt bol presunuty do chromozému za pouZitia
rekombinantného fagu nazvaného AGebg-LacIQ&.5 do F'tet/393.
Po rekombindcii a <rozdeleni zostdvali v bunkach len
chromozomédlne inzerty. Tieto boli ozna&ené F'tet/GM221.
F'tet epizom bol odstrdneny 2z kmefla pomocou akridinovej
oranZovosti v koncentradcii 25 pg/ml v LB. Takto spracovany

kmefi bol citlivy na tetracyklin a bol oznadeny GM221.

Fc fuzny kon3trukt obsiahnuty v plazmide pAMG21 (ktory
je tu oznaCeny ako pAMG21-Fc-TMP-TMP), ktory bol potom
vloZeny do hostitelského kmefia GM221, bol uloZeny v ATCC pod
prirastkovym &€islom 98957, 22.10.1998.
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Expresia

Kultary pAMG21-Fc-TMP-TMP v E. coli GM221 v Luria Broth
médii obsahujicom 50 pg/ml kanamycinu boli inkubované pri

37 ¢ pred indukciou. Indukcia expresie Fc-TMP-TMP génu =z
luxPR promotora bola uskutoénend pridanim syntetického
autoindukéného ¢&inidla N-(3-oxohexanoyl)-DL-homoserinlakténu
do kultivacného média v kone&nej koncentrdcii 20 ng/ml a
kultira bola inkubovand pri 37 °C po¢as 3 hodin. Po troch
hodinéch sa bakterialne kultary znovu vySetrovali
mikroskopicky na pritomnost inkluznych teliesok a potom sa
odstredili. \' indukovanych kultdrach boli pozorované
refraktivne inkluzné telieska, <&o naznaduje, Ze Fc-TMP-TMP
bol nejpravdepodobnej$ie produkovany v E. coli v nerozpustnej
frakcii. Bune&né pelety boli lyzované priamo resuspendovanim
v Laemmli vzorkovom pufri obsahujicom 10% B-merkaptoetanol a
boli analyzované SDS-PAGE. Na SDS-PAGE géli bol pozorovany 30
kD a pasik intenzivne zafarbeny Coomasie farbivom.
Predpokladany génovy produkt by mal mat dizku 269
aminokyselin a molekulovd hmotnost 29,5 kDa. TieZ bola
uskuto&nend fermentdcia za 3tandardnych podmienok v 10 1,
ktord viedla na podobni expresiu Fc-TMP-TMP ako pri produkcii

v mensSom mnoZstve.
Pre¢istenie Fc-TMP-TMP

Bunky sa rozdrvili vo vode (1/10) homogeniziciou pri
vysokom tlaku (2 kold pri 14000 psi) a inkluzné telieska sa
ziskali odstredenim (4200 rpm v J-6B po&as 1 hodiny).
Inkluzné telieska sa solubilizovali v 6M guanidine, 50 mM

Tris, 8 mM DTT, pH 8,7 poc¢as 1 hodiny pri pomere 1/10.
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Solubilizovana zmes sa nariedila 20-ndsobne v 2 M modovine,
50 mM Tris, 160 mM arginine, 3 mM cysteinu, pH 8,5. Zmes sa
miesila cez noc v chlade. V tejto dobe Fc-TMP-TMP monoméry
dimerizuju za vzniku disulfidovo viazanych zldi&enin majtcich
Struktaru uvedeni na obr. 6C a potom sa zahustia pribliZne
10-kréat ultrafiltriciou. Potom sa nariedia 3-kradt 10 mM Tris,
1,5 M moCovinou, pH 9. pH tejto zmesi sa potom upravi na pH 5
kyselinou octovou. Zrazenina sa odstrdni odstredenim a
supernatant sa vnesie do SP-Separdézi Fast Flow kolény
uvedenej do rovnovahy v 20 mM NaAc, 100 mM NaCl, pH 5 (10
mg/ml proteinovd naplii, teplota okolia). Protein sa eluuje za
pouZitia 20 objemov kolény gradientom 100 mM NaCl aZ 500 mM
NaCl rovnakého pufru. Materidl ziskany z kolény sa nariedi 3-
krdt a vnesie sa do SP-Separdézovej HP koldény v 20 mM NaAc,
150 mM NaCl, pH S5 (10 mg/ml proteinovd nédplii, teplota
okolia). Protein sa eluuje za pouZitia 20 objemov kolény
gradientom 150 mM NaCl aZ 400 mM NaCl rovnakého pufru., Pik sa

odeberie a prefiltruje sa.

Priklad 3

Tento priklad zhffia vysledky ziskané pomocou my3$i in

vivo pre rézne zllceniny podla predkladaného vynalezu.

MySi: Normalne samice BDF1l staré pribliZne 10-12 tyZdiov.

Odbery krvi: Desat my3i na skupinu bolo lie&enych v dei 0,
dve skupiny zadali o 4 dni pozdejSie (celkom 20 mySi). V
kazdi uvedeni dobu bol uskuto&neny odber krvi 5 my3i a odbery
boli uskuto&fiované nejmenej trikrat tyZdenne. MyS3i boli
uvedené do anestézie izofluranom a punkciou orbitdlneho sinu
sa ziskalo celkovo 140-160 pl krvi. Krv sa hodnotila na

Technicon H1E analyzdtore za pouZitia softwaru pre my3iu krv.
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Meranymi parametrami boli leukocyty, erytrocyty, hematokrit,

hemoglobin, trombocyty a neutrofily.

LieCba: MyS3iam boli podavané podkoZné bolusové injekcie alebo
im bola implantovand 7 dennd mikroozmotickd pumpa na
kontinualne podanie. Ozmotické pumpy boli vloZené do koZnej
incisie medzi lopatkami anestézovanych my3i. ZluCeniny boli
nariedené v PBS s 0,1% BSA. VSetky pokusy =zahffiali jednu
kontrélnu skupinu, ktora bola lie&ené len nosicom.
Koncentracia testovanych 2zlui&enin v pumpadch bola upravena
tak, aby kalibrovany tok z pUmp viedol na dosiahnutie

koncentracii uvedenych v grafoch.

ZlG&eniny: Davka zlGiCeniny bola podand my$iam pomocou 7-
dennej mikroozmotickej pumpy. My3i boli 1lieené réznymi
zlG€eninami v jednej davke 100 pg/kg v 7-dennej ozmotickej
pumpe. Niektoré z tychto zlu€enin boli mySiam podadné vo forme

jedinej bolusovej injekcie.

Vysledky testu aktivity. Vysledky testov aktivity sG uvedené
na obr. 4 a 5. V testoch davka-odpoved uskutoé&nenych za
pouZitia 7-dennych mikroozmotickych pump (dédta nie st
uvedené) bol maximdlny G&inok pozorovany pre zluadeninu SEQ ID
NO: 18 pri 100 ug/kg/defi; davka 10 pg/kg/deii dosahovala
pribliZne 50% maximdlnej aktivity a davka 1 pg/kg/deii bola
najniz3ia davka, pri ktorej mohla byt v tomto testovacom
systéme pozorovand aktivita. Davka 10 pg/kg/dei zld&eniny

bola rovnako aktivna ako davka 100 pg/kg/defi nepegylovaného

rHu-MGDF v rovnakom pokuse.

Diskusia
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Je dobre zname, Ze MGDF pdsobi podobnym spdsobom ako
Yudsky rastovy hormén (hGH), t.j. jedna molekula proteinového
ligandu sa viaZe na dve molekuly receptora, <&o spbsobi
aktivaciu receptora (Wells, J.A: et al., Ann. Rev. Biochem.
65: 609-634 (1996)). Tato interakcia Jje napodobiiovana
pésobenim ovela men3ieho TMP peptidu. Predkladané Stidie ale
naznacuju, Ze toto napodobnenie vyZaduje koordinované
pdsobenie dvoch TMP molekul, pretoZe kovalentnd dimerizéacia
TMP bud C-C paralelne, alebo C-N sekvenéne, zvySuje
biologicki G&innost pbévodného monoméru in vitro viac ako
1000-krat. Relativne nizka biologickéd uc¢innost monoméru je
pravdepodobne spdsobend neuéinnou tvorbou nekovalentného
diméru. Vyhodny kovalentny dimér méZe eliminovat entropicki
bariéru na tvorbu nekovalentného diméru, ktory je tvoreny
vyluéne slabymi, nekovalentnymi interakciami medzi dvoma

molekulami malého peptidu tvoreného 14 zostatkami.

Je zaujimavé, Ze vacsina tandemovych dimérov e
uc¢innejsSia ako C-koncové paralelné diméry. 2dad sa, Ze
tandemovd dimerizacia spdsobuje lep$iu konformdcii molekuly
ako c-C paralelna dimerizacia. Zdanlivo nesymetricky
charakter tandemového diméru mbéZe pribliZovat tento dimér
prirodzenému ligandu, ktory, pretoze je asymetrickou
molekulou, vyuZiva dve rbézne miesta pre vdzbu na dve
identické receptorové molekuly. VloZenie PEG molekuly bolo
uskutoCnené za Gc¢elom zvySenia aktivity modifikovaného
peptidu in vivo tym, Ze bude branit proteolytickej degradécii
a spomali jeho vyluCovanie rendlnou filtraciou.
Nepredpokladalo sa, Ze pegylacia dalej =zvy3i biologickud
aktivitu tandemového dimerizovaného TMP peptidu in vitro v

teste bunecnej proliferéacie.

Priklad 5
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Nasledujuci priklad zhfna vysledky testov in vivo na

opiciach pre rézne zluceniny podla predkladaného vynélezu.

Na hodnotenie hematologickych parametrov samic opic
makak rhesus po podkoZnom podani AMP2 bol navrhnuty a
uskuto&neny nasledujici protokol. Opice boli rozdelené do
piatich skupin po troch. Skupina 1 sluZila ako kontrola a bol
jej podany acetatovy pufor (20 mM octan sodny, 0,25 M chlorid
sodny, pH 5) neobsahujici ani AMP2, ani pegylovany,
rekombinantny Iudsky MGDF (PEG-rHuMGDF). Skupine 2 bola

podand jedna alebo viac davok AMP2 v uvedenych intervaloch;
skupine 3 bolo podané 1000 pug/kg AMP2 v uvedenych
intervaloch; skupine 4 bolo podané 5000 pg/kg AMP2 v

uvedenych intervaloch; a skupine 5 bolo podané 100 ug/kg PEG-

rHuMGDF v uvedenych intervaloch.

Deni, kedy bola podana prva davka, bol ozna&eny ako deni 0
cyklu 1. V cykle 2 boli davky podavané v dioch 21, 23, 25,
28, 30 a 32. Pocas cyklu 3 bola podand jedna davka v deii 84 a
v cykle 4 bola podand jedna davka v deil 123. U zvierat boli
pozorované klinické priznaky raz denne poc¢as aklimatizaé&ného
obdobia, trikrat denne (pred podanim davky, 30 mindit po
podani davky a 2 aZ 3 hodiny po podani d&vky) v diioch
aplikacie davok a raz denne v diioch bez podania davky. Prijem
potravy bol po&itany denne podla po&tu podanej potravy a
ponechanej potravy pre kaZdé zviera 7 dni pred =zahadjenim
lieCby a na konci sledovania. Telesnd hmotnost kaZdého
zvierata bola merand dvakrat pred liedbou a dvakrat pocas
lieCby a rekonvalescencie. Vzorky na hematologické vySetrenie
boli odebrané raz pred liebou a potom v dioch 1, 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 20, 22, 24, 26, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43,
45, 47, 49, 55, 62, 69, 76, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97,
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99, 101, 103, 105, 111, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134,
136, 138, 140, 142, 144, 150. Na analyzu farmakokinetiky boli
0,5 ml vzorky séra odobrané raz pred podanim ddvky a 1, 4 a
24 hodin po podani davky. Vzorky boli odoberané v diioch O,
21, 32, 84 a 123 a boli uskladnené pri pribli¥ne -70 ‘C do
analyzy. Na analyzu protildtok boli 2 ml vzorky krvi odobrané
jeden tyZdefi pred jednou davkou a v dfioch 0 (pred podanim
davky), 6, 13, 20, 27, 34, 41, 48, 55, 62, 69, 76, 83, 90,
97, 104, 111, 118, 129, 136, 143 a 150. Vzorky boli

uskladnené pri -70 °C do analyzy.

Vysledky ukazuji, Ze hodnoty trombocytov sa zvy3ili vo
vSetkych lieCenych skupinach s najvy35im zvySenim v skupine
lieCenej PEG-rHuMGDF a najvy33ou davkou AMP2. V cykle 1 sa
pikové hodnoty trombocytov zvy$ili pribliZne 3,3-nasobne a
3,1-nasobne v skupine lielenej PEG-rHuMGDF (deni 9) a AMP2 v
dadvke 5000 upg/kg (defi 9), v prislu3nom poradi, v porovnani s
priemernym poltom trombocytov v kontrélnej skupine. NajniZsia
davka AMP2 zvySila hodnoty trombocytov pribliZne 1,05-nasobne
v porovnani s kontrolou v rovnakych dfioch testu. Podobné

odpovede neboli zaznamenané v dalSich cykloch.

V cykle 4 ale nevykazala skupina lie&end PEG-rHuMGDF
take vysoké zvySenie poltu trombocytov ako v predchadzajucich
cykloch. Skupina lieCend PEG-rHuMGDF vykazovala pribliZne 2-
nasobné zvySenie poctu trombocytov v porovnani s kontrdlnou
skupinou v defi 9 tohto cyklu. Na porovnanie, priemerny pocdet
trombocytov v skupine lieCenej najvy33ou davkou AMP2 v cykle
4 bol 3,3-nasobne vy33i ako v kontrélnej skupine. Dalej,
zvierata lieené PEG-rHuMGDF mali priemerny po&et trombocytov
o 53% niZsi ako bol priemerny poCet trombocytov v kontrélnej

skupine na zafiatku 4 cyklu (na davku) a priemerny podet

trombocytov pre tuto skupinu na konci cyklu 4 *(27 dni po
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podani davky) bol o 79% niZSi ako v kontrélnej skupine. Pre
vSetky zvieratd lieCené MAP2 bol priemerny pocCet trombocytov
na zaCiatku a na konci cyklu 4 £ 15% poétu trombocytov v

kontrélnej skupine.

V cykle 1 a 2 bol zaznamenany trend smerom na zniZenie
erytrocytov (RBC) vo v3etkych lieCenych skupindch. Pokles bol
najvyraznej3i v diioch 41 aZ 43 a najvy$s8i pokles RBC bol
zaznamenany v skupine lieCenej PEG-rHuMGDF. Podéty sa vratili
k normdlu (v porovnani s kontrolou) uZ v deft 47. Podet
leukocytov (WBC) pocas cyklov 1 a 2 bol vyrazne zvySeny (2,6-
nasobne) v porovnani s kontrolou v defl 35. Mierne zvy$enie
bolo zaznamenané v skupine lie&enej 5000 pg/ml AMP2 v defi 33.
Hodnoty sa vratili k normadlnym (kontrélnym) hodnotdm na
zaCiatku drna 37. Podobnéd odpoved bola pozorovanid v cykle 3 a
Ziadna zmena v leukocytoch nebola pozorovand v Ziadnej

skupine v cykle 4.

PoCas cyklu 3 bol polet erytrocytov mierne zniZeny v defi
13 (po jedinej davke cyklu 3) vo vSetkych lie&enych skupinach
s vynimkou skupiny lie¢enej 500 ug/kg AMP2. Hodnoty
erytrocytov sa vratili k normdlnym (kontrélnym) hodnotdm na

zaCiatku dna 17.

PoCas cyklu 4 bol poCet erytrocytov zniZeny vo v3etkych
lie€enych skupindch s vynimkou skupiny lie&enej 500 pg/kg
AMP2. Oproti inym cyklom bol v tomto cykle pritomny viac ako
jeden nadir. Toto zniZenie sa vyskytovalo medzi difiami 1-9 po

podani davky a upravovalo sa od dia 11.

Vysledky wukazuji, Ze zvy3Senie po&tu trombocytov nad

hodnoty pri kontrélnych zvieratdch, méZe byt detekované 7 a2
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9 dni po podani davok pri vSetkych liedenych zvieratdch vo
vSetkych testovanych cykloch. Zda sa, Ze opakovana apliké&cia
vedie na vy335iu odpoved v produkci trombocytov v porovnani
s jedinymi davkami. V cykle 4 bola trombocytdrna odpoved
vyvoland PEG-rHuMGDF niZ3ia v porovnani s predchadzajicimi
cyklami a v porovnani s odpovedou na vysokdl davku AMP2.
ZniZenie podtu erytrocytov bolo pozorované v cykloch 1, 2, 3
a 4 vo v3etkych 1lie€enych skupindch po&as kaZdého cyklu
Stidie, ale vSetky hematologické parametre sa vratili na

normalne hodnoty (kontrélne) po ukonéeni davkovania.

Dohromady tieto vysledky ukazuju, Ze 1liedba AMP2 je
dobre tolerovand pri opiciach makak rhesus a Ze lie&ba AMP2
vedie na zvySenie poctu trombocytov po réznych cykloch
lieCby. Nezdad sa, podla vyslednych podtov trombocytov, Ze by
existovala vyznamnad imunitnd odpoved na AMP2. Naopak, lie&ba
v réznych cykloch PEG-rHuMGDF ukdzala inhibiciu
trombocytadrnej odpovede v cykle 4, ¢&o naznaduje, Ze boli
vytvorené protilatky k PEG-rHuMGDF a Ze tieto protilatky méZu

byt skriZene reaktivne s endogénnym TPO makaka rhesus.
Je nutné si wuvedomit, Ze existuju rdzne zmeny a

modifikdcie predkladaného vyndlezu, ktoré spadaji do rozsahu

vynalezu.
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Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Pro
1 5 10 15

Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
20 25 30

<210> 11

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<220>
<223> Cyklicky peptid: sekunddrna Struktira je udrZiavand disulfidovou
védzbou medzi intramolekulovymi Cys zostatkami v pozicidch 9 a 31

<400> 11
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
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Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu

20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 12
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid
<400> 12
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Arg Leu Gln Cys Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 13
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid
<400> 13
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 14
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<400> 14

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
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Ala Ala Arg Ala
35

<210> 15

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Lys zostatok v pozicii 18 je brémacetylovany

<220>
<223> Opis Artificidlne] sekvencie: derivatizovany peptid

<400> 15
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 16

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid
<400> 16
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 17
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Lys v pozicii 18 je pegylovany

<220>
<223> Opis Artificiélnej sekvencie: derivatizovany peptid

<400> 17
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Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<21C> 18

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Cys v pozicii 18 je pegylovany

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: derivatizovany peptid

<400> 18
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 19

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificiilna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid
<400> 19
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala rg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Asn Gly Ser Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 20
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Monomérna podjednotka homodiméru; podjednotky v homodiméri su
viazané disulfidovou v&zbou medzi Cys zostatkami v pozicii 18 na
kaZdej podjednotke
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<400> 20
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arqg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 21
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid
<400> 21
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 22
<211> 32
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Peptid je derivatizovany na amino-konci kovalentne naviazanym Fc
regiénom imunoglobulinu

<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<400> 22
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Pro
1 5 10 15

Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
20 25 30

<210> 23

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino a karboxylovom konci na Fc¢

regién imunoglobulinu
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<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<400> 23

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Pro

1 5 10 15

Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
20 25 30

<210> 24

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino- konci na Fc¢
regién imunoglobulinu

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<400> 24
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 25
<211> 34
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc
regién imunoglobulinu

<220>

<223> Opis Artificiédlnej sekvencie: peptid

<400> 25

Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
1 5 10 15

Gly Pro Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala

20 25 30
Arg Ala
<210> 26
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<211> 36
<212> PRT
<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc¢
regién imunoglobulinu

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid
<400> 26
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 27
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc¢
regién imunoglobulinu

<220>

<223> Cyklicky peptid; sekunddrna 3truktira je zachovavana
disulfidovou v&zbou medzi intramolekulovymi Cys zostatkami
v poziciéch 9 a 31

<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<400> 27
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 28
<211> 36
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia
<220>

<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc
regién imunoglobulinu
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<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid
<400> 28
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 29
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc
regién imunoglobulinu

<400> 29

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala

35

<210> 30
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc¢
regién imunoglobulinu

<220>

<223> Opis Artificialnej sekvencie: peptid

<400> 30

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
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Ala Ala Arg Ala

35

<210> 31

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificiadlna sekvencia

<220>

<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc¢

regién imunoglobulinu

<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<400> 31

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly

1 5 10 15
Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35

<210> 32

<211> 36

<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<220>

<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc
regién imunoglobulinu

<400> 32
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Asn Gly Ser Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 33
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificidlna sekvencia
<220>

<223> Opis Artifici&lnej sekvencie: peptid

<220>
<223> Peptid je podjednotkou homodiméru; podjednotky homodiméru su
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kovalentne viazané disulfidovou vdzbou medzi Cys zostatkami v
pozicii 18 kaZdej podjednotky

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc
regién imunoglobulinu

400> 33
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 34
<211> 41
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

<220>
<223> Peptid je kovalentne naviazany na amino konci na Fc
regién imunoglobulinu

<400> 34
Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala
1 5 10 15

Ala Arg Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr
20 25 30

Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
35 40

<210> 35

<211> 60

<212> DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: oligonukleotid

<400> 35
aaaggtggag gtggtggtat cgaaggtccg actctgcgtc agtggctgge tgctcgtget 60

<210> 36

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: oligonukleotid
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<400> 36
acctccacca ccagcacgag cagccagcca ctgacgcaga gtcggacc 48

<210> 37

<211> 66

<212> DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: oligonukleotid

<400> 37
ggtggtggag gtggcggegg aggtattgag ggcccaacce ttcgccaatg gecttgcagca 60
cgcgca 66

<210> 38

<211> 76

<212> DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: oligonukleotid

<400> 38
aaaaaaagga tcctcgagat tatgcgegtg ctgcaagcca ttggcgaagg gttgggecct 60
caatacctcc gccgece 76

<210> 39

<211> 126

<212> DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie: oligonukleotid

<400> 39

aaaggtggag gtggtggtat cgaaggtccg actctgcgtc agtggectgge tgctcegtget 60
ggtggtggag gtggcggcgg aggtattgag ggcccaacce ttcgccaatg gecttgcagca 120
cgcgca 126

<210> 40

<211> 124

<212> DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis Artificidlnej sekvencie; oligonukleotid

<400> 40

ccaggctgag acgcagtcac cgaccgacga gcacgaccac cacctccacc geccgecctcca 60

taactcccgg gttgggaagc ggttaccgaa cgtcgtgcge gtattagage tcctaggaaa 120
aaaa 124

<210> 41

<211> 42
<212> PRT

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
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<223> Opis Artificiélnej sekvencie: peptid

<400> 41

Lys Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu

1

5

10

15

Ala Ala Arg Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro
25

20

Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala

35

<210> 42
<211> 22
<212> DNA

40

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie:

<400> 42

aacataagta cctgtaggat cg

<210>
<211>
<212>

43
52
DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Opis Artificialnej sekvencie:

<400> 43

30

oligonukleotid

oligonukleotid

ttcgatacca ccaccteccac ctttacccgg agacagggag aggctcttct ge

<210>
<211>
<212>

44
861
DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>

<223> Opis Artificidlnej sekvencie:

<400> 44

tctagatttg
caccttgtcc
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcecctgea
cccteccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aaggtggagg
gtggtggagg
gcgcataatc

ttttaactaa
agctccggaa
cctcatgatce
ccctgaggtc
gccgegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccececca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac
tggtggtatc
tggcggcgga
tcgaggatcce

ttaaaggagg
ctcctggggg
tceceggaccce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tccegggatg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt
aaccactaca
gaaggtccga
ggtattgagg
g

aataacatat
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgcegtgga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag
ctctgecgtcea
gcccaaccct

91

oligonukleotid

ggacaaaact
cttcctettce
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctce
gaacgtcttc
cctcteectg
gtggctggcet
tcgccaatgg

cacacatgtc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcectet
tcatgctcecg
tctcecgggta
gctcgtgcetg
cttgcagcac

22

52

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
861



<210> 45
<211> 861
<212> DNA

<213> Artificidlna sekvencia

<220>
<223> Opis

<400> 45

agatctaaac
gtggaacagg
ggttcctgtg
cggtgcttct
ggttctgttt
ggcaggacgt
gggagggtcg
tccacatgtg
cggaccagtt
gcctecttgtt
tgtcgttcga
actacgtact
ttccacctce
caccacctcc
cgcgtattag

<210> 46
<211> 269
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 46

Met Asp Lys
1

Pro

Gly Gly

Met Ile Ser

35

Glu
50

His Asp

Val
65

His Asn

Tyr Arg Val

Gly Lys Glu

Ile Glu Lys

115

Artificidlnej sekvencie: oligonukleotid

aaaattgatt
tcgaggcctt
ggagtactag
gggactccag
cggcgcccte
ggtcctgacce
ggggtagctc

ggacgggggt
tccgaagata

gatgttctgg
gtggcacctg
ccgagacgtg
accaccatag
accgccgect
agctcctagg

Thr His

5
Ser Val
20

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser

85

Tyr
100

Lys

Thr Ile

Thr

Phe

Pro

val

Thr

70

Val

Cys

Ser

aatttcctcc
gaggaccccce
agggcctggg
ttcaagttga
ctcgtcatgt
gacttaccgt
ttttggtaga
agggccctac
gggtcgetgt
tgcggaggge
ttctcgteca
ttggtgatgt
cttccaggcect
ccataactcc
c

Artificidlna sekvencia

Leu Phe

Glu Vval

40
Lys Phe
55

Lys Pro

Leu Thr
Lys Val

Ala
120

Lys

Cys Pro Pro Cys

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

105

Lys

ttattgtata
ctggcagtca
gactccagtg
ccatgcacct
tgtcgtgcat
tcctcatgtt
ggtttcggtt
tcgactggtt
agcggcacct
acgacctgag
ccgtegtcece
gcgtcttcte
gagacgcagt
cgggttggga

Opis Artificidlnej sekvencie: peptid

Pro

10
Pro Lys
25

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

75

Leu His

90

Asn Lys

Gly Gln

92

cctgttttga
gaaggagaag
tacgcaccac
gccgcaccte
ggcacaccag
cacgttccag
tcecegteggg
cttggtccag
caccctctcg
gctgccgagg
cttgcagaag
ggagagggac
caccgaccga
agcggttacc

Ala Pro Glu

Pro Lys Asp

30
Val val
45

Asp

Val
60

Asp Gly

Gln Tyr Asn

Gln Asp Trp

Ala Pro

110

Leu

Pro Arg Glu

125

gtgtgtacag
gggggttttg
cacctgcact
cacgtattac
tcgcaggagt
aggttgtttc
gctcttggtyg
tcggactgga
ttacccgtcg
aagaaggaga
agtacgaggc
agaggcccat
cgagcacgac
gaacgtcgtg

Leu Leu

15

Thr Leu

Val Ser
Val Glu

Thr
80

Ser

Leu Asn

95

Ala Pro

Pro Gln

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
861



Val

Ser

145

Glu

Pro

Val

Met

Ser

225

Gln

Glu

Tyr
130

Leu

Trp

Val

Asp

His

210

Pro

Trp

Gly

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

195

Glu

Gly

Leu

Pro

Leu

Cys

Ser

Asp

180

Ser

Ala

Lys

Ala

Thr
260

Pro

Leu
Asn
165
Ser
Arg
Leu
Gly
Ala

245

Leu

Pro

Val
150
Gly
Asp
Trp
His
Gly
230

Arg

Arg

Ser
135

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

215

Gly

Ala

Gln

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

200

His

Gly

Gly

Trp

Asp

Phe

Glu

Phe

185

Gly

Tyr

Gly

Gly

Leu
265

Glu

Tyr
Asn
170
Phe
Asn
Thr
Ile
Gly

250

Ala

93

Leu

Pro
155
Asn
Leu
Val
Gln
Glu
235

Gly

Ala

Thr
140

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

220

Gly

Gly

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

205

Ser

Pro

Gly

Ala

Asn Gln

Ile

Thr

Lys

190

Cys

Leu

Thr

Gly

Ala

Thr

175

Leu

Ser

Ser

Leu

Gly
255

Val

Val

160

Pro

Thr

Val

Leu

Arg

240

Ile



PATENTOVE NAROKY

1. ZldCenina, ktord sa viaZe na Mpl receptor a ktora méa

vSeobecny vzorec

TMP1= (L1) n~TMP>

kde TMP, a TMP; su kaZdy nezavisle vybraty zo skupiny zld&enin

obsahujicich zakladnu §truktaru:

X2-X3-X4~X5~Xe~X7-Xg—X9-X10,

kde

X; je vybraty zo skupiny zahfflajtcej Glu, Asp, Lys, a Val;
X3 je vybraty zo skupiny zahffiajicej Gly a Ala;

X4 je Pro;

Xs je vybraty zo skupiny zahffhajtcej Thr a Ser;

X¢ je vybraty zo skupiny zahffiajucej Leu, Ile, Val, Ala, a
Phe; Xs je vybraty zo skupiny zahfflajlcej Arg a Lys:;

X je vybraty zo skupiny zahffiajtcej Gln, Asn, a Glu;

X9 je vybraty zo skupiny zahffiajucej Trp, Tyr, a Phe;

X10 je vybraty zo skupiny zahffiajucej Leu, Ile, Val, Ala, Phe,
Met, a Lys:

L, je spajacia skupina; a

n je 0 alebo 1;

a jej fyziologicky prijatelné soli.

2. ZlGCenina podla néroku 1, kde uvedené TMP; a TMP, su

nezavisle vybraté zo skupiny zahffhajicej:

X2—-X3=-X4-X5-X6—X7-Xg~Xo-X10-X117
X2=X3-Xg4~X5-Xg-X7-Xg—X9-X10-X11~X127
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X2-X3-X4~X5-X6=X7-Xg~Xo~X10-X11-X12-X13/
X2-X3-Xq4—-X5-Xe-X7-Xg~Xo~X10-X11-X12-X13-X147
X1=X2-X3-X4-X5-X6~X7-Xg~X9-X107
X1-X2=X3-Xq4-X5~Xe-X7-Xg—X9-X10-X117
X1~-X2-X3-X4-X5-X¢~X7-Xg=X9-X10-X11-X127
X1~X2~X3-Xg-X5=Xe—X7~-Xg~X9—X10-X11-X12-X13/
X1-X2-X3-X4=X5-Xg=X7~Xg—Xo-X10~X11-X12-X13- X147

kde

X2-X10 sU rovnaké, ako boli definované vy33ie;

X1 vybraty zo skupiny zahfhajicej Ile, Ala, Val, Leu, Ser, a
Arg;

X11 je vybraty zo skupiny zahffiajicej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Ser, Thr, Lys, His, a Glu;

X12 je vybraty zo skupiny zahffiajacej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Gly, Ser a Gln;

X13 je vybraty zo skupiny zahffajucej Arg, Lys, Thr, Val, Asn,
Gln, a Gly; a

X14 je vybraty zo skupiny zahffiajucej Ala, Ile, Val, Leu, Phe,
Thr, Arg, Glu a Gly.

3. 2ZldiCenina podla naroku 1, kde uvedené TMP; a/alebo
TMP; s derivatizované jednym alebo viacerymi z nasledujucich

spdsobov:

jedna alebo viac peptidylovych vizieb [-C(O)NR-] bola
nahradenad nepeptidylovou vdzbou, ako je -CH,-karbamatova viazba
[-CH,-OC (0)NR-]; fosfondtovou vézbou; -CH,-sulfonamidovou [-CH,-
S(0);NR-] vé&zbou; moCovinovou [NHC(O)NH-] vé&zbou; ~-CH,-
sekundarnou amin- vdzbou; alebo alkylovanou peptidylovou

vdzbou [-C(O)NR®°-, kde R® je niZ3i alkyl);
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N-koniec je =-NRR! skupina; -NRC(O)R skupina; =-NRC(O)OR-
skupina; -NRS(O);R skupina; -NHC(O)NHR skupina, kde R a R! su
vodik alebo niZ3i alkyl, s podmienkou, Z%e R a R! nie st oba
vodik; sukcinimidovd skupina; benzyloxykarbonyl-NH-(CBZ-NH-)
skupina; alebo benzyloxykarbonyl-NH-skupina obsahujica 1 az 3
substituenty na fenylovom kruhu  vybraté Zo skupiny
zahffiajicej niZ3i alkyl, niZ3i alkoxy, chlér a brém; a

C-koniec je -C(0)R?, kde R? je vybraty zo skupiny
zahffiajucej niZ3i alkoxy a -NR°R?, kde R?® a R st nezavislo

vybraté zo skupiny zahffiajuicej vodik a niZ3i alkyl.

4. ZluCenina podla naroku 1, kde maja vSetky

aminokyseliny D-konfiguréciu.

5. ZlaCenina podla néroku 1, kde m& aspoii jedna

aminokyselina D-konfigquréciu.
6. ZluiCenina podla nadroku 1, ktorid je cyklicka.
7. Zlu&enina podla néroku 1, kde TMP; a TMP, st oba

Ile—Glu-Gly—Pro-Thr—Leu-Arg-Gln—Trp-Leu-Ala—Ala—Arg—Ala
(SEQ ID NO: 1).

8. ZluCenina podla naroku 1, kde L, obsahuje peptid.
9. ZluCenina podla naroku 8, kde L; obsahuje Y,, kde Y je

prirodzend aminokyselina alebo jej stereoizomer a n je 1 az
20.

10. ZzlaCenina podla néroku 8, kde L; je (Gly),, kde n je
1 aZz 20 a kde, ked je n vadsie ako 1, tak méze byt az

polovica Gly zostatkov substituovand inou aminokyselinou
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vybratou zo zostdvajacich 19 prirodzenych aminokyselin alebo

ich stereoizomérov.

11. ZlaCenina podla né&roku 8, kde L, je vybraty zo

skupiny zahrfiajucej

(Gly)3Lys (Gly) 4 (SEQ ID NO: 6);

(Gly) 3AsnGlySer (Gly), (SEQ ID NO: 7);
(Gly)3Cys (Gly) 4 (SEQ ID NO: 8); a
GlyProAsnGly (SEQ ID NO: 9).

12. Zld€enina podla néroku 8, kde L; obsahuje Cys

zostatok.
13. Dimér zluceniny podla ndroku 12.
14, Dimér podla naroku 13, ktorym je

TMP;-Gly3;-Cys-Gly,~-TMP,

TMP;-Gly3-Cys-Gly4-TMP;

15. Zld€enina podla naroku 1, kde L; obsahuje (CH;),, kde
n je 1 aZ 20.
16. 2ZluCenina podla naroku 1, ktord je vybratd zo

skupiny zahfiiajicej

IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 9)

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (cyklicky)

| | (SEQ ID NO: 10)

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (line&rny)
(SEQ ID NO: 11)
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IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ ID NO: 12)

IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 13)
IEGPTLRQWLAARA-GGGK (BrAc) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 14)
IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 15)
IEGPTLRQWLAARA~-GGGK (PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 16)
IEGPTLRQWLAARA-GGGC (PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 17)
IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 18)

IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA

IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 19)
IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 20)

17. ZluCenina podla ndroku 1 alebo 2, ktora ma vzorec

(Fc) = (L2) q~TMP1~ (L1) n=TMP2- (L3) (- (FC)p

kde L, L, a L3 su spajacie skupiny, ktoré su vybraté
nezavisle zo skupiny zahffiajucej:

Yn, kde Y je prirodzend aminokyselina alebo jej stereoizomér a
"n" je 1 az 20;

(Gly)n, kde n je 1 aZ 20 a kde, ked je n vi&Sie ako 1, tak
méZe byt aZ polovica Gly =zostatkov substituovand inou
aminokyselinou vybratou zo =zost&vajucich 19 prirodzenych
aminokyselin alebo ich stereoizomérov;

(Gly)3Lys (Gly) 4 (SEQ ID NO: 6);

(Gly)3AsnGlySer (Gly) . (SEQ ID NO: 7);

(Gly)3Cys (Gly), (SEQ ID NO: 8);

GlyProAsnGly (SEQ ID NO: 9);

Cys zostatku; a

(CHz2)n, kde n je 1 az 20;

Fc je Fc regién imunoglobulinu; m, p, g a r su kazdy

nezavisle 0 alebo 1, kde aspoii jeden z m alebo p je 1 a dalej
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kde pokial m je 0, tak q je 0, a pokial p je 0, tak r je 0; a

jej farmaceuticky prijatelné soli.

18. Zldcenina podla naroku 17, kde L, L, a L3 sa kaZdy
nezavisle vybraté zo skupiny zahrfnajacej Y,, kde Y je vybraty
z prirodzenych aminokyselin alebo ich stereoizomérov a n je 1
az 20.

19. Zla&enina podla naroku 18, kde L; obsahuje (Gly)n,
kde n je 1 aZ 20 a kde, ked je n vaéSie ako 1, tak mdZe byt
az polovica Gly zostatkov substituovand inou aminokyselinou
vybratou zo zostédvajuicich 19 prirodzenych aminokyselin alebo

ich stereoizomérov.

20. Zlucenina podla naroku 18, kde L,, L, a L; st

nezavisle vybraté zo skupiny zahffiajicej
(Gly)sLys (Gly)s  {(SEQ ID NO: 6);

(Gly) 3AsnGlySer (Gly), (SEQ ID NO: 7);
(Gly)sCys (Gly) 4 (SEQ ID NO: 8);: a

GlyProAsnGly (SEQ ID NO: 9).

21. ZladCenina podla naroku 18, kde L;, L, alebo Lj

obsahuji Cys zostatok.

22, Dimér zluceniny podla naroku 21.

23. ZldaCenina podla naroku 17, kde L;, L, alebo L;
obsahujici (CHz),, kde n je 1 aZ 20.

24. ZlaCenina podla néroku 1, ktord je vybrata =zo

skupiny zahfnajuacej:
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Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 21)

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA-FC (SEQ ID NO: 22)
IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA-Fc (SEQ ID NO: 23)
Fc~-GG-IEGPTLRQWLAARA-GPNG~IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 24)
Fc-IEGPTLRQWLAARA~GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 25)

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLROCLAARA (cyklicky)
| | (SEQ ID NO: 26)

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (linedrny)
(SEQ ID NO: 27)

Fc-IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ ID NO: 28)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG~IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 29)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 30)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 31)

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ ID NO: 32)
Fc-GGGGG-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA
(SEQ ID NO: 33).

25. Spbésob na zvy3enie podtu megakaryocytov alebo
trombocytov pacienta potrebujiceho toto zvySenie, v y z n a
¢ u juci s a t ¥y m, Ze podanie u&inného mnoZstva

zla¢eniny podla naroku 1 pacientovi.

26. Spbsob podla naroku 25, vy znad&ujadaci s a

t y m, Ze uvedené mnoZstvo je od 1 ug/kg do 100 pg/kg.
27. Farmaceuticky prostriedok, vy z n a ¢ u j a c i

s a t y m, Ze obsahuje zlu€eninu podla naroku 1 v zmesi

s jej farmaceuticky prijatelnym nosi&om.
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28. Polynukleotid, vy zna dujuiaci sa tym Ze

kéduje zlu&eninu podla naroku 8.

29. Polynukleotid, vy z n a

Qx
[+
o
i
Q
(=
/2]
[s1}
o+
<\
3
N¢
O

kéduje zluceninu podla naroku 13.

30. Polynukleotid, vy z na ¢ u j

[l
Q
-
/]
v
ct
[
2
N¢
o

kéduje zluceninu podla naroku 18.

31. Polynukleotid, vy znac¢ujuci sa tym Ze

kéduje zluceninu podla naroku 22.

32. Vektor, vy z n a ¢ ujdac i s a t vy m Ze

obsahuje polynukleotid podla akéhokolvek z narokov 28-31.

33. Hostitelska bunka, v y z n a ¢ u j 4 c a s a

t vy m, Ze obsahuje vektor podla naroku 32.

34. Spdsob vyroby zlac¢eniny podla narokov 8, 13, 18
alebo 22, vy znaduijuaci s a t ym 2Ze zahfia
kultivaciu uvedenej hostitelskej bunky podla naroku 33 vo
vhodnom Zivhom médii a izoléaciu uvedenej zluceniny

z uvedenych buniek alebo Zivného média.
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a

TACCTGTTTTGAGTGTGTACAGGTGGAACAGGTCGAGGCCTTGAGGACCCCCCTGGCAGT
M D X T H T C P P C P A P E L L G G P S

GTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC

CAGAAGGAGAAGGGGGGTTTTGGGTTCCTGTGGGAGTACTAGAGGGCCTGGGGACTCCAG
V F L F P P X P K DTULMI S RTGPEUV

ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTG

TGTACGCACCACCACCTGCACTCGGTGCTTCTGGGACTCCAGTTCAAGTTGACCATGCAC
T €C v vV V D V S HEDUP E YV X F NWUY V

GACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACG

CTGCCGCACCTCCACGTATTACGGTTCTGTTTCGGCGCCCTCCTCGTCATGTTGTCGTGC
D G V E V H N A I KTIZ X P REEUGQVYNS ST

TACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC

ATGGCACACCAGTCGCAGGAGTGGCAGGACGTGGTCCTGACCGACTTACCGTTCCTCATG
¥ R VvV Vs V. L, T V. L H Q D W L N G X E ¥

AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC

TTCACGTTCCAGAGGTTGTTTCGGGAGGGTCGGGGGTAGCTCTTTTGGTAGAGGTTTCGG
K ¢ K V. s N K A L P A P I E X TTI S K A

AAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACC

TTTCCCGTCGGGGCTCTTGGTGTCCACATGTGGGACGGGGGTAGGGCCCTACTCGACTGG
K 6 Q P R E P Q VYTUL PP S RDETLT

AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG

TTCTTGGTCCAGTCGGACTGGACGGACCAGTTTCCGAAGATAGGGTCGCTGTAGCGGCAC
K N Q Vs L T €C L V XK G F Y P S DI A VvV

GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC

CTCACCCTCTCGTTACCCGTCGGCCTCTTGTTGATGTTCTGGTGCGGAGGGCACGACCTG
E W E S N G Q P E NNUVY XK TTUPUP V L D

TCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG

AGGCTGCCGAGGAAGAAGGAGATGTCGTTCGAGTGGCACCTGT TCTCGTCCACCGTCGTC
S D G S F F L ¥ s KL T VDI K STZ RUWAOGQOQQ

GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAG

CCCTTGCAGAAGAGTACGAGGCACTACGTACTCCGAGACGTGTTGGTGATGTGCGTCTTC
G NV F S €C S VMHEA ATLUHNIHYTOQ QK

AGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

TCGGAGAGGGACAGAGGCCCATTT
S L 8 L 8 P G K

Obr. 1
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L-TMP4-L1-TMP,

6A

Obr.

Lo-TMP4-L-TMP,

6B,

Obr.

Lo-TMP4-L;-TMP,

Ly-TMP4-L4-TMP,

6C

Obr.
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