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(57) Anotace:

Vynélez popisuje formy riizn& plisobicich glykoproteinovych
hormond. Tyto kompozice majf vzorce: (1) B~ (spojovaci
skupina'),-a-(spojovaci skupina®),-B% (2) B'- (spojovaci
skupina),-B’-(spojovact skupina®),-ai; (3) o-(spojovaci
skupina'),-B'-(spojovaci skupina?),-B% (4) B* = a- (spojovact
skupina),-B'; nebo (5) B!-(spojovaci skupina),-a B kde
kazdy z B' a B? ma aminokyselinovou sekvenci p podjednotky
glykoproteinového hormonu obratlovci nebo varianty
uvedené aminokyselinové sekvence, podle zde uvedené
definice terminu "varianta"; "o oznaduje o podjednotku
glykoproteinového hormonu obratlovel nebo jeji variantu;
"spojovaci skupina” je kovalentn& navdzana spojovaci
skupina, kterd odd&luje B! a p* podjednotky ve vhodné
vzdéalenosti od a-podjednotky a od sebe navzdjem; "=" je .
nekovalentni vazba. Ka?dé m a n jsou nezavisle 0 nebo 1, kde
kazdy z B! a B2 zptisobuje jinou aktivitu uvedeného
prostfedku.




Glykoproteinové hormony obsahujici vice domén a zpisoby jejich

pouziti

Oblast techniky

Predkladany vynadlez se tykd oblasti proteinového
inZenyrstvi, konkrétné modifikovanych forem nékterych
glykoproteinovych hormond, jejichZ pfirozené formy se
vyskytuji jako heterodimery. Vynalez se tyka komplexl
obsahujicich vice domén tvofenych choriovym gonadotropinem
(CG), thyreostimuladénim hormonem (TSH), luteinizac¢nim hormonem
(LH) a hormonem stimulujicim folikuly (FSH), kde « podjednotka

kovalentn& navazana na P podjednotku miZe byt asociovana s

dal%i B podjednotkou nebo miZe byt kovalentné& navazana na dvé B
podijednotky. Tyto glykoproteinové hormony obsahujici vice
domén mohou mit dva nebo vice u&inkl nebo funkci, nebo se
mohou chovat jako agonisté a/nebo antagonisté prirozenych

hormont.

Dosavadni stav techniky

U &lovéka jsou &ty¥i vyznamné glykoproteinové hormony (LH,
TSH, FSH a CG) heterodimery majici identické a podjednotky a
razné P podjednotky. T#i z té&chto hormonl jsou pfitomné v
podstaté& u v3ech obratlovci; CG byl zjistén pouze u primdtd a

v placent& a moli bfezich klisen.

PCT p¥ihladka WO 90/09800, publikovand 7.9.1990, kterd je
zde uvedena jako odkaz, popisuje mnoho modifikovanych forem
t&chto hormont. Jednou vyznamnou modifikaci je C-koncové
prodlouZeni PB-podjednotky karboxy-koncovym peptidem (CTP)
lidského choriového gonadotropinu nebo jeho varianty. Také

jsou popsany jiné mutované formy téchto hormonu. CTP je



sekvence aminokyselin v rozsahu od jakékoliv z pozic 112-118
do pozice 145 P-podjednotky lidského choriového gonadotropinu.
PCT pfihlaska popisuje varianty CTP prodlouZeni ziskané
konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi, které jsou
takové, Ze kapacita CTP ménit charakteristiky klirens hormonu
nejsou narueny. Dale, PCT pfihlaska WO 94/24148, publikovana
27.10.1994 a uvedend zde jako odkaz, popisuje modifikaci
t&chto hormond prodlouZenim nebo inserci CTP do jiného mista
nes do C-konce a také fragmenty CTP krat$i neZ sekvence od

pozice 112-118 do pozice 145.

B-podjednotka FSH prodlouZena o CTP byla také popsana ve
dvou pracich p¥ihlasovatelld: LaPolt, P.S. et al.,
Endocrinology (1992) 131: 2514-2520 a Fares, F.A. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89: 4304-4308. Obé tyto

prédce jsou zde uvedeny jako odkazy.

Krystalovd struktura lidského choriového gonadotropinu byla
publikovana ve vice ¢Ci ménd nedavnych &léncich; jeden od
Lapthorn A.J. et al., Nature (1994) 369: 455-461 a druhy od
Wu, H. et al., Structure (1994) 2: 545-558. Vysledky téchto
&lankd jsou shrnuty v Patel, D.J., Nature (1994), 369: 438-

439.

PCT pf¥ihladka WO 91/16922, publikovand 14.11. 1991,
popisuje mnoho chimerickych nebo jinak modifikovanych forem
glykoproteinovych hormonti. Obecné& je prihléa3ka zamérena na
chimérické formy a-podjednotek nebo B-podjednotek obsahujici
&asti rtznych o nebo P Ffetézcl, v pfisluSném pofadi. Jeden
konstrukt, ktery je v této pfihlas3ce pouze uveden a nikoliv
jinak popséan, je tvofen fizi celého p retézce lidského
choriového gonadotropinu s a-podjednotkovym preproteinem, t.j.

¥etdzcem obsahujicim sekre¢ni signalni sekvenci pro tuto




podjednotku.

Dvé daldi publikované PCT pfihlasky popisuji jednofetézcové
formy té&chto glykoproteinovych hormont, ve kterych jsou a a B
podjednotky kovalentné& navazany, coz vede ke vzniku sloufeniny

obecného vzorce:

B (spojovaci skupina)a®; nebo

o (spojovaci skupina)nf;

kde n je 0 nebo 1 a & a B jsou p¥isludné podjednotky téchto
hormont; Moyle, W.R., PCT prihlaska WO 95/22340, publikované
24.8.1995 a prihlaska vynalezce, WO 96/05224, publikovana
22.2.1996. Objevy t&chto dokumentld jsou zde uvedeny jako

odkazy.

Formy vy3e uvedenych jednofreté&zcovych forem t&chto hormont,
ve kterych bylo odstrané&no mnoho cysteinovych mastka, jsou
popsany v US pofradové &. 08/933693, podané 19.9.1997, kterad je

zde uvedena jako odkaz.

Bylo zji3téno, Ze d-podjednotka jednofetézcové formy
glykoproteinového hormonu CGB-, se nekovalentné vaZe na FSHP

podjednotku, jak je popséano Vv Society for the Study of
Reproduction, Abstract 193, 199e6.

Nedavno bylo zji3téno, Ze a-podjednotka jednofetézcového
glykoproteinového hormonu, FSHPB-a, tvori nekovalentni vazbu s

GCP podjednotkou, jak je popsano v Endocrine Society, Abstract
OR28-3, 1998.

Nyni bylo zjisténo, Ze je moZné pouzit tyto glykoproteinové




hormony, které maji posilenou agonistickou a/nebo
antagonistickou aktivitu a/nebo které Jjsou multifunkéni
prostfednictvim bud kovalentni vazby dal3i P-podjednotky na
jednofetézcovy hormon nebo nekovalentni vazby dal3i P-
podjednotky na uvedenou o-podjednotku jednofetézcového
hormonu, pro napodobeni profilu pfirozeného hormonu a/nebo
kontrolu pom&rd hormonti. Tyto odlisné pisobici glykoproteinové
hormony a jejich terapeutické pouZiti pro 1éCbu onemocnéni
jako jsou polycysticka ovaria, a pro ovariadlni hyperstimulaci,

jsou popsany dale.

Podstata vynalezu

Vynadlez poskytuje ritizné pusobici glykoproteinové hormony
obsahujici a podjednotku kovalentné& navazanou na B podjednotku
za vzniku jednofet&zcového hormonu a dalsi B podjednotku, ktera
miZe byt kovalentné navazana na jednofeté&zcovy hormon nebo
miZe byt nekovalentné navézand na ® podjednotku
jednotet&zcového hormonu. Prostredky podle pfedkladaného
vynélezu mohou byt glykosylované, &aste&nd glykosylované nebo
neglykosylované a fuzované a a B fetézce z prirozenych
glykoproteinovych hormont nebo variant mohou byt volitelné
navazany prostfednictvim spojovaci skupiny. Zejména vyhodnou
spojovaci skupinou je karboxy-koncovy peptid (CTP), bud jako
kompletni jednotka nebo jako varianta, kde mezi varianty patfri

také jeji Céasti.

Pokud jsou P-podjednotky stejné, miZe prostredek obsahujici
nekovalentné navézanou P-podjednotku plisobit jako agonista nebo
antagonista, ale stupen aktivity se miZe znacné 1i3it. Tato
variabilita aktivity je zplisobena rozdily v cirkulac¢nich

polocasech kovalentné& navéazanych a nekovalentné navazanych P
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podjednotek. Cirkula&ni pololasy nekovalentné navézanych B-
podjednotek jsou kratSi nez polocCasy B-podjednotek kovalentné&
navazanych na a-podjednotku. Toto je zplhsobeno disociaci
komplexu ve fyziologickém prostredi v Case; nicmeénég,
kovalentn& navazand &ast molekuly zustava ucinnym

farmaceutickym C¢inidlem.

Napriklad, prostfedek obsahujici FSHP podjednotku kovalentné
navdzanou na O-podjednotku, na kterou je nekovalentn& navazana
dal3i FSHP podjednotka, bude mit vy33i aktivitu z divodu
deldiho cirkula&niho polodasu komplexu. Nicméné&, aktivita se

sniZi po ukon&eni u&inku FSH-P podjednotky s krat3im polocCasem.

Prostfedek obsahujici FSHP podjednotku kovalentné navazanou

na a-podjednotku, na kterou je nekovalentné& navazanad CGP
podjednotka, bude mit delSi cirkulaéni polocas pro CG
aktivitu. Po dobu trvani krat3iho cirkula¢niho polocasu budou
ob& FSHP a CGP podjednotky plsobit na své pfisludné receptory.
B&hem del3iho polocdasu bude aktivni pouze FSHP podjednotka

kovalentné navazand na o-podjednotku.

Ve v3ech ptipadech, pokud jsou P-podjednotky odli3né, jsou
prost¥edky bifunk&ni jako agonisté a/nebo antagoniste. Je
tfeba uvést, Ze zvy3ovanim nebo sniZovanim agonistickeé
aktivity jedné sloZzky vi&i druhé je moZno dosdhnout rtznych
pom&rd aktivity. Napfiklad je moZno zvy3it pomér FSH/LH
pouZitim FSH podjednotky s vy33i agonistickou aktivitou a/nebo

LH podjednotky s niZsi agonistickou aktivitou.

V jednom aspekt je vyndlez zam&F¥en na zpusob dodéni rhznych
aktivit glykoproteinovych hormont jedinci, ktery potfebuje

hormondlni regulaci.
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Termin "aktivita" glykoproteinového hormonu oznaluje
schopnost chovat se jako agonista nebo antagonista pfisluSného
pfirozeného se stejnym nebo odlisnym biologickym polocasem.
Termin "dv& rtzné aktivity glykoproteinového hormonu" oznacuje
to, Ze aktivity zplsobované kaZdou B podjednotkou prostfedku se
1i3i v jednom nebo vice smé&rech. Jedna podjednotka miZe byt
agonista a druha antagonista; jedna miZe byt modifikovana tak,
aby mé&la vy33i aktivitu; jedna muZe byt modifikovand tak, aby
mé&la niz3i aktivitu; jedna miZe odpovidat aktivité LH a druha
aktivit& FSH, nebo mife mit jedna dlouhy cirkulacni polocCas a
druha kratd3i cirkulaéni polocéas. PouZitim ruznych pfirozenyCh
f-podjednotek v prost¥edcich vzorcl (1)-(5) nebo pouZitim
variant té&chto PB-podjednotek mohou byt pfipraveny'rﬁzné

glykoproteinové hormony s ruznymi aktivitami.

V jiném aspektu je vynadlez zamefen na glykosylované neb

neglykosylované proteiny vzorce:

Bl—(spojovaci skupinal)m—a—(spojovaci skupinaz)n—B2 (1),
Bl—(spojovaci skupinal)m—Bz—(spojovaci skupinaz)n—a (2);
a- (spojovaci skupina”nrﬁl—(spojovaci skupinaz)n-B2 (3):
B% ~ o~ (spojovaci skupina)n—B’ (4);
Bl—(spojovaci skupina)m—a = B° (5);

kde kazdy z B a B® ma aminokyselinovou sekvenci P podjednotky
glykoproteinového hormonu obratlovcil nebo varianty uvedené
sekvence, kde uvedené varianty jsou definovany dale. "a"
oznaduje o podjednotku glykoproteinového hormonu obratlovcl
nebo jeji variantu; "spojovaci skupina" oznacuje kovalentné
navazanou skupinu, kterd oddéluje B! a B? podjednotky ve

Wn

vhodnych vzdélenostech od @ podjednotky a od sebe navzajem. "~
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je nekovalentni vazba. KaZzdé m a n jsou nezavisle 0 nebo 1.

Ve v8ech uvedenych pripadech si prostfedky podle
pfedkladaného vyndlezu zachovavaji konformaci takovou, Ze
pouziti celych podjednotek v prostfedcich neni nutné. Vynalez
tedy zahrnuje prostfedky vzorclh (1)-(5), které obsahuji
fragmenty & a/nebo B podjednotek, ve kterych si tyto formy
zachovavaji biologickou aktivitu vykazovanou p¥isluSnymi

formami, které obsahuji kompletni podjednotky.

Je t¥eba uvést, Ze sloudeniny vzorci (1)-(5) mohou byt dale
modifikovany tak, aby obsahovaly dal3i kovalentné navazané B-
podjednotky. Slouleniny vzorce (2) nebo (3) mohou byt
nekovalentn& asociovany s dal3i P-podjednotkou; prostredky

vzorcl (4) nebo (5) mohou obsahovat dal3i P-podjednotky v
kovalentnim #et&zci. Dale mohou byt také pfipraveny jiné

nekovalentni komplexy, jako jsou P-P dimer s a nebo a-o dimer

s B.

V jiném aspektu je vynadlez zam&fen na zpisoby pro pEipravu
prosttfedkd podle pfedklddaného vynalezu, na farmaceutické
prostfedky obsahujici prost¥edky vzorcli (1)-(5) a na zplsoby
jejich pouziti. Vynalez také zahrnuje protildtky specifické

pro tyto slouceniny.
Zpasoby provedeni vynédlezu

Cty¥i glykoproteinové hormony u &¢lovéka tvofi rodinu, ktera
zahrnuje choriovy gonadotropin (CG), thyreostimulacni hormon
(TSH), luteiniza&ni hormon (LH) a hormon stimulujici folikuly
(FSH) . Termin "glykoproteinové hormony"”, jak je zde pouZit,
oznaduje viechny &leny této rodiny, jak se vyskytuji u &lovéka

a u jinych obratlovcl. V3echny tyto pfirozené hormony Jjsou



heterodimery sloZené z a-podjednotek, které maji - pro dany
druh - identickou sekvenci, a P-podjednotek, které jsou rizné
pro razné &leny rodiny. Obvykle se tyto prirozené
glykoproteinové hormony vyskytuji jako heterodimery sloZené z
o a B-podjednotek, které jsou asociované, ale nesou Vv
kovalentni vazb&. VétSina obratlovcl vytvari FSH, TSH a LH;
choriovy gonadotropin byl zjistén pouze u primatd, véetné

1idi, a u brezich klisen.

U zvirat jsou & a P-podjednotky kaZdého hormonu kédované
raznymi geny a jsou syntetizovany samostatné a potom jsou
sestaveny do nekovalentniho heterodimerického komplexu. Ve
sloudeninach podle pfedkladaného vynadlezu je alespoil jedna B-
podjednotka navdzand pfimo na a-podjednotku v jednoretézcové
primarni struktufe. Trojrozmérnad konformace zpisobena
sekundarni a tercidrni strukturou umoZnuje funkci
glykoproteinového hormonu zplisobenou B-podjednotkou. Dalsi B~
podjednotka je navazana na tento fetézec bud kovalentné

(vzorce (1)-(3)), nebo nekovalentni vazbou uvedené o~

podjednotky na dal3i P-podjednotku.

Pomoci vhodnych zmén struktury B-podjednotek miZe mit
prost¥edek podle pfedkladdaného vyndlezu agonistickou a/nebo
antagonistickou aktivitu "odpovidajici" aktivité prirozeného
hormonu; napfiklad mohou mit sloudeniny antagonistickou
aktivitu vzhledem k receptoru pro jeden z glykoproteinovych
hormon®, ale agonistickou aktivitu na receptoru pro jiny
hormon, nebo midZe mit agonistickou nebo antagonistickou
aktivitu na obou receptorech. Spektrum aktivit vykazovanych
slou&eninami podle predklédaného vynadlezu je zavislé na vybéru
pouzitych jednotlivych a a B-podjednotek a variant, stejné& jako

na charakteru spojovacich skupin a na orientaci a a B-




-

podjednotek.

Ve slouleninéch vzorce (1)-(3) jsou v3echny t¥fi podjednotky
kovalentnd véazané; sloudeniny vzorci (4) a (5) obsahuji
jednoret&zcovy P-a nebo a-f kovalentné navazany dimer.
Kovalentni vazba je v kazZdém pripadé& proximalné k N- nebo C-
konci kazdé podjednotky a miZe byt, v pfipadé jakychkoliv dvou
podjednotek, hlava-hlava (t.j. na N-koncich obou sloZek),
hlava-hlava (t.j. na C-koncich obou sloZek), nebo, nejlépe,
hlava-pata, kdy je N-konec Jjedné podjednotky kovalentne
navazan na C-konec druhé podjednotky. Fuzni proteiny
obsahujici vazbu hlava-pata mohou byt snadno pripraveny za
pouziti standardnich rekombinantnich technik, pfi kterych jsou
viechny aminokyseliny v podjednotkach a jakékoliv spojovaci
skupiny kédované genem. Alternativné mohou byt slouceniny
podle predklédaného vyndlezu piipraveny synteticky, kdy v
tomto pripad& mohou byt kromé usporadani hlava-pata pouZity
pro vazbu podjednotek na p¥islusnych koncich spojovaci
skupiny. Bifunk&ni spojovaci skupiny, vEetné& heterobifunké&nich
a homobifunk&nich skupin, jsou dostupné od Pierce Chemical
Company, Rocford, Illinois. Jsu dostupné spojovaci skupiny
umoZfiujici vazbu dvou amino-skupin, dvou karboxylovych skupin
nebo karboxylové skupiny a amino-skupiny. Pokud neni vazba
pfesn& na N-konci, je nutnd pfitomnost aminokyseliny
dodavajici vedlej3i retézec obsahujici funkéni skupinu v

pozici pobliZ konce, kde m& byti provedena vazba.

Ve vyhodnych provedenich vynalezu jsou sloudeniny vzorcu
(1), (2) a (3) fazni proteiny, ve kterych jsou @ a p-
podjednotky navadzény hlava-pata bud pfimo, nebo
prost¥ednictvim peptidovych spojovacich skupin, kde sekvenci
tvofi pouze aminokyseliny kédované jednim genem. Tyto mohou

byt syntetizovany rekombinantné&. V jiném vyhodném provedeni
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vynadlezu obsahuji prostfedky vzorcl (4) a (5) jednoretézcové
formy, ve kterych jsou @ a B-podjednotky navéazany hlava-pata
bud p¥imo, nebo prostfednictvim peptidovych spojovacich
skupin, a dal3i B-podjednotka je navazana nekovalentné na
uvedenou da-podjednotku, kde tento komplex obsahujici vice
domén je tvoren aminokyselinami kédovanymi pouze jednim genem.
Tento komplex miZe byt také syntetizovan rekombinantné.
Nicméné&, neni nutné omezovat prostfedky podle predkléadaného
vyndlezu timto zplsobem; O a B-podjednotky, stejné& jako
spojovaci skupiny, mohou obsahovat aminokyseliny, které nejsou
kédované genem. Krom& toho, spojovaci skupiny mohou byt
nepeptidové a mohou byt tvoreny napriklad dikarboxylovymi
kyselinami nebo anhydridy, diaminy nebo se mtzZe jednat o
bifunk&ni spojovaci skupiny dodavané Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL, a podobn&. Dale, podjednotky Vv jednofetézcvé
formé mohou byt navazany bud p¥imo nebo prostrednictvim
spojovaci skupiny v konfiguraci hlava-hlava nebo pata-pata,
stejné& jako v konfiguraci hlava-pata, podle potfeb ve fuznim
proteinu. Za téchto okolnosti mohou byt p¥i konfiguraci hlava-
hlava dvé amino skupiny navazany prostfednictvim anhydridu
nebo derivatu dikarboxylové kyseliny; dvé karboxylové skupiny
mohou byt navazany prostfednictvim diaminu nebo diolu za

pouZiti standardnich aktivaénich technik.

Nicméné&, nejvyhodn&j3i formou je konfigurace hlava-pata,
pro kterou jsou dostacujici standardni peptidové vazby a
jednotet&zcova forma miZe byt pfipravena jako fazni protein
rekombinantné nebo pomoci technik peptidové syntézy, bud v
jedné sekvenci reakci nebo - lépe - ligaci jednotlivych &asti

celé sekvence.

Bez ohledu na ur&ité provedeni jsou @ a B-podjednotky

navazany na zbytek molekuly v pozici pobliz jejich N- a C-
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konce. Je vyhodné, aby byly tyto podjednotky navazané primo na
svych koncich; nicméné, vazba miZe byt pouze pobliZ téchto
konct. Termin "pobliZ" oznaluje pozici, ktera je v 10
aminokyselinéach, vyhodné v 5 aminokyselindch, lépe ve 2
aminokyselinach a nejlépe na konci jako takovém. Jak bylo
uvedeno vySe, kdyZ je vazba jinde neZ na N- ¢i C-konci jako
takovém, musi byt v pozici pobliZ konce pritomny vedlejsi

fet&zce obsahujici funkéni skupiny.

Podjednotkové sloZky

Terminy "spoled&nd d-podjednotka" a FSH, TSH, LH a CG B-
podjednotka", jak jsou zde pouZity, maji béziné definice a
ozna&uji proteiny majici aminokyselinové sekvence znamé v
oboru nebo jejich alelické varianty, bez ohledu na charakter
glykosylace nebo jinou derivatizaci vedlej3ich fetézcu

aminokyselin.

"p¥irozené" formy peptidll jsou ty formy, které maji
aminokyselinové sekvence izolované z relevantnich tkéani

obratlovecll nebo sekvence alelickych variant.

"Variantni" formy té&chto proteint a CTP jednotek jsou ty
formy, které odpovidaji prfirozenym podjednotkam, ale které
maji libovolné alterace, v&etnd zkraceni, v aminokyselinové
sekvenci p¥irozeného proteinu, které byly pripraveny,
napfiklad, mistné cilenou mutagenesi nebo jinou rekombinantni

technikou, nebo které byly pfipraveny synteticky.

vzniklé "varianty" se mohou chovat jako agonisté nebo
antagonisté. Agonista miZe mit zesilenou nebo zeslabenou
aktivitu ve srovnani s prirozenou formou. Upravou urovné

aktivity ve dvou PB-podjednotkach pouZitych v prostfedku podle
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pfedkladaného vyndlezu je moZno provést zménu pomé&ru ucinkd
hormont. Napriklad, pouZitim LH sloZky se sniZenou aktivitou a
FSHP podjednotky s normdlni nebo vy$8i aktivitou miZe byt

zvySen pomé&r FSH/LH aktivity.

Alterace vedouci ke vzniku variant se sklédaji z 1-10, lépe
1-8 a nejlépe 1-5 aminokyselinovych zmén, vCetné deleci,
inserci a substituci, nejlépe konzervativnich
aminokyselinovych substituci. Vzniklad varianta si musi
zachovavat aktivitu, kterd ovliviiuje pfisludnou aktivitu
pf¥irozeného hormonu - t.j. musi si zachovavat biologicko
aktivitu p¥islusdného hormonu, takZe se chovd jako agonista,
nebo se musi chovat jako antagonista, kdy v tomto pfipadé je
obvykle schopen vazby na receptory pro pfirozeny hormon, ale

neni schopen vyvolat p¥enos signalu.

Termin "konzervativni substituce"™ oznacuje, v béZném
vyznamu, substituci, pfi které je zbytek substituovan
aminokyselinou stejné kategorie. Aminokyseliny byly rozdéleny
do takovych skupin, jak je v oboru znadmo, viz napfiklad
Dayhoff, M. et al., Atlas of Protein Sequences and Structure
(1972), 5: 89-99. Obecné& jsou aminokyseliny déleny acidické,
basické, neutralni atd. pfesnéj3i klasifikace je uvedena ve WO

96/05224, kteréd je zde uvedena jako odkaz.

Jednou sadou vyhodny variant je ta, kde jsou zménéna
glykosylaéni mista jedné nebo obou & a P-podjednotek. N&které
- uZitedné varianty té&chto &tyt¥ hormonl jsou popsény v U.S.
patentu 5177193, ud&leném 5.1.1993, ktery je zde uveden jako
odkaz. Jak je uvedeno v tomto patentu, charakter glykosylace
miZe byt pozmé&nén zruSenim pF¥islusnych mist, nebo
alternativné, volbou hostitelské buiiky, ve které je protein

produkovan.
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Alterace aminokyselinové sekvence také zahrnuji inserce a
delece. mezi varianty hormont také patfi jejich zkracené
formy, napt¥iklad mutanty a-podjednotky, které neobsahuji
nékteré nebo viechny aminokyseliny v pozicich 88-92 na C-
konci. Dale sem patfi a-podjednotky s deleci 1-10 aminokyselin

z N-konce.

Mezi varianty také patfi ty slouceniny, ve kterych byly
pozm&nény nebo odstranény nezdsadni regiony. Takové delece a
alterace mohou postihovat celé smylky, takZe mohou byt
deletovany sekvence vyrazn& v&t3i neZ 10 aminokyselin. Vznikla
varianta si v3ak musi zachovavat alespon domény pro vazbu na

receptor s nebo bez domén nutnych pro prenos signédlu.

Existuje rozsidhlad literatura tykajici se variant
glykoproteinovych hormond a je jasné, Ze muZe byt p¥ipraveno
velké mnoZ?stvi variant majicich agonistickou nebo
antagonistickou aktivitu. Takové varianty jsou popsany,
naptiklad, v Chen, F. et al., Molec. Endocrinol. (1992) 6 914-
919; Yoo, J. et al., J. Bil. Chem. (1993) 268: 13034-13042;
Yoo, J. et al., J. Biol. chem. (1991), 17741-17743; Puett, D.
et al., Glycoprotein Hormones, Lusbader, J.W. et al., ed.,
Springer Verlag New York (1994) 122-134; Kuetmann, H.T. et al.
(ibid.) strany 103-117; Erickson, L.D. et al., Endocrinology
(1990), 126: 2555-2560; a Bielinska, M. et al.,m (1990) 111:
330a )abstrakt 1844).

Dalgi varianty zahrnuji ty, ve kterych je deletovana jedna
nebo vice cysteinovych vazeb, obvykle pomoci substituce
neutrdlni aminokyseliny za jeden nebo vice cysteint, které se
G&astni na vazb&. Zejména vhodné cysteinové vazby pro deleci

jsou ty, které jsou mezi pozicemi 26 a 110 a mezi pozicemi 23
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Dadle bylo zjisténo, Ze PB-podjednotky té&chto EtyF¥ hormond
mohou byt konstruovany v chimerické formé tak, aby mély
biologické funkce obou sloZek chimerické formy, nebo obecné,
hormontl s pozméné&nou biologickou funkci. Chimerické molekuly
vykazujici aktivity FSH i LH/CG mohou byt pfipraveny zpisobem
popsanym v Moyle, Proc. Natl. Acad. Sci. (1991) 88: 760-764;
Moyle, Nature (1994) 368: 251-255. Jak je popséno v uvedenych
&lancich, substituce aminokyselin 101-109 FSH-P pfisludnymi
zbytky CG-P-podjednotky vede k zisku analogu s aktivitou hCG a

FSH.

Terminy "peptid" a "protein" jsou zam&nitelné, protoze

jejich odliSeni podle délky je arbitrazni.

Jak bylo uvedeno vySe, "varianty" poufité jako @ a P-
podjednotky pfi pfipravé sloucCenin podle pfedkladaného
vynédlezu s nebo bez spojovacich skupin mohou pfedstavovat
kompletni aminokyselinové sekvence podjednotek nebo pouze

jejich &asti.

"Varianty" také zahrnuji a a/nebo B Fetézce obsahujici CTP

(nebo variantu CTP) insertovanou do nekritického regionu.

"varianty" mohou byt agonisté nebo antagonisté hormonu
obsahujici ptrislusné pfirozené P-podjednotky - t.j. "varianta"
B-podjednotky LH bude mit agonistickou nebo antagonistickou
aktivitu vzhledem k LH. Agonisticka aktivita mGZe byt stejna,

vy83i nebo niZ3i nez aktivita prirozené B-podjednotky.

"Nekritické" regiony @ a P-podjednotky jsou ty regiony

(X ]

A XX TR Y]
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molekuly, které nejsou nutné pro biologickou aktivitu (vietné
agonistické a antagonistické aktivity). Obecné, tyto regiony
jsou odstrané&ny z vazebnych mist, prekursorovych 3tépicich
mist a katalytickych regionG. Musi byt vyhodnoceny regiony
zadsadni pro spravné skladani, vazbu na receptory, katalytickou
aktivitu a podobné&. Je tfeba uvést, Ze nékteré regiony, které
jsou kritické v pripadé o a B interakci v dimeru, jsou
nekritické v jednofetézcové sloudeniné, protoZe konformace
molekuly miZe v tomto pripadé vyloucit nezbytnost téchto
regionfi. Urd&eni nekritickych regiont se snadno provede deleci
nebo modifikaci vybranych regioni a provedenim vhodného testu
na poZadovanou aktivitu. Regiony, ve kterych vede modifikace
ke ztrat& aktivity, jsou kritické; regiony, ve kterych
modifikace vede ke stejné nebo podobné aktivité (vCetné

antagonistické aktivity), jsou povaZovany za nekritickeé.

Je tteba znovu zddraznit, Ze "aktivitou"” je minéna
aktivita, kterd je bud agonistickd, nebo antagonisticka
vzhledem k p¥isludnému pf¥irozenému hormonu. Nékteré regiony
jsou tedy kritické pro antagonistické chovani varianty, 1 kdyz

antagonista nema pfimé fyziologické ucinky hormonu.

Napfiklad, pro a-podjednotku se povazujil pozice 33-59 za
pozice nutné pro prenos signalu a 20 aminokyselinovy fetézec
na karboxylovém konci je nutny pro pfenos signadlu/vazbu na
receptor. Zbytky kritické pro sestaveni s B-podjednotkou jsou
nejméné zbytky 33-58, zejména 37-40. KdyZ je nekriticky region
"pobliZ" N- nebo C-konce, tak je inserce provedena v
jakychkoliv 10 aminokyselinéch konce, lépe Vv 5 aminokyselindch

a nejlépe na konci samotném.

Termin "CTP jednotka", jak je zde pouZit, oznacuje

aminokyselinovou sekvenci z karboxyloveého konce B-podjednotky
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lidského choriového gonadotropinu v rozsahu od aminokyselin
112-118 do zbytku 145 na C-konci nebo na jeho cCasti. KaZda
"kompletni" CTP jednotka obsahuje 28-34 aminokyselin, podle N-

konce CTP.

"S4stedna" CTP jednotka je tvofena aminokyselinovou
sekvenci mezi zbytky 112-118 a 145 ZCetné, ve které byla
alesponl jedna aminokyselina deletovana z nejkrat3i mozné
"kompletni® CTP jednotky (t.j. od pozic 118-145). Tyto
"Z4ste&né" sekvence jsou zahrnuty v terminu "varianta”.
"S4stedna" CTP jednotka vyhodné& obsahuje alespofi jedno O-
glykosylaéni misto. CTP jednotka obsahuje ¢tyri glykosylacni
mista na serinovych zbytcich v pozicich 121 (misto 1); 127
(misto 2); 132 (misto 3); a 138 (misto 4). Casteéné formy CTP
pouZitelné jako agonisté budou obsahovat jedno nebo vice z
téchto mist uspotadanych jako v pfirozené CTP sekvenci,
adkoliv mista mezi nimi mohou byt vynechéna. Nékteré
neglykosylované formy hormonl jsou antagonisté a mohou byt

pouZity jako antagonisté.

V nékterych pfipadech mohou byt CTP jednotky insertovany
nebo pouZity jako spojovaci skupiny v tandemu. "Tandemové”
inserce nebo prodlouZeni oznacCuje to, Ze insert nebo
prodlouZeni obsahuje alespofi dvé "CTP jednotky”. KaZda CTP
jednotka miZe byt kompletni nebo se miZe jednat o fragment, a
miZe byt pfirozend nebo variantni. VSechny CTP Jjednotky
v tandemovém prodlouZeni nebo insertu mohou byt identické nebo

mohou byt ruzné.

“Spojovaci skupina” je skupina, ktera spojuje @ a B sekvence
bez interference s aktivitou vykazovanou stejnymi o a B Fetézci

jako soudastmi hormonu, nebo ktera mé&ni jejich aktivitu

z agonistické na antagonistickou. Uroven aktivity se miZe
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ménit v rozumném rozsahu, ale pritomnost spojovaci skupiny
nemiZe zbavit jednoretézcovy hormon vyznamné Casti agonistické
nebo antagonistické aktivity. Jednofetézcova formy musi
vykazovat aktivitu podobnou hormonalni aktivité pZirozenych

hormonti, jejichZ prvky tvofi jejich sloZky.

Termin "&" nebo "nekovalentni vazba” oznaCuje nekovalentni
. . % P 1
vazbu mezi o-podjednotkou kovalentné navazanou na B~

podjednotku a dalsi B%-podjednotkou.
Vyhodna provedeni ruzné& uinkujicich glykoproteinovych hormont

Sloudeniny podle pfedkléddaného vynélezu jsou nejucinneéji a
nejekonomidt&ji produkovany rekombinantnimi technikami. Proto
jsou vyhodné jednofeté&zcové proteiny obsahujici ty formy a a B
¥et&zchi, CTP jednotek a jinych spojovacich skupin, které
obsahuji pouze aminokyseliny kédované genem. Je mozné,
nicméné, jak bylo uvedeno vySe, pripravit alespon cCasti
jednoretézcovych hormont za pouZiti technik peptidové syntézy
a tak pfipravit varianty, které obsahuji aminokyseliny
nekédované genem a nepeptidové spojovaci skupiny, které také

spadaji do rozsahu pfedkladaného vynalezu.

V jednom vyhodném provedeni je C-konec Bl—podjednotky
kovalentné navazan, volitelné prost¥ednictvim spojovaci
skupiny, na N-konec zralé d-podjednotky, ktera je potom
navazana - voliteln& prostfednictvim spojovaci skupiny - na ﬁz—
podjednotku. Vazbou miZe byt pfimad peptidovad vazba, pfi ktereé
je C-koncova aminokyselina jedné podjednotky navéazana pfimo
peptidovou vazbou na N-konec jiné; nicméné&, v mnoha pfipadech
je vhodné pouzZiti spojovaci skupiny mezi dvéma konci. V mnoha

pripadech zpusobi spojovaci skupina alespofl jednu B otolku mezi




L]
18 sses oo ee oces .o .

dvéma tetdzci. Pritomnost prolinovych zbytkl ve spojovaci

skupiné miZe byt proto thodhé.

(Je ttreba s: uvédomit, Ze pfi diskusi o vazbach mezi konci
podjednotek v iednofet&zcové formé muZe byt jeden nebo vice

konc pozméné&n substituci a/nebo deleci, jak je popséno vyse).

V jedné zejnména vyhodné sadé provedeni je vazbou vazba
hlava-pata a spojovaci skupina obsahuje jednu nebo vice CTP
jednotek a/nebo jejich variant nebo zkradcenych forem. Vyhodné
formy CTP jednotek pouzité v takovych spojovacich skupinach

jsou popsany dale.

Krom& pouziti jako spojovaci skupiny mohou byt CTP a
varianty CTP pouZity v jakémkoli nekritickém regionu
podjednotek pro vytvofeni jednofetézcového hormonu, jak je

popsano vyse.

A&koliv jsou vhodnymi spojovacimi skupinami CTP jednotky,
miZe byt spojovaci skupinou jakykoliv vhodny kovalentné
navazany material, ktery umoZiiuje dosaZeni vhodnych
prostorovych vztahl mezi @ a Bf-podjednotkami. Pro konfiguraci
hlava-pata miZe byt spojovaci skupinou bivalentni skupina,
jako je peptid obsahujici arbitrdzni pocCet, ale obvykle méné
ne¥ 100, lépe méné& neZ 50 aminokyselin, které maji spravny
pomér hydrofilnosti/hydrofobnosti pro dosaZeni vhodné
rozlo¥eni a konformace v roztoku, nebo se jednd o nepeptidovou
spojovaci skupinu, kterd zpisobuje tyto charakteristiky.
Obecné by m&la byt spojovaci skupina vyvéaZené& hydrofilni, aby
zAstavala v okolnim roztoku a neinterferovala s interakci mezi
o a P-podjednotkami nebo dvéma PB-podjednotkami. Je vyhodné, aby
spojovaci skupina obsahovala f-zavity, obvykle dodané

prolinovymi zbytky v peptidové spojovaci skupiné, nebo aby
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obsahovala serinové a/nebo glycinové zbytky. MiZe byt pouZit
jakykoliv vhodny polymer, vletné peptidovych spojovacich

skupin, s vy3e uvedenymi charakteristikami.

Zejména vyhodnymi provedenimi jednoret&zcovych forem podle
predkladdaného vyndlezu jsou nasledujici konfigurace hlava-
pata:
prsH-oa-BFSH; o.BFSH-BLH; PFSH-a-PLH;

BLH-a-BLH; o~BLH-PFSH; BLH-a-PFSH;
BTSH-a-PTSH; PBTSH-PFSH-a; PTSH-a-BFSH;
BcG-a-BCcG; a-PcG-PFSH; oa-PCG-PTSH; PCG-PFSH-w; BcG-a-PTSH;

BFSH-CTP-0. PFSH; a-PFSH-CTP-PLH; PFSH-CTP-o-PLH;

BLH-CTP-o. BLH; a-BLH-CTP-PFSH; PBLH-a-CTP-BFSH;

BLH (8115-123) -a~PFSH; PLH(8115-123)-CTP-a-PFSH;
BCG-CTP-a~CTP-PFSH-CTP-CTP;

BTSH-CTP-CTP-a BFSH-CTP-CTP;

BFSH—CTP—CTP—a BLH; BLH-CTP-CTP-BLH-;

BCG-CTP-CTP-0~PTSH; BCG-CTP-CTP-BLH-Q;

BFSH-CTP-PLH (8115-123) ~CTP-0;

a podobné&. Také vyhodné jsou lidské formy podjednotek. Ve vySe
uvedenych konstruktech ozna&uje "CTP" CTP nebo jeho varianty
v&etn& zkracenych forem, jak je popséno v PCT pfihlasce WO

96/05224.

V jednom provedeni je C konec ﬁl—podjednotky kovalentné
navazan, volitelné& prostfednictvim spojovaci skupiny, na N-
konec zralé a-podjednotky, kterd je potom nekovalentné
navazana na dal3i P*-podjednotku. @ a P-podjednotky
v jednotet&zcové formé podle predkladaného vynalezu umozZiuji
nekovalentni navazani dal3i P-podjednotky na uvedenou O-
podjednotku. Zejména vyhodna provedeni prostfedkl vzorce (4) a

(5) pro pouZiti v pfedkladaném vynalezu jsou nasledujici
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konfigurace hlava-pata (pro jednoretézcovou sloZku):
BFSH-o ~ PFSH; PFSH-o ~ PBCG; BFSH-o ~ BLH; PFSH-o ~ PTSH;
BcG-a ~ PcG; PBcG-a ~ PFSH; PcG-a ~ PLH; PCG-a ~ BTSH;
BLH-a ~ PLH; PLH-a =~ PFSH; PLH-a = PCG; BLH~o ~ BTSH;
BTSH-a ~ PTSH; PTSH-a ~ BCG; PTSH-a » BrLH; PTSH-a PBFSH;
BFSH ~ a-BFSH; PCG =~ a-PBcG; PLH ~ o-PFSH; BTSH ~ a-PFSH;

BCG ~ a-PCcG; PFSH ~ a-PCG; PLH =~ a-PBCG; BTSH ~ a-PCG;
BLH ~ o-PLH; PFSH ~ a-BLH; BCG ~ a-PLH; PTSH ~ o-PLH;

BTSH ~ o-BTSH; BCG ~ a-PTSH; BLH ~ a-PTSH; PFSH =~ o-PTSH; a
podobné. Tak se v jednom provedeni navazanéd P-podjednotka a
dalsi P-podjednotka od sebe 1i3i. Napfiklad, pokud je navéazanou
B-podjednotkou B-podjednotka FSH nebo varianta a nekovalentné
navadzanou P-podjednotkou je B-podjednotka CG nebo varianta, tak
mé& vznikla sloudenin schopnost plsobit na FSH a CG receptory
soufasné. Nekovalentné& vazana P-podjednotka miZe mit
agonistickou nebo antagonistickou aktivitu, nezadvisle na
aktivit® prvni P-podjednotky. Dale, daldi P-podjednotka miZze
mit jiny cirkuladéni polocas neZ prvni B-podjednotka. Tento
rozdil v cirkulad&ni aktivitd P-podjednotek umoZiiuje pfipraveni

r@znych urovni aktivity v Case.

V jiném vyhodném provedeni pfedkladaného vynadlezu jsou
prvni B-podjednotka a druh& B-podjednotka stejné nebo navzajem
variantni. Napf¥iklad, kovalentné je navéazana FSHP-podjednotka a
nekovalentnd je navazand FSHP-podjednotka. Provedeni tohoto

typu miZe zvy3ovat agonistickou nebo antagonistickou aktivitu.

Aktivita bude nejvy55i b&hem trvéani kratSiho polocasu.

7 davodu deldiho cirkuladniho polo&asu prvni P-podjednotky (kde
dvé B-podjednotky jsou jinak identické) ma po ukonceni
G&innosti nekovalentnd navazané P-podjednotky jednofeté&zcova

forma stéle je3té& aktivitu, kterd je v3ak slab3si.
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Jiné provedeni pfedkladaného vynalezu je provedeni, ve
kterém je P-podjednotka mutovéna tak, Ze m& niZsi nebo vy3si
aktivitu ve srovnani s jinymi P-podjednotkami. Napfiklad, prvni

a-podjednotka majici LH antagonistickou aktivitu v kombinaci s

vz

B-podjednotkou majici FSH agonistickou aktivitu budou mit vyssi
pom&r FSH/LH, ktery je vhodny pro vyvoj folikulu a oplodnéni.
Pokud je Zadouci kratsi cirkulaéni poloCas LH aktivity, tak
mi%e mit prvni B-podjednotka FSH aktivitu a druha B-podjednotka

miZe mit LH aktivitu.

Pro pouZiti u &lové&ka jsou vhodné lidské o a P-podjednotky,
zatimco odpovidajici formy od jinych obratlovcl jsou vhodné
pro veterindrni pouZiti. FSH, TSH a LH podjednotky od skotu,
ovei, koni, prasat, kocek, pst a jinych druh jsou vhodné pro

pouziti u téchto druha.

V nékterych provedenich miZe spojovaci skupina obsahovat
dalsi lé&ivo. Takovymi 1é&ivy mohou byt peptidy nebo proteiny,
jako jsou insulinu podobné riustové faktory, epidermalni
ristové faktory, kyselé nebo bazické fibroblastoveé rastové
faktory, trombocytdrni rdstové faktory, rtzné faktory
stimulujici kolonie, jako je granulocytarni CSF, makrofagovy
CSF a podobné&, stejn& jako riizné cytokiny, jako je IL-2, IL-3
a mnoho daldich interleukin®i, rtzné interferony, faktor
nekrosy nadort a podobn&. Mohou byt obsaZena vhodné cilovéa
mista pro uvolné&ni téchto 1léc¢iv, jako Jsou cilové sekvence pro
proteasy, jejichZ cilovad mista nejsou pfitomna v o a B-
podjednotkdch. Peptidova nebo proteinova léc¢iva maji vyhodu
v tom, ¥e cely konstrukt miZe byt rychle produkovan
rekombinantni expresi jediného genu. Také mohou byt pouZita

lé&iva s malou molekulou, jako jsou antibiotika,
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protizand&tliva léciva, toxiny a podobné.

Obecné&, lé&iva obsaZend ve spojovaci skupiné jsou ta
1é&iva, ktera maji ptsobit pobliZ receptorl, na které se
hormony obvykle vaZi. Spojovaci skupina by méla obsahovat
nédstroj pro uvolné&ni 1lé&iva z vazby, jako jsou napriklad mista
pro 3tépeni katalyzované enzymem, jak je dale popséno v &asti

sZpusoby pFripravy™.

Dale, pokud je to Zadouci, miZe byt doba, po kterou je
1é&ivo aktivni a pfitomné v cirkulaci, omezena Kkrat$im
cirkula&nim polodasem nekovalentn& navéazané P-podjednotky. Toto

miZe byt provedeno tak, Ze lé¢ivo je obsaZeno v nekovalentné

navédzané P-podjednotce misto v jednoretézcové forme.

Dal3i modifikace

Sloudeniny podle predklédaného vynédlezu mohou byt dale
konjugovany nebo derivatizovény zplsoby zndmymi pro
derivatizaci aminokyselinovych sekvenci, jako je fosforylace,
glykosylace, deglykosylace fadné glykosylovanych forem,
acylace, modifikace vedlej3ich fetézch aminokyselin (napriklad
konverze prolinu na hydroxyprolin) a podobné modifikace

analogické k postranslaénim déjim, které se mohou vyskytovat.

Stav glykosylace hormond podle pfedkladaného vynalezu je
zejména vyznamny. Hormony mohou byt p¥ipraveny
v neglykosylované formé& bud produkci v prokaryotickych
hostitelich, nebo mutaci glykosylaénich mist norméalné
pfitomnych v podjednotkach a/nebo jakychkoliv CTP jednotkach,
které mohou byt pritomny. Glykosylované verze a Castecné
glykosylované verze hormond mohou byt pfipraveny upravou

glykosylacnich mist. Glykosylované verze jsou , samozrejmé,
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soudasti predkiadaného vynalezu.

Jak je v obcru v3eobecné znémd, mohou byt slouceniny podle
predkladaného vyndlezu také navazany na znacky, nosice, pevné
nosi&e a podobné&, podle poZadované aplikace. Znacené formy
mohou byt pouZity pro sledovéani jejich metabolického
zpracovani; vhodnymi snadkovacimi &inidly pro tento G&el Jjsou
zejména radioizotopova znadkovaci &inidla, jako je jod 131,
technecium 99, indium 111 a podobné. Zna&kovaci ¢inidla mohou
byt také pouZita pro detekci jednotet&zcovych proteind
v testovacich systémech; v tomto pfipadé mohou byt pouZity
radioizotopy, stejné jako enzymy, fluorescencéni c¢inidla,
chromogenni &inidla a podobné. Pouziti takovych znackovacich
¢inidel umoZiuje lokalizovani relevantnich receptord, protoie
mohou byt pouzita jako &inidla cilené se vaZici na takové

receptory.

Slou&eniny podle p¥edkléddaného vynalezu mohou byt navazény
na nosi&e pro zvySeni jejich imunogenicity pfi pripravé
protilatek specificky imunoreaktivnich s témito novymi
modifikovanymi formami. Vhodnymi nosi¢i pro tento G¢el jsou
pfilipkovy hemokyanin (KLH), hovézi sérovy albumin (BSA) a
diftericky toxoid a podobné&. Pro navazani modifikovanych
peptid@ podle pfedkladaného vynalezu na nosice, vcCetné
bifunk&nich spojovacich skupin, mohou byt pouZity standardni

techniky.

Podobné techniky navazovani, kromé jinych technik, mohou
byt pouZity pro navazani proteinti podle pfedkléddaného vynalezu
na pevné nosiée. Po navazani mohou byt tyto proteiny pouZity
jako afinitni Cinidla pro separaci pozZadovanych slozek, se
kterymi probé&hne specificka reakce. Proto jsou pouZitelné pfi

predisténi a izolovani receptord, se kterymi interaguje
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vybrana P-podjednotka.

Zpusoby pripravy

Zpiisoby pro pfipravu sloucenin podle pfedkladaného vynadlezu
jsou dobte znadmé v oboru. Jak bylo uvedeno vyse, pokud Jjsou
pouZity aminokyseliny kédované jednim genem a jednofetézcova
forma ma konfiguraci hlava-pata, tak je v soucCasnosti
nejvyhodnéjsim zpusobem rekombinantni syntéza téchto materidld
pomoci exprese DNA kédujici pozadovany proteiny nebo proteiny.
DNA obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici jednoretézcovou
formu obsaZenou v prostfedku podle predkladaného vynélezu,
v&etnd variant, miZe byt p¥ipravena z nativnich sekvenci nebo
miZe byt syntetizovana de novo nebo miZe byt pXipravena
kombinovanim téchto technik. Techniky pro mistné cilenou
mutagenesi, ligaci dalsich sekvenci, amplifikacni techniky
jako je PCR, a konstrukce vhodnych expresnich systéml, jsou
dob%e znamé v oboru. Casti nebo celd DNA kédujici poZadovany
protein miZe byt syntetizovana za pouziti standardnich technik
syntézy na pevné fazi, vyhodné tak, aby obsahovaly restrikéni
mista pro usnadnéni ligace. Vhodné kontrolni elementy pro
transkripci a translaci obsaZené kédujici sekvence mohou byt
dodana k DNA kédujici sekvenci. Jak je dobfe znémo, expresni
systémy jsou v souCasnosti kompatibilni s mnoha hostiteli,
v&etné prokaryotickych hostiteld, jako je E. coli nebo B.
subtilis, a eukaryotickych hostitell, jako jsou kvasinky, jiné
houby jako je Aspergillus a Neurospora, rostlinné buiky, hmyzi

buiiky, sav&i buiky jako jsou CHO, ptadi buifiky, a podobné.

Volba hostitele je zejména vyznamna pro postranslacni
zpracovani, zejména pro glykosylaci. Lokalizace glykosylace je
nejvice kontrolovéna charakterem glykosylac¢nich mist

v molekule; nicméné, charakter sacharidl obsazujicich tato
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mista je urdovan typem hostitele. V souladu s tim miZe byt
jemné doladéni vlastnosti hormonu podle predkladaného vynalezu

provedeno spravnou volbou hostitele.

Zejména vyhodnou formou genu pro a-podijednotku, at
modifikovanou, nebo nemodifikovanou, je "minigenova”
konstrukce. Termin ™minigen pro a-podjednotku”, jak je zde
pouZit, oznaluje genovy konstrukt popsany v Matzuk, M.M. et
al., Mol. Endocrinol. (1988) 2: 95-100, v popisu p¥ipravy

pMz(CGa nebo pMz/a.

Pro rekombinantni produkci jsou pouZity modifikované
hostitelské buiiky vyuZivajici expresni systémy a tyto bunky
jsou kultivovény za produkce poZadovaného proteinu. Terminy

pouZité v popisu maji nidsledujici vyznamy:

"Modifikovana” rekombinantni hostitelska buiika, tj. "buiika
modifikovana tak, aby obsahovala” rekombinantni expresni systém
podle predkladaného vynalezu, Jje hostitelskd buiika, kteréd byla
pozménéna tak, aby obsahovala tento expresni systém,
jakymkoliv vhodnym zplsobem jeho vloZeni, jako je transfekce,
virova infekce atd. Termin "modifikované buiiky” oznaluje bufiky
obsahujici tento expresni systém, at integrovany do chromosomu
nebo extrachromosomalni. "Modifikované buiiky” mohou byt
stabilni s ohledem na expresni systém nebo miZe byt kdédujici
sekvence exprimovana docCasné. Strucéné, rekombinantni
hostitelska buifika "modifikovanad” expresnim systémem podle
predkladaného vynadlezu oznaCuje bunku, kterd obsahuje tento
expresni systém v disledku upravy, nikoliv za prirozenych
okolnosti, bez ohledu na zpusob provedeni vloZeni tohoto

systému.
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Termin "expresni systém” oznacuje DNA molekulu, ktera
obsahuje kédujici nukleotidovou sekvenci, kterd ma byt
exprimovana, a doprovodné kontrolni sekvence nutné pro
dosazeni exprese kédujici sekvence. Obvykle patfi mezi tyto
kontrolni sekvence promotor, terminac¢ni sekvence a -

v né&kterych pripadech - operdtor nebo jiny prvek reguluijici
expresi. Kontrolni sekvence jsou ty sekvence, které jsou
funk&ni v ur&itych cilovych rekombinantnich hostitelskych
bufikéch a proto musi byt hostitelské burliky vybrany tak, aby
byly kompatibilni s kontrolnimi sekvencemi v konstruovaném

expresnim systému.

Sekrece produkovaného proteinu je obvykle Z&douci. Proto
jysou nukleotidové sekvence kdédujici signdlni peptid také
obsaZeny, takZ?e je produkovén signalni peptid operativné
navazany na poZadovany jednofeté&zcovy hormon za vzniku

preproteinu, ktery je - po sekreci - 3tépen za uvolnéni

jednofet&zcového hormonu nebo pozZadované f-podjednotky.
Glykoproteinové hormony jsou za normdlnich okolnosti
secernovanymi proteiny a pouZité signdlni sekvence mohou byt
signalni sekvence hormonl samotnych, nebo mohou byt tyto
sekvence heterologni k hormontim. A¢koliv to neni vyhodné, mazZe
byt intraceluldrni produkce hormonl provedena vhodnou Upravou

kédujicich gena.

Terminy "bufiky”, "buné&&né kultury” a "bun&éné linie” jsou
pouzity zaménitelné bez né&jakych odlisnosti vyznamd. Pokud je
odlideni mezi tdmito terminy daleZité, vyplyne z kontextu. Pri

uvedeni jednoho z té&chto termind jsou minény i ostatni.

Produkovany protein miZe byt ziskdn z lyzatu bunék, pokud
je produkovan intracelularné, nebo z media, pokud je

secernovan. Techniky pro ziskani rekombinantnich proteinu
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z bun&&nych kultur jsou dobfe znamé v oboru a tyto proteiny
mohou byt predisdtény za pouZiti znamych technik, jako je
chromatografie, gelova elektroforesa, selektivni sréazZeni a
podobneé.

P#i rekombinantni produkci sloucenin vzorcu (1) aZz (3) se
pouZije jeden expresni systém obsahujici nukleotidovou
sekvenci kédujici sloudeniny té&chto vzorcd. Pro sloueniny
vzorct (4) a (5) se vyhodn& pouZiji dva expresni systémy, oba
obsa?ené v rekombinantnim hostiteli. Tak bude burika obsahovat
jeden expresni systém pro konstrukci o~ (spojovaci skupina)m Bl
nebo Pl-(spojovaci skupina)n~0 E&st slouceniny, ktery obsahuje
nukleotidovou sekvenci kédujici tento jednofetézcovy peptid, a
dale bude obsahovat expresni systém kédujici BZ. Dva expresni
systémy mohou byt obsaZeny v jediném vektoru, v chromosomu
hostitele, na samostatnych vektorech, nebo miZe byt jeden
expresni systém na chromosomu a druhy miZe byt na
extrachromosomalné se replikujicim vektoru. Alternativné miZe
byt pouZit dicistronicky expresni systém obsahujici obé& nutné
kédujici nukleotidové sekvence, bud na extrachromosomalné se
replikujicim vektoru nebo v chromosomu hostitelské bunky.

V jedté jiném zplsobu mohou byt dveé nekovalentné navazané
slozky pr¥ipraveny samostatné a mohou byt asociovany za
vhodnych podminek in vitro. Podminky usnadiiujici sestaveni
sloudenin vzorcd (4) nebo (5) budou jasné odbornikim v oboru a

budou napodobovat intracelularni podminky.

Dale, celé nebo ¢asti sloucenin podle predkléadaného
vynalezu mohou byt syntetizovany pf¥imo za pouZiti technik
peptidové syntézy znamych v oboru. Syntetizované Casti mohou
byt ligovany a mista pro uvolilovdni jakychkoliv 1éciv
obsaZenych ve spojovaci skupiné mohou byt vloZena standardnimi

technikami. Pro ta provedeni, kterd obsahuji aminokyseliny,
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které nejsou kéddované genem a pro ta provedeni, kde je pouZita
konfigurace hlava-pata nebo pata-pata, musi byt syntéza
alespofi ¢aste&n& na proteinové Grovni. Vazby hlava-hlava na
prirozenych N-koncich nebo v pozicich pobliZ N-koncl mohou byt
pfipraveny pomoci spojovacich skupin[ které obsahuji funké&ni
skupiny reaktivni s amino skupinami, jako jsou derivaty
dikarboxylovych kyselin. Konfigurace pata-pata na C-koncich
nebo v pozicich pobliZ C-koncl miZe byt pfipravena za pouziti
spojovacich skupin, kterymi jsou diaminy, dioly nebo jejich

kombinace.
Protilatky

Proteiny podle pfedkléddaného vynalezu mohou byt pouZity pro
pripravu protildtek specificky imunoreaktivnich
s glykoproteinovymi hormony obsahujicimi vice domén podle
predkladaného vynalezu. Tyto protilatky jsou pouZitelné

v mnoha diagnostickych a terapeutickych aplikacich.

Protildtky jsou obvykle pfipraveny za pouZiti standardnich
imuniza&nich protokold u savclh jako jsou krédlici, mySi,ovce
nebo krysy a tyto protilatky jsou titrovany jako polyklonalni
antiséra pro zajisdténi adekvatni imunizace. Polyklonéalni
antiséra mohou byt ziskédna a jako takova mohou byt pouZita v,
napriklad, imunotestech. Buiiky secernujici protilatky, jako
jsou napfiklad builky sleziny nebo leukocyty periferni krve,
mohou byt imortalizovany znamymi technikami a mohou byt
testovany na produkci monoklonadlnich protilatek

imunospecifickych pro proteiny podle pfedkladaného vynédlezu.

Termin "protiléatka”, od jakéhokoliv druhu, vCetné Clovéka,
zahrnuje jakykoliv fragment, ktery si zachovava poZadovanou

imunospecificitu, jako napfiklad Fab, Fab' nebo F(ab‘)2: Fv atd.
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Tak mohou byt protildtky pripraveny také za pouziti
rekombinantnich technik, obvykle izolaci nukleotidové sekvence
kédujici alespon variabilni regiony monoklonalnich protilatek
s pozadovanou specificitou a konstrukci vhodnych expresnich
systémi. Tento p¥istup umoZiuje jakékoliv poZadované
modifikace, jako je produkce Fv forem, chimerickych forem,

"humanizovanych” forem a podobné.

Vyraz "imunospecifické pro proteiny podle predkladaného
vynalezu” oznacuje protiléatky, které se specificky vazi na dané
sloudeniny podle predkléddaného vynalezu, ale ne na prirozené
glykoproteinové hormony nebo na jednotlivé podjednotky nebo
jiné samostatné jednofeté&zcové jednotky, které obsahuji pouze
jednu P-podjednotku, v souladu s obecnymi parametry afinity a
neafinity. Je treba si uvé&domit, Ze specificita je relativni
pojem a *e musi byt urden arbitrdZni limit, jako je rozdil
specifické vazby 100-nasobny nebo vy38i. Tak je
imunospecifickd protilatka podle pfedkléddaného vynéalezu
alespoil 100-nasobné reaktivnéj$i s komplexem obsahujicim vice
domén neZ s prisludnym pfirozenym hormonem, predchozimi
znadmymi jednotfet&zcovymi formami nebo samostatnymi
podjednotkami. Takové protilatky mohou byt ziské&ny, naptriklad,
vyhledavanim t&ch protilétek, které se vazii na sloueniny
podle pfedkladaného vynalezu a odstraniovanim téch, které se
také vazi na pfirozené hormony, podjednotky nebo dfive znamé

jednoret&zcové formy uvedené ve WO 95/22340 a WO 96/05224.

Prosttedky a zpusoby pouZiti

Proteiny podle predkléadaného vyndlezu jsou pripraveny a
podany za pouziti zpusobll podobnych znamym zplsobum pro
heterodimery s celkovou podobnosti. PouZité prostredky a

zpusoby podani se budou 1isit podle konkrétniho pouZitého
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hormonu a kombinace. Nicméné, davka a frekvence podani mohou
byt odlidné ve srovnani s prirozenymi heterodimery, zejména
pokud jsou pritomné CTP jednotky, protoZe je jejich

pfitomnosti prodlouZen biologicky polocas.

Prost¥edky pro proteiny podle predkladaného vynalezu jsou
typicka proteinovéd nebo peptidové 1é&iva, jak jsou popsana v
Remington’'s Pharmaceutical Sciences, posledni vydani, Mack
Publishing Company, Easton, PA. Obecné&, proteiny jsou podé&vany
injeké&né&, obvykle intravenosng, intramuskuldrné, podkoZné nebo
intraperitonedlné&, nebo v prostfedcich pro transsliznic¢ni nebo
transdermialni podani. Mohou byt pouZity i jiné zpusoby podani,
jako je podani ve formé& &ipku. Tyto prostfedky obvykle
obsahuji detergentni &inidlo nebo &inidlo zesilujici
penetraci, jako jsou zZlucové sole, fusidické kyseliny a
podobn&. Tyto prostfedky mohou byt podany Jjako aerosoly nebo
&ipky, nebo - v pripadé& transdermdlnich prostfedkd - ve formé
ko¥nich néplasti. Oralni podani je také moZné, s podminkou, Ze
prostfedek chrani peptidy podle pfedkladaného vynalezu pred

degradaci v tréavicim systému.

Optimalizace davkovani a prostfedkl se provede bé&Znym
zpisobem. Tyto prostfedky mohou byt také modifikovany tak, aby

byly vhodné pro veterindrni pouZiti.

Prost¥edky podle predkladaného vynédlezu mohou byt pouZity
mnoha zplsoby, nejdast&ji jako substituce za pfirozené formy
hormont. Tak mohou byt prostfedky podle predklédaného vynalezu
pouZity pro 1lé&bu infertility, p¥i technikéch fertilizace in
vitro a v jinych terapeutickych zplisobech asociovanych
s ptirozenymi hormony nebo jejich podjednotkami. Tyto techniky
jsou pouzitelné pro &lovéka, stejné& jako pro jina zvirata.

Volba prostredku ve smyslu druhové specificity zavisi -
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samoz¥ejmé& - na jedinci, ktery je 1léCen. Predpokladad se, Ze
schopnost diferencovaného plsobeni, kterou maji prostfedky
podle predklédaného vynalezu, umoZni nové zplsoby 1lé&by, které

nebyly predtim moZné.

Prostfedky podle predkladaného vyndlezu jsou také
pouZitelné jako reak&ni &inidla podobné jako ptislu3né

pfirozené heterodimery.

Dale, sloudeniny podle pfedkladdaného vyndlezu mohou byt
pouzity jako diagnostické prostfedky pro detekci p¥fitomnosti
nebo nepfitomnosti protilatek, které se vaZi na prirozené
proteiny v rozsahu, v jakém se takové protilatky vé&Zi na
relevantni &asti sloudeniny s vice doménami v biologickém
vzorku. Jsou také pouZitelné jako kontrolni reak&ni cinidla
v kitech pro hodnoceni koncentraci té&chto hormonid v riznych
vzorcich. Protokoly pro hodnoceni koncentraci hormont
samotnych nebo protilatek proti hormonim jsou standardni
imunotestovaci protokoly znamé v oboru. Mohou byt pouZity
rtizné kompetitivni a pfimé testovaci metody, vc&etné& ruznych
znadkovacich technik, v&etné radioizotopového znaceni,

fluorescen&niho znadeni, enzymového znaceni a podobneé.

Sloudeniny podle predkladaného vynadlezu jsou také
pouZitelné pr¥i detekci a precisténi receptorli, na které se
pfirozené hormony vé&Zi. Tak mohou byt slouleniny podle
predkladaného vyndlezu navazany na pevné nosice a mohou byt
pouZity p¥i afinitni chromatografické pripraveé receptord nebo
protilatek proti hormonlim. Ziskané receptory jsou sami o sobé
pouzitelné p¥i testovani hormonalni aktivity 1é¢iv ve
skriningovych testech na terapeutickd a jina ¢inidla.
Samoztejmé& musi byt brdna v uvahu dudlni specificita B-

podjednotek v jakékoliv z té&chto sloulenin, kde Jsou B-
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podjednotky od.isné. Nicméné&, jsou li dvé& P-podjednotky
identické, tak je sloulenina U¢innym nastrojem pro afinitni

pre¢isténi relevantniho receptoru.

Kone&n&, protilatky specificky reaktivni se sloucCeninami
podle pfedkladaného vyndlezu mohou byt pouzity jako
pfedistovaci &inidla pro izolaci téchto materidld pro jejich
nasledné zpracovani. Mohou byt také pouZity pro sledovani

koncentraci t&chto sloudenin podanych jako 1léciva.

Nasledujici pfiklady jsou pouze ilustrativni a nijak

neomezuji pfedxladany vynalez.

Priklady provedeni vyndlezu

priklad 1: CGP-a-CTP-FSHP

Nukleotidova sekvence kédujici titulni slouceninu byla

pfipravena za pouziti dostupnych nukleotidovych sekvenci pro
relevantni &asti podjednotek. CGP region kéduje 145
aminokyselin lidského CGB;'nukleotidové sekvence kdédujici a-
podjednotku kéduje 92 aminokyselin lidské o-podjednotky ve:
form& minigenu; sekvence kédujici CTP kéduje 28 aminokyselin
predstavujicich pozice 118-145 lidského choriového
gonadotropinu; a region kédujici FSHB kéduje 111 aminokyselin

lidské FSHB-podjednotky.

Amplifikovany fragment obsahujici CGB exon 3, @ minigen, CTP
a PFSH se insertovaly do Sall mista pMzHA—CGBexonl,Z expresniho

vektoru, ktery byl pripraven z pM2 a obsahoval CGP exony 1 a 2,

za pouZiti zpusobu popsaného v Sachais, B., Biol. Chem.

(1993), 268: 2319. pM? obsahujici CGP exony 1 a 2 je popsan
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v Matzuk, M.M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1987), 84:
6354-6358 a Matzuk, M.M. et al., J. Cell Biol. (1988) 106:

1049-1059. Nejprve se fragment obsahujici o minigen za CGP
exonem 3 insertoval do tohoto vektoru za zisku pM°-HACGBa. pM°-
HACGBo se potom $tépil Scal a ligoval se s Scal travenym

pBIIKS (+)a-CTP-FSH. Vznikly expresni vektor pMz—HACGB—a—CTP—FSH

produkuje po inserci do vhodného hostitele titulni slouceninu.

P¥iklad 2: Produkce a aktivita CGP-o-CTP-FSHP

Expresni vektor pfripraveny v prikladu 1 se transfektoval do
ovarialnich bunék &inského kfedka (CHO) a produkce proteinu
byla hodnocena imunosrdZenim radioaktivné znacdeného proteinu

na SDS gelech.

Kultivadni medium se odebralo, zahustilo se a testovalo se
na vazbu lidsky LH receptor (p¥edpokladala se vazba na pfcc-a

Cast).

Pro tento test byl LH receptor pfipraven inserci cDNA
kédujici cely lidsky LH receptor do expresniho vektoru pCMX
(Oikawa, J. X-C. et al., Mol. Endocrinol. (1991) 5: 759-768) .
Exponenci&ln& rostouci 293 builky se transfektovaly timto
vektorem za pouzZiti metody dle Chen, C. et al., Mol. Cell
Biol. (1987) 7: 2745-2752, za dosaZeni exprese LH receptoru na

povrchu bunék.

V tomto testu se buiitky exprimujici lidsky LH receptor (2 x
10°/zkumavku) inkubovaly s 1 ng znaceného hCG v kompetici se
stoupajicimi koncentracemi neznaceného hCG nebo stoupajicimi
ddvkami testovaného vzorku pri 22 o°c po dobu 18 hodin. SniZeni
znadeni za pritomnosti vzorku odpovida vazebné schopnosti

vzorku. V tomto testu - pro lidsky LH receptor na 293 buiikach
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- m& heterodimerni hCG typickou normé&lni aktivitu, jak bylo
stanoveno drive, a medium obsahujici CGP-a-FSHB také vykazuje

aktivitu. Tyto vysledky jsou uvedeny na obr. 1. Jak je
uvedeno, jak heterodimerni (plné CtverecCky) hCG, tak bifunkcéni
jednotfet&zcovy protein podle pfedkladaného vynadlezu (plné
koledka) soutéZi (Gsp&3né& o vazbu na LH receptor se znacCenym

hCG. Bifunk&ni sloudenina je méné& U&innéd z davodu modifikace

karboxylového konce a podjednotky.

Na obr. 1 jsou také uvedeny vysledky testu, ve kterém byla
testovéna ruznd mnoZstvi supernatantu kultury bunék
modifikovanych tak, aby obsahovaly dva expresni systémy. Jeden
expresni systém produkoval jednoreté&zcovy FSHB-a; druhy
produkoval B-podjednotku hCG. Vznikly nekovalentné asociovany
komplex jednofet&zcového FSHa-B/CGB (plné trojuhelnicky) takeé

Gsp&3né& soutézil o vazbu na receptor.

Podobné& byl testovan supernatant kultivacniho media
obsahujici CGP-a-CTP-FSHP na vazbu na receptor pro FSH,
exprimovany na 293 buiikdch. Test byl proveden zpusobem
popsanym vySe s tou vyjimkou, Ze buiiky exprimujici lidsky
receptor pro FSH byly pouZity misto bunék exprimujicich lidsky
receptor pro LH a znacdeny FSH byl pouZit jako kompetitor.

Vysledky tohoto testu jsou uvedeny na obr. 2.

Jak je uvedeno, jednofet&zcova titulni slouenina (plna
koledka) souté&Zila tGsp&3né& o vazbu na receptor s FSH (plné

tveredky). V nezavislém pokusu, tézZ uvedeném na obr. 2, byla
smés jiného typu komplexu, tj. jednofeté&zcového FSHB-a

nekovalentné asociovaného s CGP, ktery byl smisen s nadbytkem
nekomplexovaného jednoretézcového FSHP-a (plné trojuhelnicky)

vynikajicim kompetitorem.
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P¥iklad 3: Pfiprava dal3ich expresnich vektort

Podobn& jako v pfikladu 1 se pfipravily expresni vektory
pro produkci jednofet&zcového bifunk&niho FSHP-CTP-a-CGB; a-
FSHB-CTP-CGB; CGB-PFSH-CTP-a; a PLH-CTP-BFSH-CTP-a. a
transfektovaly se do CHO bunék. Supernatanty kultur se
odebraly a tes-ovaly se zplUsobem uvedenym vySe na vazbu na
p¥islusdné LH a FSH receptory. Tyto sloudeniny také vykazovaly

schopnost vazby na tyto receptory.

P¥iklad 4: Pfiprava FSHP-a =~ CGP

Pro pfipravu slouCeniny FSHB-a = CGP byly pfipraveny
expresni vektory pro produkci jednofet&zcového FSHP-o a lidské
CGP-podjednotky a tyto vektory byly soudasné transfektovany do
ovarialnich buné&k &inského kfedka (CHO) zplsobem podobnym
zplsobu popsanému v PCT pr¥ihlaSce WO 96/05224, publikované
22.2.1996. CGP-podjednotka se kombinuje s FSHP-a za vzniku
nekovalentn& vazaného komplexu FSHP-o ~ CG. Produkce a aktivita
nekovalentné vazaného komplexu FSHB-a =~ CG byly hodnoceny

imunosrafenim radioaktivn& znadeného proteinu na SDS gelech.

Kultivadni medium se odebralo, zahustilo se a testovalo se
na vazbu lidsky LH receptor (predpoklédala se vazba na Bce
&ast) a na lidsky FSH receptor (pfedpoklada se vazba na FSHP-

o).

Vysledky ukazuji, Ze nekovalentné vazany komplex FSHP-a =~ CG
vykazuje specifickou vazbu na CG a FSH receptor. Tato data

ukazuiji, Ze a-podjednotka komplexu miuZe, ackoliv je kovalentné
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navédzana na FSHP doménu, funk&né interagovat s jinou PB-
podjednotkou a pritomnost této konfigurace nerusi biologickou
aktivitu. Jiné komplexy obsahujici vice domén, jako je PFSH-a =»
BLH, BCG-o ~ PLH, PLH-a ~ PTSH a PTSH-a ~ PFSH, mohou byt

pfipraveny podobnym zplsobem.

Pfiklad 5: Pouziti rlizné& puasobicich sloucenin pro regulaci

pomé&rd hormond

RUzné plsobici sloudeniny se pfipravi a podaji za pouZiti

metod odpovidajicich metodém pro prirozené pfislusné hormony.

A. ZvySeni fertility zvy3enim poméru FSH/LH a/nebo sniZenim CG

zvySeni fertility miZe byt dosaZeno zvySenim pomeéru FSH/LH
za pouZiti slouleniny vzorce (1)-(5), ve které ma B-podjednotka
slab%i LH agonistickou aktivitu nebo LH agonistickou aktivitu
a druhd P-podjednotka m& (volitelné zesilenou) FSH agonistickou
aktivitu. LHP-podjednotka miZe byt modifikovana pro sniZeni
agonistické nebo dosaZeni antagonistické aktivity eliminaci
glykosylace LHP ¥etézce nebo bodovymi mutacemi, zatimco FSHB-
podjednotka miZe byt pouZita ve své prirozené formé nebo mazZe
byt modifikovana tak, aby méla zvySenou agonistickou aktivitu.
Vysledné slouleniny budou zvySovat hladiny FSH hormont za
simultanniho sniZeni hladiny LH hormonu. KdyZ je terapeuticka
davka této sloudeniny podana savci béhem folikuldrni faze

menstruaéniho cyklu, je vysledkem zvy3end fertilita.

Dadle miZe byt vyhodné prodlouZit cirkulaéni polocas FSH
podjednotky vzhledem k cirkula¢nimu polocasu LHB. Toto je

dosaZeno za pouziti FSHP-o ~ LHP sloueniny.
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zvy$end fertilita miZe byt také dosaZena zvySenim hladin CG
hormonu a sniZenim hladin LH hormonu pomoci podani slouceniny
vzorce (1)-(5), ve které ma P-podjednotka slabsi LH
agonistickou aktivitu nebo LH antagonistickou aktivitu a druha
B-podjednotka ma& CG agonistickou aktivitu. Dale, CGB-
podjednotka miiZe byt upravena tak, aby mé&la vy33i vazebnou
afinitu neZ LHP k CG/LH receptoru. P¥i podéni ve vhodnou dobu a
ve vhodnych davkach se pomér FSH/LH zvy$i ve prospéch
fertility a CG aktivita se také zvy3i na hladiny vyhodné pro

téhotenstvi.

zvy$ena fertilita miZe byt také dosaZena pomoci sloucCeniny
vzorce (1)-(5), ve které m& jedna P-podjednotka FSH
agonistickou aktivitu a druhd B-podjednotka m& CG agonistickou
aktivitu. Podani té&chto komplext zvy3i pomér FSH/LH ve
prosp&ch fertility a také zvy3i CG aktivitu na hladiny vyhodné

pro téhotenstvi.

MiZe byt vyhodné prodlouZeni cirkulaéniho poloasu jedné B
podjednotky vzhledem k druhé, coZ se provede pomoci slouCenin

vzorce (4) nebo (5).

B. Indukce infertility sniZenim pomé&ru FSH/LH a/nebo sniZenim

CG

Infertilita m@Ze byt dosaZena sniZenim poméru FSH/LH za
pouziti slouleniny vzorce (1)-(5), ve které md jedna B-
podjednotka LH agonistickou aktivitu a druhéd B-podjednotka méa
FSH antagonistickou nebo sniZenou agonistickou aktivitu. Pro
tento el miZe byt LHP-podjednotka modifikovéna pro zvySeni
agonistické pozmé&n&nim glykosylace LHP fetézce nebo bodovymi

mutacemi, zatimco FSHP-podjednotka miZe byt modifikovana tak,
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aby méla sniZenou agonistickou aktivitu. Vysledné slouleniny
budou zvy3ovat LH aktivitu za simulténniho sniZeni FSH
aktivity, coZ sniZi pom&r FSH/LH na koncentrace nevhodné pro

fertilitu.

Infertilita mdZe byt také dosaZena sniZenim pomé&ru FSH/LH
pomoci podani sloudeniny vzorce (1)-(5), ve které ma jedna B-
podjednotka LE agonistickou aktivitu a druha B-podjednotka m&
CG agonistickou aktivitu. P¥i podéni této sloufeniny se sniZi
pom&r FSH/LH zvy3i se koncentrace CG hormonu, coZ je oboje

nevhodné pro fertilitu a té&hotenstvi.

Stejné& jakc vyde miZe byt vyhodné prodlouZeni cirkulacniho
polo&asu jedné P podjednotky vzhledem k druhé, coZ se provede
pomoci sloudenin vzorce (4) nebo (5). MiZe byt také vyhodné

zm&nit vazebné afinity P-podjednotek.
C. Lé&ba syndromu polycystickych ovarii sniZenim pomé&ru LH/FSH

Syndrom polycystickych ovarii je charakterizovan
inkompletnim vyvojem folikulu a abnormélni ovulaci. ieny
s timto onemocnénim maji széenf hladiny androgenil a vysoky
pom&r LH/FSH ve srovnani s normalné fertilnimi Zenami. Proto,
v dobé& menstruaéniho cyklu, kdy se predpoklada iniciace vyvoje
folikulu, vyvold podani slouleniny vzorce (1)-(5), ve které ma

jedna P-podjednotka sniZenou LH agonistickou aktivitu nebo

antagonistickou aktivitu a druh& B-podjednotka mé& FSH
agonistickou aktivitu, indukci vyvoje folikulu a zplsobi

ovulaci. ProtoZe podani FSH agonisty je rizikové pro moZnost
hyperstimulace, je vyhodné, aby byla FSHB-podjednotka
nekovalentn& vazana P-podjednotka majici krats3i cirkuladni

polo&as a/nebo aby byla FSHP-podjednotka upravena tak, aby méla
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Patentoveé naroky

1. Zplsob dodévani rltznych aktivit glykoproteinovych hormona
jedinci, vyznacujici se tim, Ze jedinci potfebujicimu

takovou l1lécbu se podava sloucenina vzorce:

Bl- (spojovaci skupinal),-a-(spojovaci skupina?),—p? (1) ;
Bl—(spojovaci skupinal) n~Pp?- (spojovaci skupina®),-a (2);
o- (spojovaci skupina”nrﬁl‘(spojovaci skupina?) ,-f? (3);
B?> ~ a- (spojovaci skupina).—p* (4);
Bl- (spojovaci skupina)g-o ~ B? (5);

kde ka?dy z B a P? mad aminokyselinovou sekvenci B podjednotky
glykoproteinowého hormonu obratlovch nebo varianty uvedené
sekvence;

"o" mad aminokyselinovou sekvenci o podjednotky glykoproteinového
hormonu obrat_ovclh nebo jeji varianty; a

"~" je nekova_entni vazba mezi o a BZ; a

kazdé m a n je nezdvisle 0 nebo 1;

kde kazdy z B' a P? dodava uvedenému prostfedku odlidnou aktivitu.

2. Zpusob podie naroku 1, vyznacujici se tim Ze

B! a P? odpovidaji rliznym p¥irozenym B-podjednotkam.

3. Zpusob pod.e ndroku 1, vyznadcujici se tim, Ze

B' a B? maji rizné biologické polo&asy.

4. ZpUsob pod’le ndroku 1, vyznadcujici se tim, Ze
jeden z B' a B~ dodava agonistickou aktivitu a druhy dodavéa

antagonistickou aktivitu.
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5. Zplsob podle ndroku l, vyznadcujici se tim Ze

uvedeny jedinec pot¥ebuje zvySeni fertility.

6. ZpUsob podle nadroku 5, vy zna cdujici se tim Ze

jak B!, tak PB? dodava FSH agonistickou aktivitu v uvedeném
prostredku; nebo

jak B!, tak P? dodava CG agonistickou aktivitu; nebo

jak B!, tak B? dodava LH antagonistickou aktivitu; nebo

jeden z B! a P® dodavé FSH agonistickou aktivitu a druhy dodava
LH antagonistickou aktivitu nebo sniZenou LH agonistickou
aktivitu; nebo

jeden z P! a B? dodadva FSH agonistickou aktivitu a druhy dodava
CG agonistickou aktivitu; nebo

jeden z B! a B? dodava LH antagonistickou aktivitu nebo sniZenou

LH agonistickou aktivitu a druhy dodava CG agonistickou aktivitu.

7. ZpUsob podle ndroku l, vyznacujici se tim Ze

uvedeny jedinec m& potrebu stdt se nebo zustat infertilnim.

8. Zpusob podle ndroku 7, vy znadc¢ujici se t im Ze

jak B!, tak P? dodava FSH antagonistickou aktivitu v uvedeném
prostfedku; nebo

jak B*, tak PB? dodava CG antagonistickou aktivitu; nebo

jak B', tak PB? dodadv& LH agonistickou aktivitu; nebo

jeden z B' a B? dodava FSH antagonistickou aktivitu nebo sniZenou
FSH agonistickou aktivitu a druhy dodava LH agonistickou aktivitu;
nebo

jeden z B a B? dodava FSH antagonistickou aktivitu nebo sniZenou
FSH agonistickou aktivitu a druhy dodavad CG antagonistickou
aktivitu nebo sniZenou CG agonistickou aktivitu; nebo

jeden z B! a B? dodadva LH agonistickou aktivitu a druhy dodava CG

antagonistickou aktivitu nebo sniZenou CG agonistickou aktivitu.
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9. Zplsob podle ndroku 1, vyznacuijici se tim Ze

uvedeny jedinec potrebuje 1lécbu syndromu polycystickych ovarii.

10. Zpusob podle ndroku 9, vy znadcujici se tim, Ze
jeden z B! a P? dodava FSH agonistickou aktivitu a druhy dodava LH
antagonistickou aktivitu nebo sniZenou LH agonistickou aktivitu
v uvedeném prostredku; nebo

jak Bl, tak P? dodava FSH agonistickou aktivitu; nebo

jak B*, tak P? doddvd LH antagonistickou aktivitu.

11. Glykosylovand nebo neglykosylovand kompozice vzorce:

Bzz o- (spojovaci skupina)m—B1 (4); nebo

Bl- (spojovaci skupina),-o ~ B2 (5);

kde kazdy z B' a P? md aminokyselinovou sekvenci P podjednotky
glykoproteinového hormonu obratlovcd nebo varianty uvedené
sekvence;

"a" m& aminokyselinovou sekvenci o podjednotky glykoproteinového
hormonu obratlovci nebo jeji varianty; a

"~" je nekovalentni vazba mezi a a B?;

m je 0 nebo 1;

kde kazdy z B! a B* dodadva odlisnou aktivitu uvedeného prosttredku;

a s podminkou, Ze pokud je B! CG, pak B? neni FSH.

12. Farmaceuticky prostfedek regulujici koncentrace
glykoproteinovych hormont u savci, vyznadcuijicdi

s e t im, Ze obsahuje U¢inné mnozZstvi kompozice vzorce:

B’ ~ a-(spojovaci skupina)n,~p* (4); nebo

Bl—(spojovaci skupina)—o = B2 (5);
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kde kazdy z P' a B® m& aminokyselinovou sekvenci B podjednotky
glykoproteinového hormonu obratlovcl nebo varianty uvedené
sekvence;

"o" m& aminokyselinovou sekvenci a podjednotky glykoproteinového
hormonu obratlovci nebo jeji varianty; a

"~" je nekovalentni vazba mezi a a B?;

m je 0 nebo 1;

kde kaZdy z B! a B? dodava odlidnou aktivitu uvedeného prosttedku;

a s podminkou, Ze pokud je B! CG, pak P? neni FSH.

13. Rekombinartni hostitelské bunky modifikované tak, aby

obsahovaly nukleové kyseliny obsahujici prvni expresni systém
obsahujici nukleotidovou sekvenci koédujici a- (spojovaci
skupina)m—ﬁlnebo BL-(spojovaci skupina)py—0 operativné navazanou na
kontrolni sekvenci pro jeji expresi a nukleovou kyselinu
obsahujici drthy expresni systém obsahujici nukleotidovou
sekvenci kédujici B? operativné navazanou na kontrolni sekvenci pro
jeji expresi;

kde o, B!, B?, spojovaci skupina a m jsou stejné, jak byly

definovany v naroku 11.

14. Bunky podle naroku 13, ve kterych maji prvni expresni systém

a druhy expresni systém stejnou kontrolni sekvenci.

15. Bunky podle naroku 13, ve kterych jsou prvni expresni systém
a druhy expresni systém umistény na samostatnych

extrachromosordlné se replikujicich vektorech.

16. Bunky podle nadroku 13, ve kterych jsou prvni expresni systém

a druhy expresni systém umistény v chromosomu hostitelské bunky.
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17. Buniky podle naroku 13, ve kterych jsou uvedeny prvni a druhy
expresni systém umistény v chromosomu uvedenych bunék a dalsi je

umistén na extrachromosomdlné se replikujicim vektoru.

18. Bunky podle ndroku 13, ve kterych jsou prvni a druhy expresni
systém umistény na stejném extrachromosomdlné se replikujicim

vektoru.

19. Zpusob pripravy kompozice vzorce (4) nebo (5)
vyznadcujilici se tim Ze zahrnuje:

kultivaci bunék podle ndroku 13 za podminek, za kterych je
uvedend kompozice produkovéna; a

ziska&ni uvedené kompozice z kultury.

20. Protilatky specificky imunoreaktivni s kompozici podle ndroku

11.
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