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Spdsoby a kompozicie na tkanivovo 3pecifickti expre-
siu interferénu a na téely terapie. Kompozicia zahfiia
vektor obsahujiici segment kyseliny kédujtcej poly-
peptid interferénu a, ktory je spojeny s prométorom

Specifickym pre vybrané tkanivo.
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frls:cty 2 xorpozicie na zavedenie a expres:iu nukleovych kyselin
interierinu-a

ST Techniky

“wnmi_ez sa tyka spdsobov = kompozicii pre tkaninovo
freciiicxl expresiu interferdnu-a na udely Zerapie.
—czTerz"8i stev techniky
—uZsxé Interferdny-a (IFN-a) patriz 2z rodiny proteinov,
#Ztrz Zazfhirjule aspofi 24 subdruhov iZoor, %. Z., Interferdn 9: 1
-2z~ , CZresser, I., ed., Academic Press, NY). Interferény-a

sz viscrecne popisuju ako ¢€inidla scheené indukovat v bunkéch

\J]}

enTivirisovy stav, v sUfasnosti su zrnié=s ako pleiotrofné

—imictxindzy, Xtoré ovplyviiuji mnoZstve “unkcii imunitného
swsTéz: Crenzxker et al., Experimentia 45: 313 (1989)).

:Fﬁ-a sz pouZiva v Sirokom rbisahu nz terapeufické ucely,
xlzd pri liefeni leukémie vlascvych buniek, Kaposiho
szrxize, karcinému renalnych buniek, i/mfébmu iného ako
¥z3kinssvho, leukémie T-buniek, viacrnésconej a chroniEkej
mwelczénnej leukémie, maligného melansrmt, karcinému buniek
mcZcvénc mecrUra, karcinému hrubého é&reva s 5-FU), kondylomu
zZz, rinovirusovej infekcie a réznycr foriem chronickej
viruscvel hepatitidy B, ktord sa objavuje zko vysledok infekcie
viruscn hepatitidy B (HBV), virusom hepatizidy C (HCV), NANB
znl virasu hepatitidy A ani B) alebo virusu nepatitidy & (HDV)
fa2stkz ZLIDA Research and Human Retrovirises 8 (5): 776-786
#1332 5. TieZ sa zistilo, Ze IFN-a je 7v7soko i¢inny proti
regazzryocytopoiéze a pri kontrole trombocytézy u pacientov

s mye_crroliferativnymi stavmi (Talpaz et zl., Annals Int. Med.

cs ¥2-792 (1983), Gisslinger et &l., Lancet i: 634-637
12%z., Ganser et al., Blood 70: 1173-117¢ (1987)).

Scdsoby génovej terapie maju potencial vystavit subjekt

¢énsvéxu produktu, ako je interferén, prcstrednictvom cielenej



expreslie terapeutického génu v tkanive. V¢ vieobecnom pripade
scrhcrnost cielene zaviest gén cdc vyzranédho tkaniva je jednym

z r.zvaych vymoZenosti génovej :zerarie. %=Xo> priklad cieleného

zzvéizania cénov interferdnu, crzzernzcvi cTrinli3ka WIPO &. WO
23, 22238 pcrisuvie zavedenie ¢énct intarferinu do vaskularneho
T<eniva., Tzx€t0 gény sa dc oklzsti rprirxodernych stien ciev

zavidzaiy zz pouiitia Kkatetirnenhc sysIsnu., V inom pripade
ajercvirusovy vekicr kédujuci protein schopny enzymaticky

cremenlt pro-liek, ,samovraZedny
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x3dujlici cytokinin
iikuje priamo do pevného niicru.

_né sciscby  cielenia terzpeutizkich génbv do tkaniv
zahrEadd tri zixZadné kategirie crznsdi:kxZného cielenia,

eria (popisuje sa

cozlZného clelenie a transkricZnéhz cis
:ap:ik;ad v cubiikiacii Miller ez sl., TRSE3 J. 9: 190-199

nsdukiné cielenie sz wzvzhu

m

e nz selektivny vstup
o Svecificzkychn buniek, KTzcré sz Zcsiahne selekciou

recertorcvéns ligandu. Pozicné cielenis ++  genbme sa vztahuje

nz Integriciu do poZadovaného -zc¥u, =%z st aktivne oblasti
i ' - - . . 3 . ' ' N
carcmating, alebo homolégne rescmeinaci s endogénnou

~

nux_ssctidovou  sekvenciou, ako je cielcvy gén. Transkripé&né

cle_snlie sz vztahuje na selektivnu excresiu, Ktord sa dosiahne

zzClsnenim :ranskrapcn?ch prozdterzr s vysocko épeciffckou
o

vliciou c¢énovej expresie, ktoré -iplre vyhovuju vybranym

Priklady tkanivovo Specifickvzh rromdtorov zahriiuja

or kinazy kreatinu, ktorda sz pcuZiva na priamu expresiu

cONE dystrofinu vo svaloch a v kardiélnon tkanive (Cox et al.,
Nature 364: 725-729 )1993)), & prcmd:icry Iahkého a taZikého
refYezzca imunoglobinu na expresiu szmcvrzZednych génov v B
punkéch (Mexwell et al., Cancer Res. £1: 4299-4304 (1991)).
TieZ sa charakterizovala endoteliiZlnz bunkovo 3pecifické
aculaZné oblast (Jahroudi et al., MzlL. Cell. Bioll. 14: 999~
1)CZ (1994)). Amfotrofné retrovirusové vek:tory sa skonitruovali
tak, Ze nesu gén kinadzy tymidinu virusu herpes simplex riadeny
pud prométorom albuminu alebo alfa-fetoproteinu (Huber et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83: 8C39-8(43 (1991)) za ucelom



Cie.enia Zrevnych buniek a buniek hepatému. Takito tkanivovi
gpecificki prométory sa mdZu pouZit v retrovirusovych vektoroch
rzzoglct et ail., J. Biol. Chem. 2€5: :17285-17293 (1990)) a

zl2enavirusovych vektoroch (Friedmar et zl., Mol. Cell. Biol.

[2)]
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1-372% (128€)), pricom stéle uchovévaju svoju tkanivovi

ine

Z Zchc vyplyva, Ze cielend expresiz alfa-interferénu je
rl Zielbe rakoviny, hepatitidy a inych stavov citlivych

zgit zife-interferdnom.

J/nilez porisuie spdsob aplikidcie polypeptidu interferénu-
z_Zz rpzclertovi, Xtory zahrifiuje zavedenie vektoru do tkaniva
czclentz, Dprifom uvedeny vektor obsahuie segment nukleovej

z7seliny kédujucej polypeptid interferénu-alfa, ktory je

coerztivme spcieny 5 prométorom vykazujﬁcim Specificitu

nénu tkanivu, v ktorej sa polyreptid exprlmuje.
ez daleil popisuje spdsob zvySenia mnozstva
inzerferéru-a_fe vo vybranych tkanivich pacienta, ktory
zavedenie vektoru obsahujlicehro segment nukleovej
<vseriny X5dujuicei polypeptid interferdru-alfa do vybraného
tkaniva, rprifom segment nukleovej kyseliny je operabilne
eny s prombétorom, ktory vykazuje Specifitu k vybranému
zkaniva, kde sz polypeptid interferdénu-alfa exprimuje.

Vynélez dalej popisuje spdésob lieZby zhubného bujnenia
ici na interferén-alfa, ktory zahriiuje aplikaciu vektoru
jiceho segment nukleovej kyseliny koédujuci polypeptid
interferénu-alfa do karcinogénneho tkaniva, pri€om segment

rukiecve]j kyseliny Jje operativne spojeny s prométorom, ktory

:\

vzzzje 3Specificitu k vybranému tkanivu, kde sa polypeptid
in:e:fero ru-alfe exprimuje.

falej vynalez popisuje spdsob lieéby hepatitidy, ktory
zahrriuje éeplikédciu vektoru obsahujuiceho segment nukleovej

kyseliny kédujici polypeptid interferdnu-alfa do é&revnych



kuniek pacienta, priéom segment nukleovej kyseliny je
t

VT
kde sz palypept;c interferénu-alfa excrlzuje.
Vynalez dzlej popisuje kompczicit =zzhrfiujicu vektor
cesakujiaci segment nukleovej kyseliny k3duitcej polypeptid
nterfier

L]
dnu-alie, pricom segment: nuxlecvej kyseliny je

Ul(

crerztivne spcieny s promdtorom pecifiickym pre vybrané

Vynélez pcpisuje spdsoby tkanivove® 3recifickej expresie
IEN-a ze pcouZiziz tkanivovo 3pecifickich crométorov. Termin
IFrN-a zzhrfiuje v3etky podtriedy interferinu-alfa, delécie,

inzercie alebc Ich substituéné variznty, ziologicky aktivne

Iragmenty & aleliczké formy. Termin ,kisizgizky zktivne“ znamena
ZuzsveInd antivirusovi alebo artiprcliferz®ni zktivitu meranu
scdsccrom dobre zandmym v odbore \eczistje sa napriklad

5

v purlikécili OpenzxXer et al., uvederné dal-j v texte, Mossman,
<. Immunol. Methocds 65: 55 (1983) . Rekcrdbinzntné interferény-
Zz sz klonovzli z exprimovali v bekxtériich E. coli (popisuje
sz nzpriklad ublikdcidch Weissmznn et =z1., Science 209:
1343-1349 (1980), Sreuli et al., Science 2C3: 1343-1347 (1980),
Coedcel et al., Nature 290: 20-26 (1231), Kenco et al., J.-Mol.
Bioi. 185: 227-260 (1985)). Uprednostfiuje sz, aby interferénom-
lfa bol interferdn-alfa 2a alebo 2b cropisuje sa napriklad
v puklikdcii WO 91/18927), aj ked interierdrn-alfa sa mbézZe tieZ

pouZit.
Nukleové kyseliny kédujuce polvpeptid interferé4nu-o su
DNA alebo RNA. Termin ,nukleovd kyselina xbédujica“ znamena
ruklecva kyselinu, ktora riadi expresiu 3pecifického proteinu
elebc peptidu. Sekvencie nukleovej kyseliny zahrifiuji ako
retazec sekvencie DNA, ktory sa prepisuje na RNA, tak aj
sekver.ciu RNA, ktord sa prekladé na protein. Sekvencie
rruklecvej Kkyseliry zahrfiuji sekvencie nukleovych kyselin
v plnej diZke, takx aj &asti sekvencii, Xtoré sa ziskali
z proteinu v plnej diZke. Rozumie sa, Ze sekvencia zahriuje

cegererativne kodény nativnej sekvencie zlebc sekvencii, ktoré



mS2u Dbyt zavedené tak, aby vznikol kodén, ktory preferuje
&pecifické hostitelsk& bunka.
ernin  ,vektor“ znamen& virusové eXxpresivne systémy,

eutorimne samostatne sa replikujuce kruhcvou DNA (plazmidy) a

Ze reXkontinantny mikroorganizmus alebec Bunkova kultira sa
ccristle zx0 hestitel ,expresivneho vektoru“, mdZe obsahovat
eXc extrachromczomélnu kruhovi DNA, ktoréd je za&lenena do
chrcrmczdnuiov) hostitela. V pripade, Ze vektor je driZany
rostiteiskcu bunkou, znamena to, Ze vektor sz mdéZe bud stabilne
rep_ikovat v bunkdch po&as mitézy, akc sutondmna Struktura,
zle>c Je _nkecrporovany v hostitelskom gendéme. Vektor obsahuje
viac genetickych elementov poziéne a sekvenéne orientovanych,
to zramenié operativne spojenych s inymi nevyhnutnymi elementmi
tax, Ze s& v transfekovanych bunkéch méZe nukleovd kyselina vo

vexzcre kédujucu IFN-a prepisat a ked je tfeba, tak aj

armin ,gén"™ popisuje sekvencLu-nuklepvej kyseliny, ktoré
xtduie pclypeptid. Tato definiciz zahriivje 'rézne sekvencné
polymcriizmy, mutdcie a/alebo variicie sekvencii, kde uvedené
zmerny neovplyviiuji funkciu génového produktu. Termin »gén®
zzhrfiuje rielen kédujicu sekvenciu, ale tie? regula&né oblasti,
e¢ks s1 prométory, zosiliiovade a terminaéné oblasti. Termin
d zahriuje vSetky intrény a iné sekvencie DNA upravené
strikcm z transkriptu mRNA spolu s variantmi, ktoré vznikli na
zéklede alternativnych miest zostrihu.

Termin ,plazmid“ znamend autonémnu molekulu kruhovej DNA,
ktoré Je schopnéd sa replikovat v bunke a zahrfiuje ako typ
expresivny tak aj typ, ktory nie je expresivny. V pripade, iZe
sa rekombinantny mikroorganizmus alebo bunkova kultura popisuje
zko hostitel ,expresivneho plazmidu“, to znamena, %Ze zahriuje
eko extrachromozalne kruhové molekuly DNA tak aj DNA, ktora je
zallerena do hostiteIského chromozému(ov). V pripade, Ze
plazrid je obsiahnuty v hostitelIskej bunke, znamena to, Ze sa
plaznid v bunkach bud stabilne replikuje poéas fazy mitézy ako
gutonémna Struktura, alebo sa zaclenil do hostitelského genému.



Termin ~rekombinantny protein® a_eko ~rekombinantne
produkevany protein® znamend peptid alebo protein produkovany
za pouZitia neprirodzenych buniek, ktoré nemaji¢ endogénnu képiu
DNR schopnu exprimovat protein. Bunky predukuji protein,
prezcie s& zavecdenim sekvencie vhodnei nukleovej kyseliny

genezicky zmerili. 'Nezistilo sa, Ze rexomtinantny protein je

(s}

socicvany s proteinmi a so sub-bunkovymi komponentmi, ktoré su

<

norrélnom pripade spojené s bunkami produkujucimi protein.
Ternir. ,protein" a polypeptid" si tu zamenitaslné.

Ve v3eobecnom pripade sa IFN-a rrodukuje v expresivnom
vekzcore, Xtory obsahuje nasledujlice elementy postupne spojené
vc vzdialenostli vhodnej pre funként =a=xpresiu: tkanivovo
Scecificky prométor, iniciacné miestc pre transkripciu, 3’
necrexladand oblast, vedicu sekvenciu 5 mRNA, sekvencia
nuk_ecvej kyseliry kédujica polypeptid interferbnu-alfa a
pclvzdenylaény signal. V expresivnom vektore sa mdZu vyskytovat
i zosilnovacie sekvencie a iné sekvencie, ktoré vedd k expresii
a/zlsto k sekrécii. "Za uUCelom selekcie alebo testovanie
prizcmnosti rekombinantného vektora sa do vektora pridavaju
gény, ktoré kéduju rezistenciu na lieky. Tzkéto pridavné gény
zanriuji napriklad 'gény koédujuce rezistenciu na neomycin,
rezistenciu na viacej liekov, kirazu tymidinu, beta-
galzxrtozidazu, reduktazu dihydroZolaztu (DHFR) a
acezv.transferazu chloramfenikolu.

Vynalez popisuje cielené zavedenie IFN-a do wurc&itého
vybrzrého tkaniva, ktoré sa uskuto¢nilo pouZitim promdtora
a/aleto 1iného expresivneho elementu, ktoré sa s vyhodou
pouZiveju vo vybranom tkanive. Priklady znamych tkanivovo
Specifickych prométorov =zahriiuji promdtor kindzy kreatinu,
ktor7? sa pouZiva pri riadeni expresie cDNA dystrofinu vo
svaloch a kardidlnom tkanive (Cox et al., Nature 364: 725-729
(1293}), promdétory taZkého a Iahkého retfazca imunoglobinu na
expresiu génov v B-bunkéch, promdétory albuminu alebo alfa-
fetoproteinu, ktoré sui vhodné pre bunky &riev a bunky hepatdmu.
Prikiady tkanivovo Specifickych expresivnych elementov vhodné

pre Zrevné bunky si napriklad prométor HMG-CoA reduktéazy HMG-



Coa (Luskey, Mol. Cell. Biol. 7(5):1881-1893 (1987), sterolovy
regtlainy element 1 (SRE-1, Smith et &l., J. Biol. Chem. 265
(4 2323-2310 (1990), promdétor karboxvkinize fosfoenolpyruvatu
=X =senberger et al., Mol. Ceil Eisl. 12(3):1396-1403
(22%Z) , rrométor Iudského q—;eaktivneho rroteinu (CRP) (Li .et
3. Biol. Chem. '265 (7): 4136-442 (1990)), Iudsky

CEE Y

lukckinézovy promdtor (Tanizawa et zl., Mol. Endocrinology
i".: 19070-81 (1992), prombétor 7T-zliz-hydroylazy (CYP-7)
caclssterclu (Lee et al., J. Biol. Chem. 269 (20): 14681-9
{i884y prométor beta-galaktozicizovej alfa-2, 6-
s vlzransferdzy (Svensson et al., J. 3iol. Chem. 265(34):
2J)8¢3-3 (13890), promdétor proteinu vizivci rastovy faktor
zodskny inzulinu (IGFEP-1) (Babajko et &.., Biochem. Biophys.
Res. Zorrn. 196(1): 480-6 (1993), promdzcr zldoldzy B (Bingle et
Siochem. J. 294 (Pt2):473-9 (1233 , promdétor Iludského
sferinu (Mendelzon et al., Nicl. Acids Res. 18 (19): 5717-
21 1222, promdétor kolagénu typ I (Houlglum et al., J. Clin.
InvesT. 24(2): 808-14 (1994)).

>riklady tkaninovo Specifickych expresivnych elementov

lll

orostaztickych buniek zahrfiuju napriklad prométor fosfatazy
kyseliny prostatickej (PAP) (Banas et zl., Biochem. Biophys.

1217 (2): 188-94, promdétor prostatického sekre&ného

‘\I

Az

proteinu 94 (PSP 94) (Nolet et al., Biochim. Biophys. ACTA 1098
(2°: 247-9 (1991)), promdétor komplexu Specifického antigénu
prostaty (Casper et al., J. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 47 (1-
o) 127-35 (1993)), prombétor Tudského glandularneho
kailikreinového génu (hgt-1) (Lilja et al., World J. Urology
11:2): :88-91 (1993). o

Priklady tkaninovych Specifickych expresivnych elementov
pre gastrické tkanivo zahrfiuju napriklad prométor alfa-
pod-ednotky H /K -ATPazy (Tanura et al., FEBS Letters 298: (2-
3): 137-41 (1992)).

Priklady tkaninovych Specifickych expresivnych elemeﬁtov
pre pankreas zahrfiuji napriklad prométor proteinu spojeny
s perkreatitidou (PAP) (Dusetti et al., J. Biol. Chem. 268
(19.: 14470-5 (1993)), =zosilhova¢ trenskripcie elastazy 1



(Kruse et al., Genes and Development 7(5):774-86 (1993)),
Frondétor zosilfiovaZa Specifickej amylazy a elastazy 3Specifickej
Fre pankreas (Wu et zl. Mol. Cell. Biol. 11(9):4423-30 (1991)),
Keller et al., Genes and Dev. 4(8): 1318-21 (1990)), prométor
génu pankreatickej esterazvy choleszerolu (Fontaine et al.,
Biochemistry 30(28):7008-14 (1991)).

Priklady tkaninovych Specifickich expresivnych elementov
rere  endometrium zahriluju napriklszd oprométor uteroglobinu
tZ2_ftenbein et zl., Annal. NY Acac. Szi. 622: 69-79 (1991)).
Prixlady tkaninovych 3&pecifickych expresivnych elementov pre
adreralinové bunky zzhriiuji prométor Stiepenia bo&ného retazca
cholesterolu (SCC) (Rice et &al., J. Rioi. Chem. 265: 11713-20

1230)).

Priklady tkeninovych S3pecifickich expresivnych elementov

cre nervovy systém zahrfiuju napriklad prométor gamma-gamma
end:&zy (neurén-Specifickd enoladza, NSE) (Forss-Petter et al.,
Neuxén 5(2):187-97 (1990)).
' Priklady tkanivovych Specifickych expresivnych elementov
cre nozog zahrfiuje napriklad ©cromézor taZkého retazca
neuircvlakna (NF-H) (Schwartz et al., J. Biol. Chem. 269(18):
13244-50 (1994)).

Priklady tkanivovych Specifickych expresivnych elementov
pre lymfocyty zahrfiuji napriklad prométor Iudského CGL-
1/granzymu B (Hanson et al., J. Biol. Chem. 266 (36): 24433-8
(1921)), prométor terminaCnej deoxytransferazy (TdT), lambda 5,
VoreB a lck kindza tyrozinu 3pecifické pre lymfocyty pSé6lck)
prométor (Lo et al., Mol. Cell. Biol. 11(10): 5229-43 (1991)),
prordétor Iudského CD2 a jeho zosiliovadé 3’ transkripcie (Lake
et al., EMBO J. 9(10): 3129-36 (1990)) a 3Specificky aktivaény
prombtor Iudskych NK a T buniek {NKG5) (Houchins et al.,
Imnunogenetics 37(2):102-7 (1993)).

Priklady tkanivovych 3pecifickych expresivnych elementov
pre hrubé c¢revo zahrifiuju napriklad prométor pp60c-src kinazy
tyrozinu (Talamonti et al., J. Clin. Invest. 91 (1): 53-60
(1993)), prométor orgdnovo 3Specifickych antigénov (OSN) ,
molekulova hmotnost 40 000 (p40) (Ilantzis et al., Microbiol.



Inrmunel. 37(2): 119-28 (1993)), orométor antigénu p
Srecifiického pre hrubé ¢revo (Sharkey et al., Cancer 73(3
stgo.! 864-77 (1994)).

Priklady tkanivovych S8pecifickych expresivnych elementov
pre bunky prsrej Zlazy zahriujd napriklad prométor alfa-

lekzzlalbuminu {Thean et al., British J. Cancer. 61 (5): 773-5

4]

Iné elementy, ktoré umoZiuju Specifitu expresie vo
vycranom tkanive zahriuja sekvenciu  veducu k sekrécii,
zcsilfiovace, signély jadrovej lokalizéacie, endosmolytické
pectidy atd. Tieto elementy sa ziskavajd z vybraného tkaniva,
¢c amcZnuje 1ich Specifitu. Spésoby manipulécie sekvencii
rux_ecvych Kkyselin podla vynélezu, =zko je sub-klonovanie
sekrercii nukleovych  kyselin  kédujtcich polypeptidy do
excresivnyvch vektorov, znacCenia sond, hybridizacie DNA a
podoprie sa podrobne popisujui v publikacii Sambrook et al., Cold
Scring Harbor Lzboratory, Cold Spring Harbor, New York, (1989).

k sz izolovala DNA kédujuca vybranui sekvenciu a klonovala sa,

=

=

521 sa exprimovat kdédované proteiny v rdéznych rekombinantnych
tunxéch. Ocakavalo sa, Ze v odbore je znadma rada expresivnych
systémov, ktoré su dostupné na expresiu kédujuicu DNA. Tu sa
pouZiva mnoiZstvo znémych metdd vhodnych na expresiu proteinov
v orokaryontoch alebo eukaryontoch.

Expresia prirodzenych alebo syantetickych nukleovych
kyselin kédujicich vybranu sekvenciu sa Vv typickom pripade
dosiehne operativnym spojenim DNA alebo cDNA s prombétorom
(ktory Jje bud konStitutivny alebo indukovatelny), potom
nasleduje zaéleﬁenie do expresivneho vektoru. Vektory mbéZu byt
vhodré na replikdciu a integraciu bud v prokaryontoch alebo
eukaryontoch. Typické expresivne vektory obsahuju transkripcné
a translac¢né termindtory, inicia¢né sekvencie a prométory
pouZiteIné na regulédciu expresie vybranej polynukleotidove]
sekvencie. Aby sa ziskala silnéd expresia klonovaného génu je
nutné konStruovat expresivne plazmidy, ktoré obsahujl minimalne
silny prométor pre riadenie transkripcie, ribozémové vdzbové

miesto za Ucelom translacie a terminator
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transkripcie/translacie. Expresivne vektory méZu tieZ obsahovat
generované expresivne kazety, ktoré obsahuju aspofl jednu
n2zévisly terminaénu sekvenciu, sekvencia umoZiujlica replikaciu
clzzmidu akc v prokaryontoch tak v eukaryontoch, to znamena
randlujuce vektory a selek&né markéry pre prokaryontné a
guixaryvontné systémy (Sambrook et al., Molecular Cloning - A
iabcratory Manual (2™ Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laccratory, Cold Spring Harbor, New York, (1989).

XonStrukcie podla vyndlezu sa mdZu zaviest do vybraného
tXeriva in vivo alebo ex vivo ponocou rdznych spdsobov.
« niekzorychi uskuto&neniach vynalezu sa vektor zavedie do
zuriek sp3sobom, ako je mikroinjekcia, precipitéacia
fosforednanon vapenatym, fiziou s lipozémami alebo
orestrednicivom  biologickej balistiky. V inom uskuto&neni
vJir.zlezu sa DNA priamo zavadza do vybraného tkaniva. V inych
uskutofneniach sa kon3trukcia zabali do virusového vektorového
systému, ktory umoZni jej zavedenie do buniek.

Virusové vektorové systémy podla vynalezu zahrﬁujﬁ
zdenovirusy, herpesvirusy, adeno-asociované virusy, myS3i
alrltovy virus (MVM), HIV, sindbis virus a retrovirusy, ako je
7irus Rousovho sarkému a MoMLV. V typickom pripade konStrukcie
zocla vynélezu sa Eaéleﬁujﬁ do takych vektorov, aby umonili
pzienie konStrukcie exprimujicej interferén, vi&3inou je
sprevadzand virusovou DNA, dochadza k infekcii citlivych
nostitelskych buniek a k expresii génu interferénu-o. Zv1ait
77t.cdnym vektorom je adenovirusovy vektor, ktory sa popisuje
7 publikacii Wills et al., Hum. .Gene Therapy 5: 1079-1088
{-c%4).

V inom uskutofneni vyndlezu rekombinantné konstrukcie IFN-
"o pcdla vynalezu sU spojené s ligandom bunkového receptoru, c¢o
ancZiiuje prijem (napriklad invaginacia potiahnutych ¢&astic a
internalizacia endozému) prostrednictvom Eastic spojenych s DNA
{iv et al., J. Biol. Chem. 263: 14621-14624 (1988), WO
92/06180) . Kon3trukcia DNA podIa vynalezu mbéZe byt napriklad
spcjend prostrednictvom polylyzinov k azialo-oromukocidu, ktory

je ligandom pre azialoglykoproteinovy receptor hepatocytov.
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Virusové obaly pouZivané pri baleni konStrukcii podla
vvrélezu sa mdéZu modifikovat pridanim receptorovych ligandov
a_ecd> protilatck Specifickych pre receptor, aby mohlo déjst
x erdocytdze do 3Specifickych buniek sprostredkovanej receptorom
.ccrisuje sa nepriklad v publikécii WO 93/20221, WO 93/14188,
W 24/06923). V niektorych uskutolneniach vynadlezu DNA
xcr.8trukcie pedla vynadlezu sU spojené s virusovymi proteinmi,
zxc su adenovirusové ¢astice, aby sa umoZnila endocytédza
Curiel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88: 8850-8854
.2€21)}). V inom uskutolneni vynédlezu mclekulové konjugaty podla
vwrnilezu mdéZu zahrrniovat mikrotubulédrne inhibitory (popisuje sa
v rublikacii WO/9406922), syntetické peptidy, ktoré napodobiiuju
merzglutinin virusu chripky .rcpisuije sa v publikadcii Plank et

J. Biol. Chem. 269: 12318-12924 (199%4)), a nuklearne
_ckzlizacéné signadly ako Jje antigén SV40 T (popisuje sa
- rublikacii WO 93/19768).

Termin ,lie¢ba" znamené zavedenie nukleovej Kkyseliny

xédujicej alfa-interferén do pacienta za udelom expozicie

1]

~

zvcleného tkaniva, zvla3t tkaniva, kde jedna alebo viac buniek
wkzzuje patologické zmeny, afz-interferdnu. Termin tkanivo
~-hudného bujnenia™ znamend tkanivo, v ktorom jedna alebo viac
zuriekx sa klasifikujid ako bunky zhubného bujnenia, maligné,
nédorové, pre-rakovinové, transiormované alebo ako adeném alebo
zzrciném alebo sa oznaCujli inym synonymom beZne pouZivanym
7 srojeni s tymto stavom.

~Nerakovinovad™ bunka tu znamené bunku, ktord sa vymyka
definicii rakovinovd bunka a zahriiuje normalne bunky a bunky
s7vkazujlce niektoré patologické rysy, ako je napriklad infekcia
virusom, baktériou, parazitom alebo inym organizmom, bunky
ovplyvnené dediénou zataZou, to znamend, Ze nie su v takom
ptimdlnom stave, ako je tomu v normélnom pripade, alebo ich
prctiklad divokého typu, bunky ovplyvnené neinfek&nym
ockorenim, ako je napriklad diabetes, a bunky, ktoré preZili
IubovolIny z tychto uvedenych stresov atd..

LieCba IubovoIného stavu, ktory sa zlepSi po aplikacii

I*N-a, mbéze zacat kedykolvek pred diagnbdézou stavu alebo
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x2dykoIvek po nej. Tak napriklad pacientovi, u ktorého existuje
codczrenie, Ze ma pre-rakevinové 1lézie alebo dispoziciu
%2 Vyvoli rniextorého typu zhubného bujnenia, sa méZu aplikovat
xormpozicie pcdla vynalezu. Podobne osoba, ktord prisla do

gontaktu s pztcgénom, ako je napriklad virus hepatitidy B, sa

W
Ne
m

liecit k34poziciami podIa vynélezu eSte predtym, ako sa

)

a2
-

ticz disgnostikuje. Navyvde Iudia, ktori su podozreli, Ze

1
-

'
w
T

rosiéi HBY, &alebo pacienti, ktori by sa nimi mohli s velkou

n
|

'S

.05
ravdepodobnostou stat, sa mdéiu liefit potom, &o sa zlepSia
“taZfie symptdmy ochorenia.

Xon8trukcie podla vyndlezu sa mdZu pouiit pri terapii
rZznych druhov zhubného bujnenia, hepatitidy a inych stavov,
»ie Jje vvhodné zvySenie mnoZstva IIN-a. Medzi tieto ochorenia
vatria naprikxlad vredovd kolitida, rinovirusové infekcie,
Zirr3za, alergické ochoreniz spésobené prebytkom IL-4 a
crcdukciou IgZ a granulomatdzne ochcrenia, ako je Crohnova
chcroka. AJ kxed sa gén mbZe cielene zaviest do Iubovolného
tzzniva, pre ktory existuje tkanivovo Specificky expresﬁvny
e_ement, ako je prombétor, zvléStna pozornost sa venuje
zranivovo Specifickej aplikécii 1IFN-a za uUcCelom zvySenia
nncZstva IFN-a v tkanive zhubného bujnenia, ako je karcindm
Zudskej prostaty a tkanivo hepatému. KonStrukcie podla vynédlezu
se nbdZu dalej pouZit na zvySenie mnoZstva IFN-a v tkanivach,
kzcré vykazujt patologické zmeny a ich nerakovinové bunky su
cdefizitné v produkcii interferénu, to znamena, Ze produkuji
nenej interferdénu ako: zdravé bunky, ako je tomu napriklad pri
ncsiZoch virusu hepatitidy B (Nouri-Aria et al., Hepatology
14(6): 1308-1311 (1991)). V niektorych uskutoéneniach podla
vvnilezu rekombinantné konStrukcie sa cielene zavadzaju do
vedlajdieho tkaniva alebo do buniek, aby vzrastla lokdlna
Ycncentracia interferénu-alfa vo vybranej populacii buniek.

Kompozicie podIa vyndlezu sa budu pripravovat 'pre
eplikéaciu, ktorda je prijateInd pre cicavcov, preferuje sa
¢lovek. V niektorych prikladoch vynAlezu sa kompozicie podla
- nalezu méZu aplikovat injekciou do tkaniva alebo do krvnych

ciev, ktoré zésobuju vybrané tkanivo. V inom priklade vynalezu
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sz kompozicie podla vynadlezu aplikuju 1lokalne,: to znamena
intravezikalne, do lézii a/alebo povrchovo. V inom uskuto&neni
vir.élezu sz kompozicia podla vyndlezu aplikuje systematicky
inZekciou, inhaldciou, transdermdlnym zavedenim atd. V dalSom
asxutoCneni vynadlezu sa kompeczicie aplikuju katétrom alebo inym -
zzriszdenim, ktory umoZni pristup kompozicie do vybraného
zxzrniva, ake je napriklad wvnutorny orgén. Kompozicie podla
7yr.élezu sa tieZ mdéZu aplikovat v podobe depotnych néastrojov,
inplanté&tov alebo vo forme kapsul, ktoré umoinuju pomalé alebo
zrvelé uvolhovanie kompozicii.
Vynalez popisuje kompozicie, ktoré obéahujﬁ roztok
fermrozicii  podla vyndlezu rozpusteny alebo suspendovaqy

v prijatelnom nosic¢i, s vyhodou ide o vodny nosi&. MdéZe sa

'y
=

cuZit mnoZstvo vodnych nosicov, ako je voda, pufrovana voda,

(8]

+& * fyziologicky roztok, 0,3 % glycin, kyselina hyalurénova a

occbné. Tieto kompozicie sa mdZu sterilizovat beZnymi spdsobmi

N

_ecd> sa mdéZu sterilizovat filtraciou. Vysledné vodné roztoky

i

(7]

g x5Zu balit tak ako su, alebo sa mbéiu lyoflllzovat

Lyofilizované roztoky sa tesne pred aplikaciou zmlesaju so
sterilnym roztokom. Kompozicie méZu obsahovat farmaceuticky
prijatelIné auxiliérne substancie, ktoré si nutné vzhladom
k¥ fvziologickému stavu. SU to ¢€inidla na upravu pH a pufrovacie
Ziridla, ¢inidlé na dpravu tonusu, zm&cacie &inidlad a podobne.
Si to napriklad acetat sodny, laktadt sodny, chlorid sodny,
chlorid draselny, chlorid vapenaty, sorbitan monolaurat,
trietanolaminoleat, atd.

Xoncentrécia kompozicii podla vynalezu vo farmaceutickych
formulaciach vyrazne koliSe, to znamen&, Ze mbdZe byt mendia ako
oribliZne 0,1 %, obyCajne dosahuje a&asponn okolo 2 %, aZ do
hodnoty 20 aZ 50 % alebo viac (hmotnostné percentd). Kompozicie
sa pre ur¢ity méd aplikdcie vyberaji primdrne na zaklade
objemov kvapalin, viskozity atd. )

Kompozicie podla vynalezu sa mézZu aplikovat
prostrednictvom lipozémov. Lipozémy =zahrfiuji emulziu, penu,
icely, nerozpustné monovrstvy, kvapalné krystaly,

sfollpldove disperzie, lameldrne vrstvy a podobne. Do tychto
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orirravkov sa kompozicia podla vyndlezu zaviedla ako suéast
lirczdémov, samostatne alebo v spojeni s molekulou, ktora sa

vieie na vybrany ciel, ako su protilatky alebo iné terapeuticke

A1)

-ek> imurcgénne kompozicie. Lipozémy, xtoré su bud naplnené
a_ekd> pokryté poZadovanou kompoziciou podla vynadlezu sa mdéZu
vnéfa? do organizmu systematicky alebo priamo do vybraného
Txariva, kam lipozémy donesd vybranu terapeutickid/imunogénnu
vertidovu kxompoziciu.

Lipozdmy vhodné na pouZitie podla vynalezu vznikaju zo
§zzrdardnych lipidov, ktoré vo vSeobecrom pripade zahriuju
neuirédine slebo negativne nabité fosfolipidy a sterol, ako je
chc.esterol. Vyber lipidov sprevadzz zvaZovanie napriklad
7eZkosti lipozémov, «citlivost a stapilita voé&i kyselinam
v krvaom rieiSti. Lipozdémy sa mdéZu pripravovat mnoZstvom
stfsobov, axo sa popisuje napriklad v publikacii Szoka et al.,
Anr.. Rev. 3iophys. Bioeng. 9: 467 (1980), U.S. Patent Nos.
<+,235,871, 4,501,728, 4,837,028 a 5,019, 369.

Lipozdmova suspenzia opsahujﬁca kompoziciu podla vynalezu
sz méZe aplikovat intravenézne, lokélne, povrchovo atd.
v ciévke, ktora zaleZi od spésobu aplikacie, spésobu zavedenia
tcmrozicie 2 3téddia_ochorenia, ktoré sa liedi.

7 pripade pevnych kompozicii sa méZu pouZit DbeZné
netcxické pevné nosice, ktoré =zahrfiuja napriklad manitol,
lzktdzu, Skrob, steardt hore&naty, sacharin sodika, celulézu,
gZtkdédzu, uhlilitan horenaty a podobné. V pripade oralnej
ap:ikacie sa farmaceuticky prijateIné netoxické kompozicie
<vcria zmieSanim JYubovolného normélne pouZivaného excipientu,
azc sU nosie vymenované hore v texte, a viddinou 10 aZ 95 %
axtivnej latky. Vyhodné je zmie3Sat jednu alebo viac kompozicii
podla vyndlezu a uprednostiiuje sa koncentracia 25 aZ 75 %.

V pripade aplikécie vo forme aerosolu sa kompozicia doplni
opcvrchovo aktivnym €inidlom a urychlova&om. V typickom pripade

ercentualne zastipenie kompozicie podla vynalezu je 0,01 aZ 20

1A 6 ]

‘rmotnostné percentd), uprednostfiuje sa 1 aZ 10 %. Povrchovo

1)

¥tivne Cinidlo nesmie byt samozrejme toxické a uprednostiiuje.

sa Jjeho rozpustnost v urychlova¢i. Zastupcovia takychto
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Cinidiel sU estery mastnych kyselin, ktocré obsahuju 6 azZ 22
atdmov uhlika, ako su estery kyseliny kaprénovej, oktéanovej,
laurylovei, palmitovej, stearovej, lincelove]j, olesterovej a
cleievej s alifatickym polyhydrickvm alkoholom alebo jeho
cyxiickym anhydridom. MéZu sa pouZit zmieSané estery, ako st
zmieZané alebo prirodzené glyceridy. 2cvrchovo aktivne &inidlo
mdZe tvorit 0,1 aZ 20 % (vahové percenta) kompozicie,
uprednostfiuje sa koncentracia 0,25 aZ 5 %. Kompoziciu vyrovnava
obvyCajne urychlovaé. Ak je to nutné, mdZe sa tieZ zahrnut
nosi¢, napriklad lecitin pre pripad intranazalnej aplikacie.

KonStrukcie podla vynadlezu sa mézZu dzlej zavadzat depotnym
systémom, vo forme kapsul alebo ako implantdt metddami, ktoré
sl dobre znéame v odbore. Podobne sa mdZu kondtrukcie zavadzat
priazmo do vybraného tkaniva pomocou pumpy.

V niektorych uskutoéneniach vynilezu sa kompozicie podla
vyrélezu aplikujui ex vivo do buniek zlebs do tkaniva vybratych
z recienta, potom sa toto tkanivo do pacienta vrati. Priklady
aplikdcie konStrukcii ex vivo pri génove térapii,sa'popisujﬁ~
v publikdciach Arteaga et al., Cénce} Research 56(5): 1098-1103
(1936), Nolta et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (6): 2414-9
(1226), Koc et al., Seminar in Oncology 23 (1) : 46-65 (1996),
Raper et al., Annals of Surgery 223 (2): 116-26 (1996),
Dalesandro et al., J. Thorac. Cardi. Surg. 11(2) : 416-22
(1996), and Makarov et al., Proc. Natl. Ecad. Sci. USA 93(1):
402-6 (1996).

Preklad obrédzkov na vykresoch

Na obrazku €. 1 je graf znadzorfiujuci antiprolifera&né u&inky
interferdnu-alfa na bunky zhubného bujnenia Iudskej prostaty.

Na obrazku &. 2 je graf znadzorfiujici aktivitu luciferdzy ako
merania expresie luciferéazy riadenej prométormi génov

Specifickych pre pecei.
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rikiady uskutoCnenia vynalezu

?riklad 1
JZinokx interferénu-alfa na prolifericiu buniek karcinému
orcstaty

Studoveli sa tri rozdielne druhy buniek karcinému
crcstaty. 5S4 to LNCaP (zavislé od androgénu, ATCC #CRL 1740),

sunky PC-3 (nezavislé od androgénu, ATCC #HTB 81). Bunky sa

¢, 10-, 0% 10% 10° IU/ml) (Schering-Plough) po dobu 72
nz2in v nasledujucom médiu: bunky PC-3 sa kultivovali v Ham F12
X médiu (GIBCO BRL) doplnenom 7 % fetidlnym bovinnym sérom,
ourky DU-145 sa kultivovali v DMEM (GIBCO BRL) doplnenom 10 §
fetiinym bovinnym sérom, bunky LNCaP sz kultivovali v RPMI 1640

ZIZZ0 ERL) doplnenom 5 % fetalnym bovinnvm sérom.

Antiproliferacné GCinky interferénu sa stanovili testom
Y77 {(oopisuje sa Q publikacii Mossman, J. Immunol. Methods 65:
5% {1983)). Bunky PC-3 a DU-145 vykazuju konzistentnu citlivost
<z zvySujucej sa koncentracii interferénu, ktora sa vyrovnala
ori koncentricii 10* IU/ml. Bunky LNCaP citlivé na androgén
nevykazujl Ziadnu odozvu na IFN. Bunky PC-3 si citlivejiie
orcti interferdnu ako bunky DU-145. Udzje su zhrnuté na obrazku
%2, 1, Plné stipce reprezentuju bunkovi liniu PC-3 (nezavislu od
androgénu), &iarkované stipce reprezentuju bunkova liniu DU-145

(nezavisla od androgénu), diagonalne éiarkovaqé stipce

reprezentuji bunky LNCaP (zavislé od androgénu).

Priklad 2

XonEtrukcia expresivnych kaziet

Za cielom expresie IFN-a v bunkdch karcinému prostaty sa
szor.Struoval expresivny vektor, ktory obsahuje celd sekvenciu

cDlZ interferdnu-alfa 2b (IFN-a2b) a celd signadlnu sekvenciu

pre IFN-a2b (Sreuli et al., Science 209: 1343-1347 (1980),
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Soeddel et al., Nature 290: 20-26 (1982), Henco et al., J. Mol.
3iol. 185: 227-260 (19895)), ktoré si riadené bazdlnym
cromotorem s velkostou pribliZne 600 br pre gén antigénu, ktory
je Specificky pre prostatu (PSA). CDNE IFN-a2b v celej dizke
obsahujici putativnu signalnu vedicu, sekvenciu na 5 ' konci sa
xionoval do polyklonovacieho miesta ¥indII a EcoRI downstream
MV prombétora cicavcieho expresivneho vektora PCDNA3
‘“nvitrogén) za vzniku plazmidu DIFN. Sekvencie lemujuce 5'-
xoniec génu PSA obsahujlce prométor FSA (BBRC 161: 1151-1159
- 989), Genebank #M27274) sa za&lenil do vektoru, nahradil tak

cromdétor CMV za vzniku plazmidu PSADIZI..

2riklad 3

X.onovanie bazalnych prométorov pre pefefiové Specifické gény

5’ lemujice sekvencie =zahrfiuji bazalne promdétory zo
5-yroch Specifick?ch ;génov Iudske]j, peZene, albumin (HAL), al-
antitrfpsin (HAT), alfa-fetoprotein (AFP) a hydroxy-metyl-
siutaryl-CoA reduktadzu (HMG), sa sucklonovali z ATCC 65731,
A7CC 61597, ATCC §5735 a ATCC 59567 do vektoru pCRScript za
~ielom pouZitia pri zavedeni génu interferdénu a jeho tkanivovo
5pecificki expresiu v hepatickych buniéch (Luskey, Mol. Cell.
3ipl. 7(5): 1881-1893 (1987), Minghetti et al., J. Biol. Chem.
261 (15): 6747-6757 (1986), Long et al., Biochemistry 23: 4828-
4837 (1984), Gibbs, Biochemistry 26: 1332-1343 (1987)).

Inzerty sa mapovali pomocou ;eétrikéﬁ?ch enzymov Vo
sektore pCRScript, ktory obsahuje 5'-lemujuce sekvencie hore
uavedenych génov, ktoré kéduju pelefiové Specifickeé enzymy. Potom
sa inzerty umiestnili z vektoru pCRScript do upstream pozicie
génu luciferézy do reportného plazmidu pGL3. Bunky z vajeénikov

=inskych &kre&kov (CHO-Kl1l, ATCC # CCL-61), bunky Iudského

nepatému (HepG2, ATCC #NB 8065) a (Hep3B ATCC # HB 8064) sa
-rznsfekovali elektroporaciou uvedenymi 3Styrmi kon3trukciami a
xontrolnym plazmidom pGLC (PROMEGA Ccrp.). PGLC obsahuje gén

luciferazy riadeny prombétorom SV40 a zosilifiovac SV40.
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Expresia luciferdzy 5Styrmi pre ©peCeil Specifickymi
prcmdtorovymi  sekvenciami v transfekovanych bunkach sa
pcrovndvala s kontrolnym plazmidom pGLC a vektcrom pGL3. Udaje
st zhrnuté na obréazku &. 2 (vys_edky s HAL nie st uvedené). Tri

Y bunieX sz transfekovali konStrukciami DNZ, ktoré vykazuju

chzrakteristické rysy. Plné stipce reprezentujt bunky Yudského
ratému HepG2, &iarkované stipce reprezentuju bunky vajecnikov
¢insxych Skrelkov (CHO), diagonélne ¢iarkované stipce

recrezentujui bunky Iudského hepatdému Hep3B (Hep3B). pGLB ije
plzzrnid slaZiaci ako negativra kontrola, pGLC Jje plazmid

(Il

13Ziaci ak%o pczitivna kontrola, HAT je prombétor Iudského al-
erntitrypsinu, KEMG oznaCuje prcmétor Iudského hydroxy-metyl-
cluzaryl-CoA reduktazy, AFP je oromdtor Iudského o~
fezoproteinu. Z uvedenych Styroch  tkanivovo 3pecifickych
pronétorov sa zdé byt najlepSim kandidatom na expresiu v peceni
zz uvedenych podmienok prométor al- antitrypsinu (HAT).
Fxpresia riadena promé“orﬂm HAT sa méZe dalej .
cpii alizovat kondtrukciou expresivneho vektoru so sekvenciou
zcsilfiovala Specifického pre pecefi, ako je zosiliniovaé Iudského

a- fetoproteinu (Watanabe, et al., J. Biol. Chem. 262 (10):

£312-4818 (1987), Genebank # J02693), =zosiliovad fﬁdského
elouminu (Hayashi et al., J. Biol. Chem. 267 (21): 14580-14585
(1992), GeneBank # M92816), zosiliovaé Iudského a-1-
mikroglobulinu/bikunin (Rouet et al., J. Biol. Chem. 267 (29):
20755-20773 (1992), GeneBank # X67082) alebo zosiliiovac
Lepatitidy B (Valenzuela et al., Animal Virus Genetics ed. B.
Biels et al., p.p. 57-70, Academic Press, N.Y. (1981), Galibert
et al., Nature 281: 646-650 (1979)).
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PATENTOVE NAROKY

Kompozicia, vy znacuijuca s a t v m, Ze zahriiuje
vektor obszhujuici segment nukleovej kvseliny kédujucej
polypeptid interferdnu-a, ktory Jje operativne spojeny

s prombtorom, ktory je 3pecificky pre vybrané tkanivo.

Kompozicie podla naroku 1, vyznaccujlca s a

t ym, Ze vektor je virusovy vektor.

Kompozicia podla naroku 2, vyznacujiuaca s a

t ym, Ze virusovym vektorom je adenovirus.

Xompozicia podla naroku 3, vyznacu3juiaca s a

t ym, Ze prombétor je Specificky pre pecei.

Xompozicia podla naroku 4, vyznacujuca s a

t ym Ze prométor je Specificky pre prostatu. -

Kompozicia podla néroku 4 alebo 5, vyznac¢ujuca
sa t ym Ze dalej obsahuje sekvenciu vedicu k sekrécii
interferénu-alfa operativne spojeni s nukleovou kyselinou
kédujucou polypeptid interferénu-alfa.

' I
Farmaceuticka zmes, vyznacujuiuca s a tym,

Ze obsahuje kompoziciu podla IubovoIného naroku 1 aZ 6.

Spésob vybavenia tkaniva polypeptidom interferénu-alfa,
vyzna<c¢cu3jildci sa t ym Ze zahrifiuje zavedenie
vektoru, Xtory obsahuje segment nukleovej kyseliny
kédujucej polypeptid interferénu-alfa do vybraného tkaniva,
priom segment uvedenej nukleovej kyseliny je operativne

spojeny s prométorom, ktory Jje Specificky pre vybrané
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tkanivo, kde sa v pacientovi polypeptid interferénu-alfa
exprimuije.

. Spbésob podlz ndroku 8, vvznaXujilci sa t y m,

Ze interferdr-alfa je interferdn-azlfs 2kt.

iC. Spbésob podla ndroku 9, vy zna Zujici sa t y m,

Ze virusovyn vektorom je adenovirusovy vextor.

—
—
.

Spbésob podla ndroku 10, vy zna 2ujiaci sa ¢t y m,

o

Ze promdétor je Specificky pre peceii.

iZ2. Spbsop podla naroku 10, vy z n

[\
(x

LiZicil sa tym,
Ze prométor je Specificky pre prostz-u.

=
(¥3 ]

Spdsob podIlz nadroku 11 alebo 12, vy zna ujuci sa
t ¥ m, Ze segment nukleovej kyseliny kddujicej interferédn-
alfa Jje operativne spojeny s rnukleozidovou kyselinou

kédujicou sekvenciu vediucu k sekrécii interferdnu-alfa.
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