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(57)Anotace:

Fuzni polypeptid, ktery ma aminokyselinovou sekvenci X-Y-
Z, nebo jeji ¢4st, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
glykosylovaného interferonu-beta (X), pfitemz Y je volitelna
spojovaci &ast a Z je polypeptid obsahujici alespoti &ést
polypeptidu jiného neZ je glykosylovany interferon-beta.
Vyhodn& X je lidsky interferon-beta-1a. Jsou také popsany
mutanty interferonu-beta-1a a farmaceuticky prostfedek s
obsahem tohoto fizniho polypeptidu a jeho pouZiti pro
inhibici angiogeneze.
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Fazni proteiny interferonu-beta-la a jejich pouziti

‘Oblast techniky

predkladany vynadlez se tykd fizniho polypeptidu, ktery
ma aminokyselinovou sekvenci X-Y-Z nebo alesponl jeji <&ast,
kteradZto sekvence obsahuje aminokyselinovou sekvenci
glykosylovaného interferonu-beta (X), pridemZ Y je volitelna
spojovaci d&&st a Z je polypeptid obsahujici alespoil d&ast
polypeptidu jiného nez je glykosylovany interferon-beta.
Vyhodn& je X lidsky interferon-beta-la. Vyndlez se také tyka

mutant interferonu-beta-la.

Dosavadni stav techniky

pou¥iti polypeptidd a proteind pro systémové 1éCeni
specifickych nemoci je nyni p&¥n& p¥rijimanou léka¥skou praxi.
Role, ijakou hraji latky tohoto typu Vv terapii Jje tak
dule¥ita, %e mnohé vyzkumy jsou zam&feny na syntézu velkého
mno¥stvi t&chto 1atek technologii rekombinantni DNA. Mnohé
z t&chto molekul jsou endogenni molekuly, které jsou velmi
4%inné a specifické ve svém biologickém dcinku.

Hlavnim faktorem, ktery omezuje uZitecnost latek
proteinového charakteru pro jejich zamy&lené aplikace, je to,
Ye p¥i parenterdlnim podévani jsou z t&la za velmi kréatky cas
eliminovdny. K tomu dochézi proto, Ze jsou metabolizovany
protedzami, nebo se na jejich eliminaci podili béZna
clearance metabolickymi cestami eliminace proteind, Jjako je
nap¥. filtrace v ledvinach. Problémy spojené s uvedenymi

zplisoby podavani proteind jsou ve farmaceutickém prumyslu
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dob¥e znamy a byly proto uZity r0zné strategie, jak je FeSit.

Peptidova rodina, kterd je cilem klinického vyzkumu a
mnohych snah o zlepfeni podavédni a bioasimilace, je rodina
interferonti. Interferony byly testovany p¥i mnoha nemocech.
Pou¥iti humédnniho interferonu beta, Jjednoho <¢&lenu této
rodiny, je Jji%¥ =zavedeno p¥i 1éZ&eni roztrousené sklerdzy
mozkomigni (sclerosis multiplex). Dv& formy rekombinantniho
interferonu beta byly povoleny v Evrop&€ a v USA pro léceni
této nemoci. Jedna forma je interferon beta 1la (ochranna
znamka AVONEX®, vyrobce Biogen, Inc., Cambridge, MA). Terminy
"interferon-beta-la" nebo "IFN-beta-la" nebo IFN-f-la" nebo
"interferon-f-1a" jsou v popisu vyndlezu uZivény zcela
zaméniteln&. Jinou formou je interferon-beta-1b (ochranna
znidmka BETASERON®, Berlex, Richmond, CAa), d&ale oznafovany
jako "interferon-beta-1b". Interferon beta-la je produkovan
v sav&ich buiikdch pomoci p¥irozené sekvence lidského genu a
je glykosylovén, =zatimco interferon beta-1b je produkovan
v butikdch E. coli pomoci modifikované sekvence lidského genu,
ktery obsahuje substituci, kde cystein je nahrazen serinem
v pozici 17, a neni glykosylovan.

Ji¥ d¥ive byla p¥imym zpisobem srovndna relativni
aktivita in vitro interferonu beta-la a interferonu beta-1b
ve funk&nim testu a bylo ukédzdno, Ze specifickéd aktivita
interferonu beta-la je p¥ibli¥n& 10x vy88i neZ specificka
aktivita interferonu beta-1b (Runkel et al., 1998, Pharm.
Res. 15: 641-649). Ve studiich, jejichZz cilem bylo zjistit
strukturni p¥idiny rozdilnych aktivit, byla identifikovana
glyvkosylace jako jeding zndmy strukturni rozdil mezi uvedenym
dv&ma produkty, ktery ovliviiuje specifickou aktivitu. V1liv
sacharidli se projevoval zejména U&inkem na stabilizaci
struktury. Stabilizujici G&inek sacharidd na strukturu byl

evidentni p¥i experimentech s tepelnou denaturaci a v analyze
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SEC. Nep¥itomnost glykosylace také korelovala se zvysSenou
agregaci a zvySenou  citlivosti k tepelné denaturaci.
Enzymatické odstranéni sacharidd z interferonu beta-la pomoci
PNGazy F vedlo k extenzivni precipitaci deglykosylovaného
produktu.

Tyto studie ukazuji, Ze i p¥es konzervativni
aminokyselinovou sekvenci interferonu beta-la a interferonu
beta-1b se jednd o odliZné biochemické jednotky a vét&iny
snalosti o interferonu beta-1b nemiZe byt aplikovana na

interferon beta-la a naopak.

Podstata vynélezu

Vynalez vyuZiva vyhod glykosylovaného interferonu-beta
ve srovnéni s neglykosylovanou formou. Zejména byl vyvinut
p¥ipravek obsahujici interferon-beta-la se zvydenou aktivitou
vzhledem k interferonu beta-1b, ktery ma také prospésné
vlastnosti fdzniho proteinu obecn&, aniZ by doglo ke ztraté
aktivity ve srovnadni s formami interferonu beta-la, které
nejsou ve form& fldzniho proteinu. Tudi¥ byly provedeny takové
modifikace, %e produkty (tj. fazni proteiny interferonu
beta-la) si uchovavaji celou nebo v&t8inu své biologické
aktivity, a pFtitom bylo dosa¥eno néasledujicich vlastnosti:
sm&n&na farmakokinetika a farmakodynamika vedouci k deldimu
biologickému poloZasu a zménam tkaové distribuce (napft.
schopnost zustat del&i dobu Vv cévach). Takovy pripravek
p¥edstavuje podstatny pokrok v oboru mediciny a farmacie a
byl by vyznamnym p¥ispévkem pro 1é%eni nemoci, kde interferon
prokdzal svou uZitelnost jako je nap¥. sclerosis multiplex,
fibréza a dal8i z&nétliva a autoimunitni onemocn&ni, rizné

druhy rakovin, hepatitida a dalgi wvirové nemoci a nemoci
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charakterizované neovaskularizaci. Zejména schopnost zuastavat
po deldi dobu v cévnim systému umoZiiuje, aby byl interferon-
beta la pou¥it k inhibici angiogeneze a potencidlné také k
p¥estoupeni hematoencefalické bariéry.

pYedklddany vyndlez se =zejména tykd izolovaného
polypeptidu, ktery méd aminokyselinovou sekvenci X-Y-Z, kde X
je polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci, nebo alesponi
jeji B&st, odpovidajici aminokyselinové interferonu-beta, Y
je wvolitelnd spojovaci <&ast a Z je polypeptid obsahujici
alespoii &ast polypeptidu jiného neZ je interferon-beta.
Volitelna &ast (skupina) Y a nutnd &ast Z jsou navazany budto
na N-nebo C-konec interferonu-beta (X). Vyhodné& je X lidsky
interferon-beta-1la.

Ve vyhodnych provedenich Z je alesporl Cast konstantniho
aseku imunoglobulinu a miZe pochazet z imunoglobulinu
vybraného ze t¥idy IgM, IgG, IgD, IgA a IgE. Pokud je
imunoglobulin ze t¥idy IgG, pak jde o jeden z IgGl, IgG2,
IgG3 a IgG4. Konstantni Gsek lidského IgM a IgE obsahuje 4
konstantni tseky, a sice CH1 (kloub), CH2, CH3 a CH4, zatimco
konstantni tsek lidského 1IgG, IgA a IgD obsahuje jen 3
konstantni  UGseky, a sice CH1 (kloub), CH2 a CH3.
V nejvyhodn&jgim fGznim proteinu podle vynalezu obsahuije
konstantni tsek alespoil Gsek kloubu a domény CH2 a CH3.

V jiném provedeni je Jast Z alesporn dast polypeptidu,
ktery obsahuje domény podobné imunoglobulinu. K prikladam
takovych polypeptidld pat¥i CD1, CD2, CD4 a &leny hlavnich
histokompatibilnich antigent I. a II. t¥idy.

Dal®im provedenim vyndlezu je £flzni protein majici
_amino-koncovy Usek, ktery obsahuje aminokyselinovou sekvenci
interferonu-beta nebo jeji &ast, a karboxy-koncovy usek,
ktery obsahuje alespoii &ast proteinu jiného neZ Jje

interferon-beta. Karboxy-koncovy Gsek je vyhodné& alespoii gast




konstantniho tUseku imunoglobulinu pochédzejiciho ze t¥idy
imunoglobulintt IgM, IgG, IgD, IgA nebo IgE. V nejvyhodné€jSim
fdznim proteinu konstantni dsek obsahuje alespoil kloubovy
Gsek a domény CH2 a CH3.

Dalgim provedenim vynédlezu je f£fdzni protein, jehoZz
interferon-beta &ast (tj. X ve vzorci uvedeném vySe) byla
mutovéna, &im¥ vznikly muteiny se selektivn& zvySenou
antivirovou a/nebo antiproliferadni aktivitou nebo s jinymi
vyhodnymi vlastnostmi ve srovndni s nemutovanymi formami
interferonu-beta-la.

Jeit& daldim provedenim p¥edkladdaného vynalezu Jje
izolovand DNA kédujici fdzni protein popsany vyde. Vynalez se
tykd4 také rekombinantni DNA, kterd obsahuje izolovanou DNA
kédujici vy%e popsany fdzni protein a expresni kontrolni
sekvenci (tj. gsekvenci  ¥idici expresi), kde expresni
kontrolni sekvence je operativn& spojena s DNA. Vynalez
zahrnuje také hostitelské builky transformované rekombinantni
DNA podle vynalezu.

p¥edkladany vyndlez se dale tykd =zplsobu pI¥ipravy
rekombinantniho polypeptidu, ktery spodivd v tom, Ze se
poskytne populace hostitelskych bun&€k podle vynalezu, tato
populace hostitelskych bun&k se kultivuje v podminkéch, kde
je exprimovadn polypeptid kdédovany rekombinantni DNA, a
nakonec se tento rekombinantni polypeptid izoluje.

Dal%i aspekt vyndlezu se tykéd fhzniho proteinu
interferonu-beta-1la, ktery obsahuje interferon-beta-la a
dalsi polypeptid, se kterym mneni v p¥irod€ asociovan,
v podstat& &isté form&, p¥idemZ fdzni protein (zkracené flze)
mi antivirovou aktivitu, kterd je p¥ibliZné s antivirovou
aktivitou interferonu-beta-1la postréadajiciho dalsi
polypeptid.

Dalgim aspektem p¥edkladdaného vyndlezu je farmaceuticky




p¥ipravek obsahujici terapeuticky G&inné mnoZstvi fazniho
proteinu interferonu-beta-1la.

Jesdté dalsi aspekt vynalezu se tyka inhibice
angiogeneze a neovaskularizace uZitim polypeptidd podle

vynalezu.

Popis obrazkt

Obr. 1. cDNA sekvence a dedukovand aminokyselinové sekvence
fdze interferonu-beta s histidinovou znalkou (také oznac.
Jako "his IFN-beta" nebo "Hisg-znaleny")

Na obrézku jsou uvedeny Uplnd DNA sekvence a proteinova
sekvence histidinem znadeného IFN-beta-la. St&pend signdlni
sekvence VCAM-1 zanechd 3 zbytky amino-konce (SerGlyGly)
"ypstream" od histidinové znadky (Hiss, pozice 4 aZz 9).
Sekvence enterokindzové spojky (linkeru) (AspAspAspAsplys) Jje
od histidinové znalky odd&lena odd&lovaci sekvenci (spacerem)
(SerSerGly, pozice 10 aZ 12). Prirodni sekvence proteinu

IFN-beta-la predstavuje sekvence Metl8 aZ Asnl83.

Obr. 2. cDNA sekvence a dedukovand aminokyselinové sekvence
fize interferonu-beta-la/Fc

Na obréazku jsou uvedeny Uplnd DNA sekvence a proteinovéa
sekvence fize "lidsky IFN-beta-la/my3i Fc". Sekvence lidského
IFN-beta-la proteinu p¥edstavuje zbytky 1 aZ 166 (pozice DNA
sekvence 1 a¥ 498). Sekvence enterokindzové spojky (linkeru)
(AspAspAspAspLys) zaujimd aminokyselinové zbytky 167 az 171
(pozice DNA sekvence 499 aZ 513). Sekvence t&Zkého Yetézce
my8iho IgG2a zaujimd aminokyselinové zbytky 172 aZz 399
(pozice DNA sekvence 514 aZ 437).




Obr. 3. Vazba mutanty interferonu-beta se substituovanym
alaninem na dimerni fézni protein obsahujici extraceluldrni
doménu receptoru interferonu typu I, IFNAR2/Fc

Vazebné afinity alaninem substituované mutanty IFN
(Al a¥ E) pro receptor IFNAR2 byly stanoveny postupem jak je
popsano v p¥ikladu 1 (&&st D). Histogram p¥edstavuje vazebné
afinity v testu ve srovnadni s vazebnymi afinitami divokého
typu his-IFN-beta (v % d.t., divokého typu). Hodnoty % d.t.
byly vypodteny nésledovn&: (afinita divokého typu his-IFN-

beta/afinita mutovaného IFN-beta) x 100. Jsou uvedeny hodnoty

e

d.t. (O) pro jednotlivé experimenty (n=3) a prumérné
hodnoty % d.t. (x) pro experimentadlni soubor. Mutanty A2,
ABl, AB2 a E neva¥i IFNAR2/Fc v koncentraci 500 x vy881i neZ

je EC50 divokého typu (d.t.) his-IFN-beta (*).

Obr. 4. Vazba mutanty interferonu-beta-1 se substituovanym
alaninem na povrchovy komplex receptoru interferonu typu I
(komplex IFNAR1/2) exprimovany na buiikdch Daudi z Burkittova
lymfomu

Receptorov& vazebné vlastnosti mutanty se substituovanym
alaninem (Al1-E) byly stanoveny pomoci vazebného testu pro
povrchovy bun&®ny receptor zaloZeného na analyze FACS, jak
byl popsédn v p¥ikladu 1 (&&st D). Histogram predstavuje
vazebné afinity v testu ve srovnani s vazebnymi afinitami
divokého typu his-IFN-beta (v % d.t., divokého typu). Hodnoty
% d.t. pro ka¥dou mutantu byly vypolteny nésledovné: (afinita
divokého typu his-IFN-beta/ afinita mutovaného IFN-beta) x
100. Jsou uvedeny hodnoty % d.t. (Q) pro Jjednotlivé
experimenty a prim&rné hodnoty % d.t. (x) pro experimentélni

soubor.
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Obr. 5. Antivirovd aktivita mutant interferonu-beta se
substituovanym alaninem

Antivirovd aktivit mutant se substituovanym alaninem
(A1-E) byla stanovena na lidskych bufikdch A549 infikovanych
EMC virem jak bylo popsédno v p¥ikladu 1 (&&st E). Histogram

pfedstavuje aktivitu v testu ve srovnédni s aktivitou divokého

X

typu his-IFN-beta (v % d.t., divokého typu). Hodnoty % d.t.
pro ka¥dou mutantu byly vypolteny nasledovné: (koncentrace
divokého typu his-IFN-beta(50%cpe)/koncentrace mutovaného
IFN-beta (50%cpe) x 100. Jsou uvedeny hodnoty % d.t. (Q) pro
vicenadsobné pokusy a prum&rné hodnoty 2z pokusného souboru

(%) .

Obr. 6. Antiproliferadni aktivita mutant interferonu-beta se
substituovanym alaninem

Antiproliferadni aktivita mutant se substituovanym
alaninem (Al-E) byla stanovena na Daudi butikdch Burkittova
lymfomu jak bylo popsdno v p¥ikladu 1 (&&st E). Histogram
pFedstavuje aktivity v testu ve srovnani s aktivitou divokého
typu his-IFN-beta (v % d.t., divokého typu). Hodnoty % d.t.
pro ka¥dou mutantu byly vypolteny néasledovné: (koncentrace
divokého typu his-IFN-beta (50% dinhibice ristu) /koncentrace
mutovaného IFN-beta(50% inhibice rustu) x 100. Jsou uvedeny
hodnoty % d.t. (O) pro vicefetné experimenty a prumérné

hodnoty % d.t. (x) pro experimentalni soubor.

Obr. 7. Relativni antivirové a antiproliferacni aktivity
mutant interferonu-beta se substituovanym alaninem

Relativni aktivity mutant se substituovanym alaninem

(A1-E) v testu antivirové (osa x) a antiproliferacni (osa v)

aktivit byly srovnany. Pro toto srovnani byly uzity hodnoty

pram&rného % divokého typu his-IFN-beta (% d.t., x) uvedené




na obr. 5 a 6. Mutanty, které vykazuji koordinované zmé&ny v
obou aktivitdch se objevi p¥imo na vertik&lni 1linii nebo
v jeji blizkosti. Mutanty vykazujici ztratu/prirtstek
antivirové aktivity, ktera neni amérna zméné v
antiprolifera®ni aktivit&, se objevi vyrazné€ mimo diagondlu
(DE1, D, Cl). Vyznamnost byla stanovena na zékladé
sm8rodatnych odchylek p¥isludnych pouZité primé&rné hodnoté %

d.t.

Obr. 8. Antivirova aktivita flze interferon-beta-la/Ig
Aktivita interferonu-beta-la (byl pouZit AVONEX®) nebo
fdze interferon-beta-la/my&i Ig2a v koncentracich uvedenych
na ose x byly hodnoceny v antivirovém testu uZitim bun€k
lidského plicniho karcinomu (A549) infikovanych virem EMC. Po
dvoudenni inkubaci =za p¥itomnosti viru byly Zivé buiky
obarveny MTT a misky byly vyhodnoceny na d&tecim za¥izeni pfi
450 nm, a absorbance, kterd je odrazem Zivotnosti bunék, je
uvedena na ose y. Sm&rodatné odchylky Jsou uvedeny Jjako
svigslé tdsedky. Koncentrace interferonu-beta-la (byl pouZzit
jako surovy meziprodukt AVONEX®), kterd poskytla 50 % maxima
p¥i 450 nm a tudiZ p¥i které dodlo k 50% usmrceni bunék virem
(,50% cytopaticky u&inek"“) byla 0,4 pM a 50% cytopaticky

G&inek pro flzovany interferon-beta-la byl p¥ibliZn& 0,15 pM.

Obr. 9. M&¥eni antivirové aktivity interferonu-beta v plazmé
myS1 oSet¥enych fazi interferonu-beta-la/Fc nebo
interferonem-beta-1la

My3im bylo injikovéno budto 50000 jednotek interferonu-
beta-la (surovy meziprodukt AVONEX®) nebo 50000 jednotek fize
interferonu-beta-la/Fc. Krev =z té&chto zvifat byla ziskana
retroorbitdlnim odb&rem v rhznych <&asech po injekci, Jjak

ukazuje osa x. Pro ka¥dy d&asovy bod byla odebrana krev
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alespoil ze t¥ech my8i, byla p¥ipravena plazma a zamraZena aZ
do stanoveni aktivity interferonu-beta v antivirovém testu
s bufikami lidského plicniho karcinomu (A549) po infekci virem
encefalomyokarditidy. Zivé bufiky byly obarveny roztokem MTT,
destidky byly pak zmé¥eny ve 450 nm ke stanoveni absorbance,
kterda je odrazem Zivotnosti buné€k a aktivity interferonu-
beta. Na ka¥dé destidce byly také ptripraveny standardni
(kalibradni) k¥ivky uZitim interferonu-beta-la jako AVONEX® a
byly pouZity ke kvantitativnimu stanoveni aktivity
interferonu-beta v ka¥dém vzorku. Na grafu jsou ukézéna data

z jednotlivych zvifat.

Obr. 10. Uplnd DNA sekvence a proteinovd sekvence otev¥enych

P

Stecich ramct p¥imé fldze lidského IFN-beta a lidského IgGlFc

(ZL5107) .
Obr. 11. Uplnéd DNA sekvence a proteinovd sekvence otevireného
¢teciho ramce fdzniho proteinu . lidsky IFN-beta/G4S

linker/lidsky IgGlFc (ZL6206) .

Vdechna odborné literatura citovan&d v popisu je formou
odkazu zahrnuta do popisu, pokud neni uvedeno jinak. V popisu

vyndlezu jsou uZivany nésledujici terminy:

I. Definice

"Interferon" (zkrécen& oznalovand také jako IFN) Je
maly, druhov& specificky, jedno¥eté&zcovy polypeptid, ktery se
tvo¥i v bufikdch savcd jako reakce na expozici rtznych
induktorlim jako jsou nap¥. viry, polypeptidy, mitogeny apod.

Nejvyhodn&j%i interferon podle vyndlezu je glykosylovany

*
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lidsky interferon-beta, ktery je glykosylovdn na 80. zbytku
(Asn80) a vyhodn& je p¥ipraven technikami rekombinantni DNA.

Vyhodny glykosylovany interferon je oznafovan "interferon-
beta-1a" (nebo také "IFN-beta-la", "IFN-B-la", "interferon

beta 1la" nebo "interferon-fB-la", p¥ifemZ v8echny uvedené
nazvy jsou uZivany zaménitelné). Termin "interferon-beta-la"
podle vynédlezu =zahrnuje i mutované formy interferonu (viz
priklad 1) za  predpokladu, e 1 tyto mutanty Jsou
glykosylované na 80. zbytku (Asn80). Metody p¥ipravy proteinl
technikami rekombinantni DNA jsou znémy, vietné pripravy
raznych interferonti, viz nap¥. patenty U.S. &. 4 399 216,
5 149 636 a 5 179 017 (Axel et al.) a 4 470 461 (Kaufman).

Vyhodné interferon-beta-la polynukleotidy, které 1lze
u¥it podle predklddaného vyndlezu, byly odvozeny ze sekvenci
interferonu divokého typu raznych obratlovci, vyhodné savci,
a byly ziskany metodami, které jsou odbornikovi znamé a byly
popsény, viz nap¥. patent U.S. 5 641 656 (ud€leny 24.6.1997,
DNA kdédujici ptadi interferonovy pro-protein typu I a zraly
ptadi interferon typu I), patent U.S. 5 605 688 (25. Gnora
1997 - rekombinantni psi a koifiské interferony typu I), patent
U.S. 5 231 176 (27. d&ervence 1993, DNA molekula kdédujici
lidsky leukocytdrni interferon), patent U.S. 5 071 761 (10.
12. 1991, DNA sekvence kdédujici subsekvence 1lidskych
lymfoblastoidnich interferont LyIFN-alfa-2 a LyIFN-alfa-3),
patent U.S. 4 970 161 (13. listopadu 1990, DNA sekvence
ké6dujici lidsky interferon gama), patent U.S. 4 738 931 (19.
dubna 1988, DNA sekvence obsahujici gen lidského interferonu
beta), patent U.S. 4 695 543 (22. z&¥i 1987, lidsky gen alfa-
interferonu Gx-1) a U.S. 4 456 748 (26. dCervna 1984, DNA
sekvence kédujici subsekvence raznych p¥irozené se
vyskytujicich leukocytovych interferond).

Ve vynédlezu se mohou uZit také mutanty interferonu-

[ YT X X R J
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beta-la. Mutace se pYipravuji v oboru znamymi metodami cilené
mutageneze. Krom& toho vyndlez poskytuje funkén& ekvivalentni
polynukleotidy interferonu-beta-la, které koéduji funkéné

ekvivalentni polypeptidy interferonu-beta-la.

Prvni polynukleotid interferonu-beta-la Jje "funk&né
ekvivalentni® ve srovnani s druhym polynukleotidem
interferonu-beta-1a, pokud spliiuje alesponi jednu

z nasledujicich podminek:

a) "funk®né& ekvivalentni" je prvni polynukleotid, ktery
hybridizuje s druhym polynukleotidem =za standardnich
hybridiza&nich podminek a/nebo je degenerovanou sekvenci
vzhledem k sekvenci druhého polynukleotidu, nejvyhodné&ji
kéduje mutantu interferonu majici (terapeutickou)
aktivitu interferonu-beta-1la,

b) "funk&n& ekvivalentni" Jje prvni polynukleotid, ktery
kéduje expresi aminokyselinové sekvence kbédované druhym
polynukleotidem.

Lze shrnout, %e obecny termin "interferon" zahrnuje,
avi8ak neni omezen pouze na n&, v8echna agens uvedena
v pYedchozim textu, a také jejich funk&ni ekvivalenty. Termin
"funk&ni ekvivalent" v popisu vyndlezu se tykad proteinu
interferonu-beta-la nebo polynukleotidu kédujiciho
interferon-beta-la, ktery ma stejny nebo lep8i prospéiny
G¢inek na sav&iho prijemce jako plvodni interferon, k némuZ
se funk&ni ekvivalent vztahuje. Odbornikovi ije z¥ejmé, Ze
funk&n& ekvivalentni protein mi¥e byt p¥ipraven rekombinantni
technikou, tj. expresi "funkcéné ekvivalentni" DNA. Tudiz
predm&tem predkléddaného vyndlezu jsou také interferony
kédované prirozen& se vyskytujici DNA, a také kdédované DNA,
kterd se pYrirozen& nevyskytuje, ale kéduje stejny protein
jako je kédovan p¥irozen& se vyskytujici DNA. Diky degeneraci

nukleotidovych kédujicich sekvenci se mohou uZit jiné

*
[ XXX R J
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polynukleotidy pro kédovani interferont. K nim pat¥i celé
nebo ¢&asti vy8e uvedenych sekvenci, které byly zménény
substituci ruznych kodont, které kéduji stejny
aminokyselinovy zbytek v sekvenci, jde tedy o umlenou
zaménu. Takové zm&n&né sekvence se povaZuji za ekvivalenty
t&chto sekvenci. Tak nap¥. Phe (F) je kdédovan dvéma kodony, a
sice TTC nebo TTT, Tyr (Y) je kdéddovédn TAC nebo TAT a His (H)
je kédovan CAC nebo CAT. Na druhé stran& Trp (W) Jje kédovan
jedinym kodonem TGG. Tudi% je jasné, Ze pro danou sekvenci
DNA kédujici konkrétni interferon existuje mnoho
degenerovanych DNA gsekvenci, které ho kéduji. Tyto
degenerované sekvence Jjsou také predmé&€tem predkladaného
vynélezu.

"Faze" (také fazni polypeptid nebo fGzni protein)
oznaduje kolinedrni spojeni dvou nebo vice proteinl nebo
jejich fragmentl prost¥ednictvim peptidové kostry, a to
vyhodn& tak, Ze se exprimuje polynukleotidova wmolekula
kédujici tyto proteiny. K vyhodnym fdznim proteintm pat¥i
interferon-beta-la nebo jeho fragment kovalentn& spojeny
s druhou d&&sti, kterd je odli&nd od interferonu. Specificky
fdzni protein nebo fldze "interferon-beta/Ig" Jje protein
obsahujici molekulu interferonu-beta podle pF¥edkladaného
vynalezu (tj. interferonu-beta-la), nebo jeji fragment, jejiZ
N-konec nebo C-konec je navézan na N-konec imunoglobulinového

Yet&zce, ptrifem¥ d&ast N-konce imuncglobulinu 3je nahrazen

interferonem-beta-1a. Druhem interferon-beta/Ig fazniho
proteinu Jje fazni protein "interferon-beta/Fc", coz je
protein obsahujici molekulu interferonu-beta podle
p¥edkladaného vyndlezu (tj. interferon-beta-la) spojenou

-

s alespoii &asti konstantni domény imunoglobulinu. Vyhodna Fc
fize obsahuje obsahujici molekulu interferonu-beta podle

vyndlezu spojenou s fragmentem protildtky obsahujicim C
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koncovou doménu tézkého imunoglobulinového Yetézce.

Termin "fOzni protein" znamend také protein interferonu-
beta chemicky vazany prostf¥ednictvim mono- nebo heterofunkéni
molekuly ke druhé dasti, kterd Jje odlisnd od proteinu
interferonu-beta, a Jje pFfipraven de novo z purifikovaného
protein, jak bude dale popséano.

Termin "rekombinantni" znamend v popisu vyndlezu protein
pochdzejici 2z rekombinantnich sav&ich expresnich systéma.
Protein exprimovany ve vét8iné bakteri&lnich kultur, jako je
nap¥. E. coli, bude bez glykant, a proto takovy expresni
systém neni vyhodny. Protein exprimovany v kvasinkdch mtZe
obsahovat oligosacharidové struktury, které jsou odligné od
struktur exprimovanych v sav&ich butlkéch.

Termin "biologicky aktivni" uZzivany v predkladaném
popisu jako charakteristika interferonu-beta-la znamend, Ze
p¥isludnad molekula sdili s provedenimi vyndlezu zde popsanymi
homologii v sekvenci aminokyselin dostatenou k tomu, Ze
vykazuje antivirovou aktivitu p¥i mé¥eni in vitro antivirovym
testem stejného typu, jaky je v p¥ikladu 1 (viz popis dale).

Termin "lé&ivy pripravek" nebo "farmaceuticky p¥ipravek"
v popisu vyndlezu oznaduje pripravky obsahujici proteiny
podle vyndlezu a daldi fyziologicky kompatibilni p¥isady.
Lé¢ivy/farmaceuticky pripravek dale obsahuje excipienty jako
je napt¥. voda, minefély a nosile jako nap¥. proteiny.

Termin "G¢inné mnozZstvi" ¢inidla nebo p¥ipravku
ozna&uje takové mnoZstvi, které poskytuje pozadovany vysledek
nebo projevuje vliv na urlité onemocnéni, které je léceno.

"Aminokyselina® je monomerni jednotka peptidu,
polypeptidu nebo proteinu. Existuje dvacet aminokyselin,
které se nachédzeji v pfirozené se vyskytujicich peptidech,
polypeptidech nebo proteinech, a v8echny jsou L-isomery.

Vynadlez zahrnuje také analogy aminokyselin a D-isomery
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aminokyselin tvo¥icich proteiny a jejich analogy.

"Derivatizovanid" aminokyselina je p¥irodni aminokyselina
nebo aminokyselina nevyskytujici se v pt¥irodé, kde normalné
se vyskytujici postranni ¥etézce nebo koncové skupiny (nebo
cukernéd &ast v pY¥ipad€ interferonu-beta-la) jsou modifikovany
chemickou reakci. K takovym modifikacim pat¥i nap¥. gama-
karboxylace, beta-karboxylace, PEGylace, sulfatace,
sulfonace, fosforylace, amidizace, esterifikace, N-acetylace,
karbobenzylace, tosylace a dal8i modifikace, které jsou
odbornikim znamy. TakZe "derivatizovany polypeptid" je
polypeptid obsahujici jednu nebo vice derivatizovanych
aminokyselin a/nebo jeden nebo vice derivatizovanych cukrq,
pokud jde o glykosylovany polypeptid.

"Protein" je polymer sloZeny v podstaté =z kterychkoliv
z dvaceti proteinovych aminokyselin. I kdyz termin
"polypeptid" se &asto uZiva k oznafeni relativn& velkych
polypeptidd a termin ‘"peptid" se <dasto uZivad k oznacdeni
relativné malych polypeptid®, pouZiti té&chto termini v oboru
se dasto prekryvd a je promé&nné. V tomto textu se uZiva
termin "protein" k oznadeni peptidd, proteint i polypeptidd,
pokud neni vyslovné uvedeno jinak.

"Funk&ni ekvivalent™" aminokyselinového zbytku je
aminokyselina, ktera ma podobné fyzikalné-chemické
vliastnosti, jako aminokyselinovy zbytek, ktery byl nahrazen
funk&nim ekvivalentem.

Termin "mutanta" (p¥ipadn& "mutace") oznacuje jakoukoliv
zménu Vv genetickém materidlu . organismu, konkrétné& je to
jakékoliv zména (tj. delece, substituce, adice nebo alterace)
v polynukleotidové sekvenci divokého typu nebo jakakoliv
zm&na v proteinu divokého typu. Termin "mutein" se uZiva
zam&niteln& s terminem mutanta.

Termin "divoky typ" oznaduje p¥irozen& se vyskytujici
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polynukleotidovou sekvenci exonu proteinu nebo jeji dast,
nebo aminokyselinovou sekvenci proteinu nebo jeji d&ast, tak
jak se normédlné vyskytuje in vivo.

"Standardni hybridizadni podminky" jsou podminky
definované koncentraci soli a teplotou v podstaté shodné
s podminkami 0,5 X SSC aZ 5 x SSC a 65 °C, a to jak pro
vlastni hybridizaci tak 1 promyvédni. Termin "standardni
hybridizadni podminky" zde uZivany je proto operacni definice
zahrnujici celou ¥adu ruznych hybridizaénich podminek.
Podminky s vysokou stringenci (p¥isnosti) =znamenaji napt.
hybridizaci v pufru pro screening plaka (0,2%

polyvinylpyrrolidon, 0,2% Ficoll 400, 0,2% hovézi sérovy

albumin (BsSAa) , 50mM Tris-HC1 (pH 7,5), 1M NacCl,
0,1% hydrogenfosforelnan sodny, 1% SDS) s 10% dextran-

sulfdtem a 100 pg/ml denaturované sonikované DNA lososiho
spermatu p¥i 65 °C po 12 a¥% 20 hodin a promyvani v 75mM
NaCl/7,5mM citrdt sodny (0,5 x 88C) /1% 8SDS p¥i 65 °C.
Podminky s nizkou stringenci jsou nap¥. hybridizace v pufru
pro screening plakd s 10% dextransulfidtem a 110 pg/ml
denaturované sonikované DNA lososiho spermatu pri 55 °C po 12
a¥ 20 hodin a promyvani v 300mM NaCl/30mM citrit sodny (2,0 x
SsC) /1% SDS p¥i 55 °C (viz Current Protocols in Molecular
Biology, John Willey and Sons, Inc., New York, 6.3.1. -
6.3.6., 1989).

"Expresni kontrolni sekvence" je  polynukleotidové
sekvence, kterd ¥idi a reguluje expresi gent, kdyz Je
s t&mito geny operativné spojena.

"Operativn& spojena" znamend v p¥ipad€ polynukleotidové
sekvence (DNA, RNA), ¥e je "operativn& spojena" s expresni
kontrolni sekvenci, kdy¥ expresni kontrolni sekvence ¥idi a
reguluje transkripci a translaci této  polynukleotidové

sekvence. Termin ‘"operativn& spojena" znamend, Ze pred
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polynukleotidovou sekvenci, kterd m& byt exprimovéana, Jje
vhodny startovaci signdl (nap¥. ATG), a Ze sekvence je ve
spravném dtecim ramci, ktery dovoluje expresi
polynukleotidové sekvence pod kontrolou expresni kontrolni
sekvence, a tudiZz produkci poZadovaného polypeptidu
kédovaného izolovanou polynukleotidovou sekvenci.

"Expresni vektor" je polynukleotid, vétSinou DNA plazmid
nebo fég (jako nejb&Zn&jsi priklady =z dal&ich), ktery
dovoluje expresgi alespoil jednoho genu, kdyZ je vektor vnesen
do hostitelské buitky. Vektor miZe ale nemusi byt schopen
replikace v hostitelské burice.

Termin "izolovany" (u¥ivany v predkladané prihlasce
zam&nitelnd& s terminem "v podstat& disty"), pokud se tyka
nukleovych kyselin, tj. polynukleotidovych sekvenci, které
kéduji polypeptidy, znamend RNA nebo DNA polynukleotid, d<&ast
genomového polynukleotidu, cDNA nebo synteticky
polynukleotid, ktery v dasledku svého puvodu nebo zachédzeni
s nim: I) neni spojen se vBemi polynukleotidy se kterymi je
spojen v p¥irod& (nap¥. je p¥itomen v hostitelské bulice jako
expresni vektor nebo jeho &ast), II) je spojen s nukleovou
kyselinou nebo jinou chemickou skupinou, které se odliSuji od
t&ch, se kterymi je spojen v p¥irod€, nebo III) nevyskytuje
se v prirodé. Jako "izolované" se dale oznaduje
polynukleotidovd sekvence, kterd Jje : 1I) amplifikovana
in vitro nap¥. metodou polymerdzové Yet&zové reakce (PCR),
II) syntetizovand chemicky, III) rekombinantn& p¥ipravena
klonovanim nebo IV) purifikovand, nap¥. Stépenim a gelovou
separaci.

Tak¥e "v podstat& &istd nukleovd kyselina" je nukleova
kyselina kterd neni bezprostfedné& souvisle spojena s jednou
nebo ob&ma sekvencemi, se kterymi je normdlné souvisle

spojena v p¥irodn& se vyskytujicim genomu organismu, ze
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kterého je izolovana. V podstaté <distd DNA Jje také
rekombinantni DNA, kterd je &&sti hybridniho genu kdédujiciho
dalsgi sekvence.

Termin "izolovany" (uZivany v p¥edklddané p¥ihléasce
zam&niteln® s terminem "v podstaté& <isty"), pokud jde o
polypeptidy, znamend polypeptid nebo jeho <&ast, ktery
v dasledku svého plvodu nebo zachdzeni s nim: I) je pritomen
v hostitelské bulice jako expresni produkt fdseku expresniho
vektoru, nebo II) je spojen s jinymi proteiny nebo chemickymi
skupinami, ne¥ se kterymi je spojen v p¥irod€, nebo III)
nevyskytuje se Vv pfirodé. Jako "izolovany" se dale oznacuje
polypeptid, ktery 1I) byl chemicky syntetizovén, II) byl
exprimovadn v hostitelské bufice a purifikovén od asociovanych
proteint. Vyhodn& je izolovany polypeptid purifikovan také od
dal&ich léatek, jako jsou nap¥. protildtky nebo gelovd matrix
(polyakrylamid), které se uZivaji k purifikaci.

"Heterologni promotor" je promotor, ktery v p¥irodé
neni spojen s genem nebo purifikovanou nukleovou kyselinou.

Termin "homologni" je zde uZivdn Jjako synonymum
pro "identicky" a tykd se sekvendni podcbnosti  dvou
polypeptidl nebo molekul nebo dvou nukleovych kyselin. KdyZ
je Jjedna urditd pozice ve dvou srovnaévanych sekvencich
obsazena stejnou bazi nebo aminokyselinou (nap¥. pozice ve
dvou molekuldch DNA je obsazena adeninem nebo pozice ve dvou
polypeptidech je obsazena lysinem), pak dvé srovnavané
molekuly jsou v této pozici homologni. Procento homologie
mezi dv&ma sekvencemi je funkci poltu shodnych nebo
homolognich pozic sdilenych dvé&ma sekvencemi déleny celkovym
podtem pozic a vyndsobeny 100. Tak napt. jestliZe 6 z 10
pozic je shodnych nebo-1i homolognich, pak tyto sekvence jsou
z 60 % homologni. Nebo nap¥. DNA sekvence CTGACT a CAGGTT

sdileji 50% homologii (3 pozice ze 6 jsou shodné). Obecné se
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srovnani provadi, kdyZ jsou sekvence vzédjemné p¥irazeny tak,
aby bylo dosa¥eno maximdlni homologie. Takové pf¥ifazeni a
srovnani lze provést metodou, kterou publikoval Needleman et
al. (J. Mol. Biol. 48: 443-453, 1970), a kterd je standardné
implementovana v p¥isludngch poditadovych programech jako je
nap¥. program "Align" (DNAstar, Inc.). Homologni sekvence
sdileji shodné nebo podobné zbytky aminokyselin, kde podobné
aminokyselinové zbytky jsou konzervativni substituce nebo
tzv. "povolené" bodové mutace odpovidajicich
aminokyselinovych zbytkl vzhledem k odpovidajici p¥irazené
referentni sekvenci. V tomto smyslu "konzervativni
substituce" aminokyselinového zbytku v referen&ni sekvenci
znamend substituci aminokyselinou, ktera je fyziké&ln€ nebo
funk&né& podobné odpovidajicimu zbytku v referentni sekvenci,
tedy nap¥. m& podobnou velikost, tvar, elektricky naboj,
chemické vlastnosti vdetn& schopnosti vytva¥et kovalentni
nebo vodikové vazby apod. Zv1la3té& vyhodné jsou kovalentni
substituce, které spliuji kritéria definovana jako
"p¥ijatelné bodové mutace" v publikaci Dayhoff et al., Atlas
of Protein Sequence and Structure 5, Suppl. 3, Chapter 22:
352-354, Nat. Biomed. Res. Foundation, Washington D.C., 1978.

Terminy "polynukleotidova sekvence" a ‘"nukleotidova
sekvence" jsou uZivany v popisu zaménitelné.

Terminy "angiogeneze" a "neovaskularizace" jsou uZzivany
v nej8ir$im vyznamu a znamenaji vytva¥eni novych krevnich
cév. Zejména angiogeneze se tykd také vytvafeni novych
krevnich cév v misté& nadoru.

Terminy "IFNAR2", "IFNARL1" a "IFNAR1/2" oznaduji
proteiny, které tvori interferonovy receptor typu I na
povrchu bun&k. Extraceluldrni <&ast (ektodoména) receptoru

~

IFNAR2 sama mu¥e vazat interferon beta nebo alfa.

v -

P¥i provad&ni predkladaného vynalezu byly pouZity
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standardni metody bunéfné Dbiologie, bunéénych  kultur,
molekuldrni biologie, mikrobiologie, rekombinantni  DNA,
proteinové chemie a imunologie, které jsou odbornikim znémy.
Tyto metody byly publikovény v odborné literatufe. Viz nap¥.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition.
(Sambrook, Fritsch and Maniatis, eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989; DNA Cloning, Volumes I and II (D.N.
Glover, ed.), 1985; Oligonucleotide Synthesis, (M.J. Gait,
ed.), 1984; U.S. Patent No. 4,683,195 (Mullis et al.,);
Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames and S.J. Higgins,
eds.), 1984; Transcription and Translation (B.D. Hames and
S.J. Higgins, eds.), 1984; Culture of Animal Cells (R.I.
Freshney, ed). Alan R. Liss, Inc., 1987; Immobilized Cells
and Enzymes, IRL Press, 1986; A Practical Guide to Molecular
Cloning (B. Perbal), 1984; Methods in Enzymology, Volumes 154
and 155 (Wu et al., eds), Academic Press, New York; Gene
Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.H. Miller and M.P.
Calos,eds.), 1987, Cold Spring Harbor Laboratory;
Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer
and Walker, eds.), Academic Press. London, 1987; Handbook of
Experiment Immunology, Volumes I-IV (D.M. Weir and C.C.
Blackwell, eds.), 1986; Manipulating the Mouse Embryo, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1986.

II. Produkce a exprese fiznich proteint

Pr¥edkladany vyndlez se tykd systému pro vytvareni
faznich proteinti interferonu-beta-la. Vyndlez se zejména tyka
t&chto proteinti a také molekul rekombinantni DNA pouZivanych
pro jejich produkci.

Polypeptidy podle vyndlezu 1lze produkovat raznymi

metodami, které jsou odbornikim zndmy. Tak nap¥. interferon-
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beta-la tUplné délky nebo zkraceny interferon-beta-la mohou
byt pY¥ipraveny zndmymi metodami rekombinantni DNA uZitim cDNA
(viz dale).

Gen kdédujici poZadovany polypeptid interferonu-beta-1la
miiZe byt konstruovdn na zdkladé€é aminokyselinové sekvence
po¥adovaného polypeptidu. Pro syntézu genu se pak uZiji
standardni metody. Tak nap¥. aminokyselinové sekvence se
u¥ije pro konstrukci "zp&tné preloZeného" genu. Oligomer DNA
obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici interferon-beta-la
miZe byt syntetizovdn v jediném kroku. Alternativné& miZe byt
pripraveno n&kolik menZich oligonukleotidd kédujicich casti
po¥adovaného interferonu-beta-la a ty se pak ligaci spoji
dohromady. Vyhodn& se DNA sekvence kédujici interferon-beta-
la pripravi jako n&kolik samostatnych oligonukleotidl, které
se nésledn& navzajem pospojuji (viz p¥iklad 2). Jednotlivé
nukleotidy typicky obsahuji 57- nebo 37 -pY¥esahy (pf¥esahujici
Gseky), které umoZiiuji spojeni na zékladé€ komplementarity.

Po sestaveni vyhodné geny budou charakteristické tim,
Ye budou rozpoznavany restrikénimi endonukledzami (vcetné
jedine&nych restrik&nich mist pro p¥imé vkladani do
klonovaciho nebo expresniho vektoru), preferovanym vyuZitim
kodonti vzhledem k hostitelskému expresnimu organismu, ktery
se bude wuZivat (vyhodn&€ savdi  Dbuiky), a tim, Ze po
transkripci produkuji stabilni a UG¢inné translatovanou RNA.
Spravné sestaveni lze ov&¥it sekvencovénim, restrikd&nim
mapovdnim a nebo expresi biologicky aktivniho polypeptidu ve
vhodném hostiteli.

Sav&i CcDNA pro interferon-beta miZe byt izolovéna
pomoci vhodné DNA sekvence lidského interferonu-beta-la
jako¥to sondy pro screening konkrétni sav¢&i c¢DNA knihovny
mezidruhovou hybridizaci. V p¥edklddaném vyndlezu byl uZit

interferon-beta ze savcl jako jsou nap¥. primati, <&lovek,




22

mys, pes, kodka, kréva, kuil a prase. Sav&i interferon-beta

lze ziskat mezidruhovou hybridizaci, a gice uZitim

jedno¥et&zcové cDNA pochédzejici DNA lidského interferonu-beta
jako¥to hybridizadni sondy k izolaci cDNA pro interferon-beta
ze savlich cDNA knihoven.

K metodadm, které mohou byt pouZity

pro izolaci a klonovani sekvenci interferonového genu, patfi

P

metody popsané ve vySe citovanych patentech USA. Relevantni
je zejména patent U.S. 4,738,931 (19. Duben 1988), popisujici
DNA obsahujici gen lidského interferonu-beta.

pP¥edklddany vyndlez se také tykd molekul rekombinantni
DNA, které obsahuji vySe uvedené sekvence DNA.

Molekuly rekombinantni DNA podle vynédlezu jsou schopné

¥idit expresi polypeptidu podle vyndlezu v hostiteli, ktery
je jimi transformovédn. Aby bylo dosaZeno exprese, musi
sekvence DNA kédujici fhzni polypeptid podle vynédlezu byt

operativn& spojena s expresni kontrolni sekvenci. Aby bylo

dosa¥eno odpovidajici transkripce rekombinantniho konstruktu

podle vynédlezu, do rekombinantniho vektoru se vyhodné vloZzi

vhodnd sekvence promotor/enhanceru, za p¥edpokladu, Ze

sekvence promotor/enhancer je schopna ¥idit transkripci

sekvence nukleové kyseliny kédujici glykosylovany interferon-

beta. K promotortm, které se mohou uZit k ¥izeni exprese

faznich proteini zalo¥enych na imunoglobulinu pat¥i, aniZz by

-

tento vydet byl omezujici, d&asny promotor SV40 (Benoist

a Chambon, 1981, Nature 290:304-310), promotor obsazZeny v 3'-

koncové dlouhé termindlni repetici (LTR) viru Rousova

et al., Cell 22:787-797),

1981,

sarkomu (Yamamoto, 1980, thymidin-

kindzovy promotor z herpes viru (Wagner et al., Proc.

U.S.A. 78:144-1445), regulacni sekvence

al.

Natl. Acad. Sci.

metallothioninového (Brinster et 1982, Nature

296:39-42),

genu
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rostlinné expresni vektory obsahujici promotor

nopalinsyntetézy (Herrera-Estrella et al., Nature 303:209-
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213) nebo 358 RNA promotor z viru mozaiky kvétdku (Gardner,
et al., 1981, Nucl. Acids Res. 9:2871), a také promotor
fotosyntetického enzymu ribulézabisfofédtkarboxyléazy (Herrera-
Estrella et al., 1984, Nature 310:115-120); promotorové
elemety =z kvasinek nebo jinych hub jako Je napf. Gal4
promotor, promotor ADC (alkoholdehydrogendzy), promotor PGK
(fosfoglycerolkinédzy), promotor alkalické fosfatdzy, a také
nédsledujici =zvi¥eci transkrip®ni kontrolni dseky, které
vykazuji tkéhovou specifitu a byly wuZity u transgennich
zvitat: kontrolni dsek genu elastdzy I, ktery je aktivni
v bufikdch pankreatu (Swift et al., 1984, Cell 38:639-646;
Ornitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.
50:399-409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425515); zesilovace
(enhancery) nebo promotory genu pro insulin, které jsou
aktivni v beta-builkdch pankreatu (Hanahan, 1985, Nature
315:115-122); enhancery nebo promotory imunoglobulinovych
genti, které ijsou aktivni v lymfatickych butikach (Grosschedl
et al., 1984, Cell 38:647-658; Adames et al., 1985, Nature
318:533-538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-
1444) ; Gsek promotoru a enhanceru &asnych genli cytomegaloviru
(Boshart et al., 1985, Cell 41:521530); kontrolni usek mySi
virus nadoru prsni ¥lazy, ktery je aktivni v butlkdch varlat a
prsu, a lymfatickych a Zirnych buiikdch (Leder et al., 1986,
Cell 45:485-495); kontrolni tsek albuminového genu, ktery je
aktivni v jatrech (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel.
1:268-276) ; kontrolni dsek genu pro alfafetoprotein, ktery je
aktivni v jatrech (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol.
5:1639-1648; Hammer et al., 1987, Science 235:53-58);
kontrolni dsek genu alfa 1-antitrypsinu, ktery je aktivni
v jatrech (Kelsey et al, 1987, Genes and Devel. 1:161-171);
kontrolni Gsek Dbeta-globinového genu, ktery Je aktivni

v myeloidnich butikdch (Mogram et al., 1985, Nature 315:338-
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340; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); kontrolni dsek
genu pro myelinovy bazicky protein, ktery je aktivni
v oligodendrocytech mozku (Readhead et al., 1987, Cell
48:703-712); kontrolni Usek lehkého fetézce 2 myosinu, ktery
je aktivni v kosternim svalstvu (Sani, 1985, Nature 314:283-
286) ; a kontrolni isek genu hormonu uvolniujiciho
gonadotropiny, ktery je aktivni v hypothalamu (Mason et al.,
1986, Science 234:1372-1378). Prokaryotické expresni systémy,
jako nap¥. LAC promotor nebo beta-laktamdzovy promotor
(Villa-Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
75:3727-3731) nejsou vyhodné pro p¥edkladdany vyndlez, nebot
takto exprimovany interferon-beta by nebyl glykosylovany.
Nicméné prokaryotické expresni systémy, které umozni
glyksoylaci interferonu-beta budto v prokaryotickém nebo

eukaryotickém hostiteli, jsou také predmétem predkladaného

vynalezu.
Expresni vektory, které mohou byt pouZity, jsou
nap¥iklad, ani¥ by v8ak tento vydet byl omezujici,

ndsledujici vektory nebo jejich derivéaty: lidské nebo zviF¥eci
viry jako je virus vakcinie, vektory =zaloZené na adenovierch
nebo retrovirech, hmyzi viry 3jako bakuloviry, kvasinkové
vektory, bakteriofdgové vektory (nap¥. lambda) a plazmidové
a kosmidové DNA vektory, abychom jmenovali alespoil nékteré.
Specificky k uZitednym expresnim vektorim pro vyhodné
eukaryotické hostitele pat¥i vektory obsahujici expresni
kontrolni sekvence z 8Sv40, hové&ziho papillomaviru a
cytomegaloviru. Uvnit¥ kaZdého specifického vektoru se
vyberou rtiznid mista pro vloZeni poZadované DNA sekvence. Tato
mista jsou v&tZinou definovéna restrikénimi endonukledzami,
které v t8chto mistech &St&pi DNA. Odbornikovi je toto dobfte
znamo. Je také jasné, Ze dany expresni vektor uZitelny pro

vyndlez nemusi mit restrik&ni endonukledzovd mista pro
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inzerci vybraného fragmentu DNA. Misto toho se vektor spoji
s fragmentem alternativnim zplsobem.

Expresni vektor, misto vybrané pro inzerci vybraného

fragmentu DNA a operativni spojeni k expresni kontrolni
sekvenci jsou urceny mnoha rlznymi faktory jako Jje nap¥t.
pofet mist Stépitelnych konkrétnim restrikénim enzymen,

velikost polypeptidu, citlivost polypeptidu k proteolytické
degradaci apod. Vybé&r vektoru a inzerénich mist pro danou DNA
je pak dan balanci téchto faktoru.

Rekombinantni konstrukty podle vynadlezu se vnesou do

bunék, které jsou schopné exprimovat fdzni protein, metodami,

které jsou odbornikdm znémy . K témto metodadm  pat¥i
transformace (napt. metodou s DEAE-dextranem nebo
kalciumfosfatem), transfekce, mikroinjekce, infekce,

vst¥elovdni do buriky a elektroporace butlkky. MiZe byt uZita

jakdkoliv hostitelsk& builtka, =za predpokladu, Ze sekvence

rekombinantni nukleové kyseliny bude adekvatné transkribovéna
do RNA v buflkdch tohoto typu a Ze tyto butlky jsou schopny

glykosylovat  protein. Krom&€ toho jakékoliv  konstrukty

rekombinantni nukleové kyseliny podle vyndlezu mohou byt

u¥ity k vytvo¥eni transgennich zvi¥at, s vyjimkou <&lovéka,

schopnych produkovat fazni proteiny zalozené na

imunoglobulinu. Ve vyhodném provedeni vynadlezu jsou

hostitelské butiky sav&i bullky jako jsou nap?¥. butltky COS nebo
CHO.

Usp&snou inkorporaci téchto polynukleotidovych
konstruktt do daného expresniho vektoru je moZno
identifikovat obecné& t¥emi moZnymi postupy: (a) DNA-DNA
hybridizaci, (b) p¥itomnosti &i absenci funkci "markerovych"

(c)

p¥ipadli se

gent, a expresi vloZené sekvence. V prvnim z uvedenych

pritomnost genu interferonu-beta-la v expresnim

vektoru detekuje hybridizaci DNA-DNA uZitim sondy, ktera
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obsahuje sekvence homologni s vloZenym genem fdzniho
proteinu. Ve druhém p¥ipad€ se rekombinantni  systém
vektor/hostitel identifikuje a selektuje na zakladé

pritomnosti nebo nep¥itomnosti urdité markerové funkce (napt.

thymidinkindzovad aktivita, ©resistence k antibiotikim jak
nap¥. G418, transformovany fenotyp, vytva¥eni okluznich
t&lisek u bakuloviru apod.) zplUsobené vloZenim cizorodého

genu do vektoru. Tak nap¥. kdyZ je polynukleotid vloZen do
vektoru tak, Ye preruSuje sekvenci markerového genu,
rekombinanty obsahujici inzert jsou identifikovany na zakladé
absence funkce markerového genu. Ve t¥etim pripadé je
rekombinantni expresni  vektor identifikovéan testovanim
exprese cizorodého genového produktu z rekombinantniho
vektoru. Takové testy jsou nap¥. zaloZeny na fyzik&lnich nebo
funk&nich +vlastnostech genového produktu v biologickych
testovacich systémech.

Je t¥eba mit na pam&ti, Ze ne vS8echny kombinace
hostitel/expresni vektor funguji se stejnou Gdinnosti pri
expresi DNA kédujici polypeptid podle vyndlezu. AvsSak
odbornik mizZe provést konkrétni vybér kombinace
hostitel/expresni vektor p¥i uvaZeni principd stanovenych v
predkladaného vyndlezu aniZ by se odchylil od vynédlezecké
my8lenky predklédaného vyndlezu.

V§hodné provedeni p¥edkléddaného vynédlezu zahrnuje fazni
proteiny a sekvence DNA, které tyto proteiny kdéduji. Tyto
fizni proteiny maji amino-koncovy tUsek charakterizovany
aminokyselinovou sekvenci interferonu-beta-la a karboxy-
koncovy tsek obsahujici doménu proteinu jiného neZ je
interferon-beta-1la. Genericky  vzorec vyhodného fdzniho
proteinu je protein majici aminokyselinovou sekvenci X-Y-Z,
kde X je polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci, nebo

alespoii jeji &ast, odpovidajici aminokyselinové sekvenci
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lidského interferonu-beta, Y je volitelnd spojovaci <&ast
(linker) a Z je polypeptid obsahujici alespoil géast
polypeptidu jiného ne% Jje lidsky interferon-beta. V jednom
provedeni  &ast 7 je dast polypeptidu, ktery  obsahuj
imunoglobulinu podobnou doménu. K p¥ikladim takovych
polypeptidad pat¥i D1, CD2, CD4 a ¢&leny I. a II. t¥idy
antigent hlavniho histokompatibilniho systému (pro priklady
t&hto polypeptidld viz také p¥ihlasku U.S. 5 565 335, Capon
et al.).

Jast 7 obsahuje nap¥. n&kolik histidinovych zbytkd,
nebo vyhodné Fc fGsek imunoglobulinu, p¥icemz "Fc" je
definovan Jjako fragment protildtky obsahujici C-koncovou
doménu té&¥kého Yet&zce imunoglobulinu.

V nejvyhodn&jsim provedeni fidzniho proteinu podle
vynalezu je polypeptid interferonu-beta-la fazovan

Fc dseku

[

prost¥ednictvim svého C-konce s alespon Cast
imunoglobulinu. Interferon-beta-la tak vytva¥i amino-koncovou
Yast a Fc vytvari karboxy-koncovou &&st f£dzniho proteinu.
V t&chto faznich proteinech je vyhodn& omezen na kloubovy
Gsek konstantni domény a domény CH2 a CH3. Fc fragment té&chto
fdznich protein mi%e byt také omezen na <cast kloubového
dseku, kterd je schopna tvo¥it intermolekuldrni disulfidické
mistky, a domény CH2 a CH3, nebo odpovidajici funkéni
ekvivalent. Takové konstantni Gseky mohou pochazet
z jakéhokoliv savece (vyhodn& ¢&lovéka) a mohou byt ziskény
z jakékoliv t¥idy a/nebo izotypu protilatky v&etn& IgA, IgD,
IgM, IgE and IgGI, IgG2, IgG3 a IgG4.

Molekuly rekombinantni nukleové kyseliny kédujici Ig
fdze lze pY¥ipravit jakoukoliv metodou v oboru znamou (viz
Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning; A Laboratory to
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,

N.Y.) nebo u¥itim vetejn& dostupnych klond. Metody pripravy

(X X2 J

*
(X2 X 24
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gent, které kdéduji konstantni Gseky téZkych a lehkych ¥Yetézcu
imunoglobulinu, byly popsény nap¥. v Robinson, R. et al.,
mezindrodni patentova  prihlaska PCT  publikovanéa jako
W087/02671. Sekvence c¢DNA kdéddujici molekulu interferonu nebo
jeji fragment miZe byt p¥imo spojena s DNA sekvenci kdédujici
konstantni dsek té&Zkého ¥eté€zce imunoglobulinu nebo mize byt
spojena prost¥ednictvim spojovaci sekvence (linkeru). V jiném
provedeni vyndlezu je rekombinantni expresni systém vytvofen
tak, Ye obsahuje sekvenci koédujici interferon-beta ve
spravném c¢tecim raémci se syntetickym usekem pro kloubovou
oblast protilatky. Krom& toho miZe byt pot¥ebné vlozit, jako
Gast rekombinantniho wvektorového systému, nukleové kyseliny
odpovidajici 37-koncovy uUsek lemujici imunoglobulinovy gen
obsahujici mista pro Stépeni a polyadenylaci RNA a
"downstream" sekvence. A dale mi%e byt pot¥ebné vloZit
signadlni sekvenci do polohy "upstream" od kdédujici sekvence
imunoglobulinového fdzniho proteinu, aby se umoZnila sekrece
fazni molekuly z bunék transformovanych rekombinantnim
vektorem.

Predkladany vynédlez poskytuje dimerni fazni molekuly a
také monomerni nebo multimerni molekuly obsahujici fazni
proteiny. Takové multimerni molekuly mohou byt pripraveny
uZitim takovych Fc lsekll Ig molekul, nebo jejich d&asti, které
jsou obvykle multivalentni jako jsou nap¥. pentamery IgM nebo
dimery IgA. Je z¥ejmé, Ze polypeptid J Yeté&zce je pot¥ebny
pro vytvo¥eni a stabilizaci pentamertd IgM a dimerd IgA.
Alternativné& multimery faznich proteind interferonu-beta-la
mohou byt pY¥ipraveny uZitim proteinu s afinitou k Fc dseku Ig
molekul, jako je nap¥. protein A. Tak nap¥. mnohé fazni

proteiny interferon-beta-la/imunoglobulin mohou byt navazany

na agardzové perlicky s proteinem A.
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Tyto polyvalentni formy jsou uZitedné, nebot maji mnoho
vazebnych mist pro receptor interferonu-beta-la. Nap¥t.
bivalentni rozpustny interferon-beta-la je sloZen ze dvou
tandemové se opakujicich sekvenci aminokyselin 1 aZz 166
v gekvenci id. ¢. 2 (nebo kdédovanych lGsekem 1 aZ 498 sekvence
id. &. 1) (&ast X v generickém vzorci) oddélenych spojovacim
Gsekem (&ast Y), a tato repetice je spojena s alesporl d&asti
konstantni domény imunoglobulinu (Cast zZ). Pozménéné
polyvalentni formy mohou byt zkonstruovany, napt. chemickym
navidzanim fize interferon-beta-la/Ig na klinicky pF¥ijatelnou
nosidovou molekulu, polymer vybrany =ze skupiny obsahujici
Ficoll, polyethylenglykol nebo dextran, a sice obvyklymi
metodami konijugace. Alternativﬁé miZe byt interferon-beta-1la
chemicky konjugovdn s biotinem, a tento konjugadt biotin-
interferon-beta-Fc se pak navdZe na avidin, <&imZz vznikne
tetravalentni molekula avidin/biotin/interferon-beta. Flze
interferon-beta-la/Ig mi¥e byt také kovalentné€ navizdna na
dinitrofenol (DNP) nebo trinitrofenol (TNP), a vysledny
konjugédt pak precipitovadn pomoci anti-DNP nebo anti-TNPIgM,
&im¥Z se vytvori dekamerni konjugdty s valenci 10 pro vazebna
mista k receptoru interferonu-beta.

Proteiny interferonu-beta-la a jejich fragmenty a fdzni
proteiny podle vyndlezu mohou byt izolovany a purifikovany
obvyklymi metodami, jako je nap¥. extrakce, precipitace,
chromatografie, afinitni chromatografie, elektroforéza apod.
Nap¥. interferonové proteiny a 3jejich fragmenty se mohou
purifikovat tak, Ze se Jjejich roztok nanese na kolonu
obsahujici imobilizovani receptory interferonu (viz napt.
patent USA &. 4,725,669). Navézané molekuly interferonu se
pak eluuji uZitim chaotropni soli nebo uZitim vodného roztoku
kyseliny octové. Imunoglobulinové fhzni proteiny mohou byt

purifikovény tak, %e prochédzeji p¥es obsahujici imobilizovany
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protein A nebo protein G, které selektivné€ vazi Gsek Fc
fazniho proteinu (viz nap¥. Reis, K. J., et al., J. Immunol.
132:30983102 (1984) ; PCT p¥ihlaska publikovana jako
WO87/00329). Chimerickd protiladtka se pak eluuje uZitim
chaotropni soli nebo uZitim vodného roztoku kyseliny octové.

Alternativné se molekuly flGzniho proteinu interferonu a
imunoglobulinu pro ziskdni v podstaté& <&istého proteinu
purifikuji na kolon& s anti-interferonovou protilatkou nebo
na kolon& s anti-imunoglobulinovou protiléatkou.

Terminem " v podstat& d&isty" je minén protein zbaveny
nefistot, které Jsou s nim v p¥irozeném stavu spojeny.
V podstaté& &isty stav je mo¥né dokdzat vyskytem jediného péasu
p¥i elektroforéze.

P¥ikladem uZitedného flzniho proteinu interferon-beta-
la/Ig podle vyndlezu je protein sekvence id. ¢&. 2, ktery je
secernovan v buné&éné kultufe eukaryotickych bunék
obsahujicich expresni plazmid pCMG261 (viz p¥iklad 2). Tento
protein se sklada ze zralého 1lidského interferonu-beta-la
fazovaného s &asti kloubového Gseku a konstantnimi doménami
CH2 a CH3 mysiho Ig. P¥itom obsahuje UGsek mySiho
imunoglobulin dostatedny k tomu, aby byl rozpoznan Fc
vazebnym proteinem, a sice proteinem A.

Daldi fidzni proteiny podle vyndlezu obsahujici lidsky
interferon-beta-1 jsou uvedeny: (a) jako sekvence id. &. 3 a
4, ukazujici cDNA a dedukovanou aminokyselinovou sekvenci
his-oznadené filze interferonu-beta-la (také ukézéna na obr.
1), a (b) sekvence id. &. 1 pro cDNA kédujici fdzni protein
interferon-beta-la/Ig se sekvenci id. &. 2 (ukdzan také na
obr. 2).

Vyhodné proteiny interferonu-beta-la podle vynalezu

obsahujici novou ‘"spojovaci" sekvenci DNA 1id. ¢&. 5 a

aminokyselinovou sekvenci id. &. 6 p¥edstavujici kodony 11

oeew
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triplett na obou stranach spoje mezi DNA lidského
interferonu-beta a DNA kdédujici konstantni dsek 1lidského
imunoglobulinu (viz p¥iklad 5: sekvence id. <&. 41 a 42).
Specificky, sekvence id. ¢&. 5 k&édujici 1lidsky interferon-
beta-la kondi nukleotidovym tripletem 568-570 (AAC) a DNA
kédujici konstantni lGsek lidského IgGl zacind tripletem (GAC)
polinaje nukleotidem ¢&. 574 v sekvenci id. &. 41.
Odpovidajici dedukovand aminokyselinova& "spojovaci'" sekvence
je uvedena jako sekvence id. &. 6 a je zaloZena na sekvenci
id. &. 42. Byla definovédna i dal8i jedine&nd "spojovaci"
sekvence, kterd zahrnuje linkerovou sekvenci ve vysledném DNA
konstruktu (viz p¥iklad 5: sekvence id. &. 43 a 44). Tato
sekvence "gpojovaci" DNA a ptrislugnad aminokyselinova& sekvence
jsou uvedeny jako sekvence id. &. 7 a 8, které ukazuji kodony
11 tripletl na obou strandch spoje primo mezi koncem sekvence
interferonu-beta-la (nukleotid &. 570 v sekvenci id. ¢&. 43) a
sekvenci linkeru (nukleotidy 571 aZ 585 v sekvenci id. ¢&.
43, GGGGS v sekvenci id. &. 8).

"Spojovaci" DNA sekvence mohou byt uZity jako DNA sondy a
jsou to minimdlni DNA pot¥ebné pro hybridizaci za
standardnich podminek s jakoukoliv DNA sekvenci kdédujici
fizni protein interferon-beta-la/Ig. Nicméné za p¥edpokladu,
ze celd sonda hybridizuje s obé&ma stranami spojovaci
sekvence a ob& strany spoje interferon-beta/konstantni dsek
se podileji na hybridizaci, mohou existovat i men8i sekvence.
Navic odbornikovi Jje z¥ejmé, Ze DNA sekvence vétdi nezZ
sekvence id. ¢&. 7 jsou také vhodné pro hybridizaci. Odbornik
mi¥%e snadno otestovat, zda konkrétni sonda, Jjak napt.
gsekvence id. &. 5 nebo 7, je schopna hybridizace na obou
strandch spojeni, a to tak, Ze oznali 5 -konec budto
jedno¥eté&zcového "sense" oligonukleotidu nebo

jednotet&zcového "anti-sense" oligonukleotidu vhodné€ znacenym
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fosfdtem 2z ATP uZitim polynukleotidkindzy. Sekvence podle
vynédlezu musi hybridizovat s obé&ma, a tudiZz byt oznadena
ob&ma oligonukleotidovymi sondami. Odbornikovi Jje také
z¥ejmé, %e vyndlez =zahrnuje také plné€ degenerované sekvence

kédujici spojovaci sekvenci id. €. 5 nebo 7.

III. Dal&i varianty interferonovych fdznich polypeptidl

K derivAtim proteint podle vyndlezu pat¥i také rhzné
strukturni formy primdrnich proteinti, které si uchovavaji
biologickou aktivitu. Diky pritomnosti ionizovatelné
aminoskupiny a karboxylové skupiny mohou byt fhGzni proteiny
interferonu-beta nap¥. ve form& kyselych nebo bazickych soli,
nebo mohou byt v neutridlni form&. Jednotlivé aminokyselinové
zbytky mohou byt modifikované oxidaci nebo redukci. A déle
primdrni aminokyselinovd struktura (v&etné N- a/nebo C-
koncovych f{seku) nebo glykanova <&ast interferonu-beta mohou
byt modifikovany (derivatizovény") vytva¥enim kovalentnich
nebo agregovanych konjugdtl s jinymi chemickymi skupinami,
jako jsou nap¥. glykosylové skupiny, polyalkylenglykolové
polymery jako nap¥. polyethylenglykol (PEG: viz soucasné
projednadvané p¥ihla¥ky stejného p¥ihlaSovatele &. 60/104,491
a 60/720,237), 1lipidy, fosfaty, acetylové skupiny apod., a
nebo vytva¥enim mutaci aminokyselinovych sekvenci.

K dalgim derivattim interferonu-beta/Ig patt¥i kovalentni
nebo agregované konjugaty interferonu-beta nebo jeho
fragment® s jinymi proteiny nebo polypeptidy, které jsou
p¥ipojeny syntézou v rekombinantni kultu¥e jako dodatecné
C- nebo N-konce. Tak nap¥. konjugovany peptid miZe byt
gignalni (nebo tzv. vedouci) polypeptidova sekvence
v N-koncovém Gseku proteinu, ktera p¥i translaci

(kotransladn&) nebo po translaci (posttranslalné) sméruje
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prenos proteinu z mista jeho syntézy do mista jeho plisobeni
uvnit¥ butlkky nebo wvn& bun&®né membrany nebo bun&&né sté&ny
(nap¥. vedouci sekvence alfa-faktoru kvasinek). Receptorové
proteiny interferonu-beta mohou obsahovat peptidy p¥idané pro
usnadnéni purifikace nebo identifikace interferonu-beta
(nap¥. faze histdin/interferon-beta-la) . Aminokyselinova
sekvence interferonu-beta mbGZe byt také spojena s peptidem
Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys  (DYKDDDDK) (Hopp et al.,
Bio/Technology 6:1204, 1988.) Tato sekvence je s8ilné
antigenni a poskytuje epitop revezibiln& vazany specifickou
monoklondlni protildtku, coZ umoZiluje rychlé testovani a
snadné <¢isténi exprimovaného rekombinantniho proteinu. Tato
sekvence je také specificky &tépena enterokindzou =z hovézi
sliznice v misté& zbytku bezprost¥edné nédsledujicim po dvojici
Asp-Lys.

K dal&im analogim pat¥i fdzni proteiny interferonu-beta
s Fc nebo jejich biologicky aktivni fragmenty, jejich
sekvence interferonu-beta se 1i§i od sekvenci uvedenych jako
sekvence id. c. 2, 4, 6 nebo 8 jednou nebo vice
konzervativnimi za&ménami aminokyselin nebo jednou &i vice
nekonzervativnimi z&m&nami, a nebo delecemi nebo inzercemi,
které nenarusuji biologickou aktivitu izolovaného proteinu.
Ke konzervativnim substitucim typicky pat¥#i substituce jedné
aminokyseliny druhou aminokyselinou s podobnymi vlastnostmi,
jako Jjsou nap¥. substituce v ramci nésledujicich skupin:
valin, alanin a glycin; leucin a isoleucin; kyselina
asparagovd a glutamova, asparagin a glutamin; serin a
threonin; lysin a arginin; a fenylalanin a tyrosin. K
nepoldrnim hydrofobnim aminokyselindm pat¥i alanin, leucin,
isoleucin, valin, prolin, fenylalanin, tryptofan a methionin.
K polédrnim neutrdlnim aminokyselindm pat¥i glycin, serin,

threonin, cystein, tyrosin, asparagin a glutamin. K pozitivné
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nabitym (bazickym) aminokyselindm pat¥i arginin, 1lysin a
histidin. K negativné€ nabitym (kyselym) aminokyselindm pat¥i
kyselina asparagova a kyselina glutamnova. Dalgi
konzervativni substituce jsou odbornikovi jasné. Tak napt.
pro konzervativni substituci aminokyseliny alaninu je moZné
vybrat kteroukoliv 2z aminokyselin jako je D-alanin, glycin,
beta-alanin, L-cystein a D-cystein. Pro lysin lze vybrat jako
nadhradu kteroukliv z aminokyselin D-lysin, arginin,
D-arginin, homo-arginin, methionin, D-methionin, ornitin a
D-ornitin. Obecné substituce, u kterych se da oclekévat, 7Ze
zpusobi zmény ve funk&nich vlastnostech izolovanych
polypeptidd, jsou p¥ipady, kdy: (i) poléarni zbytek, nap¥f.
serin nebo threonin, je nahrazen (nebo se uzije k nahrazeni)
hydrofobnim zbytkem, nap¥. leucinem, isoleucinem,
fenylalaninem nebo alaninem  (ii) cysteinovy zbytek Jje
nahrazen (nebo se uZije Kk nahrazeni) jinym zbytkem a nebo

ard

(iii) =zbytek majici elektropozitivni vedlej&i FYetézec naprt.
lysin, arginin nebo histidin, je nahrazen (nebo se uZije
k nahrazeni) zbytkem majicim elektronegativni vedlejsi
Yet&zec, jako Jje nap¥. kyselina glutamovd nebo asparagovéa,
nebo (iv) zbytek majici objemny vedlejs8i Yetézec, jako je
nap¥. fenylalan, je nahrazen (nebo se uZije k nahrazeni)
zbytkem, ktery nemd takovy vedlej8i FYetézec, napf. glycinem.
Vynadlez také zahrnuje izolované molekuly, které Jsou
alelickymi variantami, p¥irozenymi wutantami, indukovanymi
mutantami nebo proteiny, které jsou kédovany DNA
hybridizujici za podminek vysoké <Ci nizké stringence s
nukleovymi kyselinami k&dujicimi polypeptid se sekvencemi id.
&. 2, 4, 6 nebo 8.

Pivodci ptripravili dals8i wmutanty interferonu-beta-la,
které Jsou dal&imi variantami <&&sti interferonu-beta-la

v proteinu podle vyndlezu. Tyto interferon-beta-la <dasti
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mohou byt zv1a&t& uZitedné, pokud projevuji nové vlastnosti,
které nemd interferon-beta-la divokého typu (viz p¥iklad 1).
Strudn& shrnuto, byla provedena mutadni analyza lidského
interferonu-beta-la s cilem mapovat aminokyselinové zbytky
nutné pro aktivitu a vazbu receptoru. Dostupnost trojrozmé€rné
krystalové struktury  lidského interferonu-beta-1la (viz
Karpusas et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 11813-
11818) umo¥nila identifikovat, pro alaninové (nebo serinové)
substituce zbytky, které jsou vystaveny rozpoustédlu a jsou
dostupné pro interakce s receptorem interferonu-beta, a
pritom zachovat aminokyselinové zbytky podilejici se na
vytvéd¥eni intramolekuldrnich vazeb. Byl pfipraven panel 15
alaninovych "skenovacich" mutant, kde bylo nahrazeno 2 az 8
zbytkt v ur&itych oblastech 8roubovic (A, B, C, D, E) a
smy&ek (AB1, AB2, AB3, CDl, CD2, DEl, DE2) interferonu-beta-
la (viz p¥iklad 1).

Amino-koncova histidinova& znadka ("his" tag) byla vloZena
pro afinitni purifikaci mutant exprimovanych v savdéich
buiikdch (sekvence id. &. 2, obr. 1). Funk&ni dusledky té&chto
mutaci byly vyhodnoceny pomoci antivirovych a
antiprolifera&nich testl. Byl také vyvinut neradioaktivni
vazebny test pro analyzu schopnosti mutant véazat se na
receptor interferonu-beta na povrchu bungk (bun&fny povrchovy
receptor IFNAR1/2). Navic byl uZit test zaloZeny na ELISA-
testu uzivajici fdzni  protein  "ektodoméma  IFNAR2/Fc"
k navazani interferonu pro mapovani povrchovych interakci
mezi interferonem-beta-la a IFNAR2 (viz p¥iklad 2). Tyto
mutadni analyzy ukézaly, %e N- a C-konce leZi v Casti
molekuly interferonu-beta, kterd neni duleZita pro vazbu
receptoru nebo pro biologickou funkci.

Byly identifikovény t¥i druhy a&inkd, které byly

zplisobeny cilenou mutagenezi. Tyto Glinky mohou byt za
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urditych okolnosti vyhodné p¥i vyvoji interferonovych 1léd&iv.
Tyto t¥i 0&inky Dbyly néasledujici: (a) mutanty s vyS88i
antivirovou aktivitou neZ interferon-beta-la divokého typu
s his-znalkou (nap¥. mutanta C1), (b) mutanty aktivni jak
v antivirovém tak antiproliferadénim testu, ale jejich
antiproliferadni aktivita byla neGmérné nizk&d ve srovnani
s antivirovou aktivitou, vzhledem k interferonu-beta-1a
divokého typu s his—znaékou (nap¥. mutanty Cl1, D a DEl),a (c)
funk®né€ antagonistické mutanty (nap¥. Al, B2, CD2 a DE1l),
které vykazuji antivirovou i antiproliferac¢ni aktivitu, ktera
byla netmé&rné nizkd wve srovnadni s vazebnou aktivitou
k receptoru, vzhledem k interferonu-beta-la divokého typu.
Kromé& toho 1 spojeni mezi interferonovou dcéasti (X) a
druhou &asti (Z), kterda je odlig&nd od interferonu-beta-1la
(nap¥. Fc fragment imunoglobulinu) mblZe byt zpusobeno
chemickou reakci, kterd bude vazat obé molekuly tak dlouho,
dokud si imunoglobulin a interferon-beta-la zachovaiji své
aktivity. K takovym chemickym spojenim pat¥i nap¥. kovalentni

~

vazba, afinitni wvazba, interkalace, koordinacni vazba a
vytvo¥eni komplexu. P¥ikladem spojovacich d&inidel (t3.
linkeru Y v generickém vzorci), kterd vytvori kovalenmtni
vazby mezi interferonovou a imunoglobulinovou <&&asti pat¥i
organické slouleniny jako napt. thicestery, karbodiimidy,
sukcinimidestery, diisokyanaty jako je tolylen-2,6-
diisokyandt, glutaraldehydy, diazobenzeny a hexamethylen-
diaminy jako je nap¥. bis- (p-diazoniumbenzoyl) -ethylendiamin,
bifunk&ni derivaty imidoestertu jako je dimethyladipimidat, a
biaktivni slouleniny fluoru jako je 1,5-difluoro-2,4-
-dinitrobenzen. Tento vydet neni samoz¥ejm& vylerpavajicim
seznamem ruUznych t¥id chemickych vazebnych <&inidel v oboru

znédmych. Mnohd z nich jsou také komeréné dostupnd jako nap¥t.

N-sukcinimidyl-3- (2-pyridyldithio)propionét (SPDP),
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hydrochlorid l-ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)karbodiimidu
(EDC) ; 4-sukcinimidyloxykarbonyl-alfa-methyl-alfa-(2-pyridyl-
dithio) -toluen (SMPT: Pierce Chem. Co., katalog. . 21558G).

IV. Vyuziti vynédlezu

Fazni proteiny podle vyndlezu se mohou vyuzit ve
farmaceutickych p¥ipravcich tam, kde je pot¥eba uZit 1léc&eni
interferonem. Tyto molekuly maji vyhody fGznich protein,
zejména flznich proteindt s Ig, jde zejména o zménénou
farmakokinetiku a farmakodynamiku, kterd vede k prodlouZzenému
biologickému polodasu a prodlouZené dobé setrvani v cévnim
systému. Kromé& toho zvlasté vyhodné proteiny glykosylovaného
interferonu-beta-1a, acdkoliv jsou strukturné podobné
interferonu-beta-1b, maji mnohondsobné vys88i Dbiologickou
aktivitu neZ neglykosylovany interferon-beta-1b (viz Runkel
et al., 1998, Pharm. Res. 15: 641-649).

Produkty podle vyndlezu byly shledadny uZiteénymi pro
udrZeni biologického pololasu terapeutického interferonu-
beta-la, a mohou byt pro terapeutické podavani upraveny napt.
rozpudté&nim ve vodé nebo v jiném vhodném kapalném médiu.

L

Podavani se provadi parenterdlnim nebo perordlnim zplsobem
nebo ve form& aerosolu. Pro peroradalni podavani mohou byt
pYipraveny jemné koloidni suspenze pro dosaZeni depotniho
G&inku pr¥i parenterdlnim podavani, nebo p¥i perorédlnim
podavani, zatimco aerosolové pripravky jsou povahou kapalné
pripravky nebo ve formé& suchého préasku. Faze interferonu-
beta-la podle p¥edkl&ddaného vyndlezu by mély mit dobrou
stabilitu p¥i skladovani v suchém lyofilizovaném stavu nebo
jako kapalné pripravky.

Terapeutické proteiny podle pF¥edklddaného vynélezu

-

mohou byt uZity k profylaxi nebo k lé&eni jakékoliv nemoci
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nebo poruchy, pro které je uGéinnou sloZkou interferon-beta-
la. kromé& toho flGzni proteiny podle wvyndlezu se mohou uzit
pro diagndézu sloZek, stavl@d nebo nemoci v biologickych
systémech nebo wvzorcich, stejné tak jako pro diagnostiku
v jinych neZz fyziologickych systémech.

Pri terapeutickém vyuziti predkladany vynédlez

-

pYedpoklada vyuZiti k lé&eni zvi¥ete, kterd budto jiZ trpi

=

nebo je latentné€ nachylné k onemocnéni a vyZaduje tudiZ
takové 1éceni, které spodiva v tom, Ze se zviYeti podava
a¢inné mnozstvi flzniho proteinu podle wvynalezu, které Ije
terapeuticky a¢inné pro danou nemoc nebo poruchu.
K subjekttm, které Dbudou 1léleny filznimi proteiny podle
vyndlezu pat¥i zvifata a predev8im dlovék. V zévislosti na
nemoci nebo stavu, které maji byt l1léleny, zvi¥eti se podava
fzni protein interferonu-beta-la podle vyndlezu v jakékoliv
terapeuticky udinné a bezpelné davce, kterou odbornik snadno
stanovi bez nutnosti nadmé&rného experimentovéni. Vzhledem
k mezidruhové barié¥e pro interferony typu I je nebytné
p¥ipravit fhzni proteiny interferonu-beta-la podle vynalezu
vZdy s interferony z odpovidajiciho biologického druhu.
Antiprolifera¢ni bunédnd aktivita interferonu-beta-la
je dob¥e 2zndma. Konkrétné€ nékteré fldze interferonu-beta-1la
popsané v predkladané p¥ihldi8ce Jjsou uZitecné k 1léceni
nédorovych a rakovinnych onemocnéni, jako je napt.
osteogenni sarkom, lymfom, akutni lymfocytarni leukémie,
karcinom prsu, melanom a nasofaryngealni karcinom, a také
autoimunitnich onemocnéni 3jako je nap¥. fibrdza, Ilupus a
roztroudend skleréza mozkomiZni. Také se da& odekévat, Ze
antivirovad aktivita, kterou projevuji fhGzni proteiny podle
vyndlezu, se vyuZije k 1léfeni wvirovych onemocnéni, jak jJe
nap¥. infekce ECM, ch¥ipka a dals8i infekce respiracniho

traktu, hepatitida a rabies. Také se da& olekavat, Ze




csoese
20
*
X X X4
seee
-
eses

39

imunomoduladni aktivita, kterou projevuji fazni proteiny
podle vynélezu, se vyuZije k 1lé&eni autoimunitnich a
zdn&tlivych onemocnéni jako je nap¥. fibrdéza a roztroudena
sklerdza mozkomi&ni. Schopnost interferonu-beta-la inhibovat
vytva¥eni novych krevnich cév (tj. inhibovat angiogenezi a
neovaskularizaci) p¥edurduje fidzni proteiny podle vynalezu
k pouZiti p¥i 1é%eni angiogennich nemoci Jjako je nap¥.
diabetickd retinopatie, retinopatie pF¥edcasné& narozenych,
makuldrni degenerace, odvrZeni &St&pu rohovky, neovaskularni
glaukom, retrolentdlni fibroplazie, rubebza a Osler-Webertv
syndrom. Krom& toho antiendotelidlni aktivita interferonu je
ji¥ n&jakou dobu znadma a jeden z moZnych mechanismi plsobeni
interferonu mi¥e byt naruSeni aktivity endotelovych bunék
tim, Ze inhibuje produkci nebo aktivitu angiogennich faktord
produkovanych nddorovymi builkami. Né&které cévni nédory, jako
nap¥. hemangiomy, jsou 2zv1asté citlivé k léceni interferonem.
Léfeni interferonem alfa je zatim jedinym doloZenym zplsobem
1é&eni této nemoci. Lze odekdvat, Ze 1léfeni flznimi proteiny
interferonu-beta-la podle vynélezu poskytne znadcny
farmaceuticky prosp&ch ve smyslu zlepSené farmakokinetiky a
farmakodynamiky, nebot konjugaty zlUstdvaji v cévach po delsi
dobu ne%¥ nekonjugované interferony, coZ umoZiuje mnohem
G&inn&j8i terapii p¥i pouZiti konjugdtl jako antiangiogenniho
l1é¢iva (viz p¥iklad 9).

Flize polymer-interferon-beta-la podle vyndlezu mohou
byt poddvany jako takové a nebo ve formé& farmaceuticky
p¥ijatelnych esterll, soli nebo jinych fyziologicky aktivnich
derivatt. V té&chto farmaceutickych p¥ipravcich je interferon-
beta-1la vyhodné uzivan gspolelné s jednim nebo vice
farmaceuticky prijatelnymi nosidi, a volitelné& jakymikoliv
dal®imi terapeutickymi sloZkami. Nosi¢ musi byt farmaceuticky

p¥ijatelny v tom smyslu, Ze musi byt kompatibilni s ostatnimi
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sloZkami v p¥ipravku a nesmi byt nadmérné 8kodlivy pro
p¥ijemce. P¥ipravek interferonu-beta-la se podavd v mnoZstvi
G&inném pro dosaZeni poZadovaného farmakologického dué&inku,
jak ji¥ bylo popséno vyse, a v takovych dil&ich mnoZstvich,
aby bylo dosaZeno pozadované denni davky.

K vhodnym lékovym formé&m pat¥i formy pro parenteralni i
jiné podavani, k vhodnym specifickym zpisoblm podavani pat¥i
napt. podavani  peroralni, rektalni, bukalni, topické,
nazalni, oftalmické, subkutanni, intramuskularni,
intravendézni, transdermdlni, intrathekdlni, intraartikuldrni,
intraarteridlni, subarachnoidalni, bronchidlni, Ilymfatické,

-

vagindlni a intrauterinni. Vyhodné jsou 1lékové formy pro
perordlni, nazdlni a parenterédlni podavéani.

Pokud je interferon-beta-la uZit v p¥ipravku, ktery
obsahuje tekuty roztok, p¥ipravek se vyhodné podavéa perorélné
nebo parenteralné. Pokud je interferon-beta-1la uzit
v ptipravku, ktery je ve form& tekuté suspenze nebo suchého
prasku formulovan spoledné s biologicky kompatibilnim
nosidem, pak se miZe vyhodn& podéavat perordlné&, rektélné nebo
bronchidlné.

Pokud je interferon-beta-la uZit v pripravku primo jako
tuhd latka ve form& prasgku, vyhodné se miZe podavat
perordln&. Alternativné€ se mlZe podavat nazdlné nebo
bronchidln&, pomoci nebulizace prasgku v nosicovém plynu, kdy
se vytvar¥i disperze préadku v plynu, kterou pacient vdechuje,
a sice uZitim vhodného nebulizadniho za¥izeni.

Pripravky obsahujici fdzni proteiny podle predkladaného
vyndlezu se vyhodn& formuluji do jednotkovych lékovych forem,
a sice jakymikoliv metodami, které Jjsou odbornikim ve
farmacii =znémy. Tyto metody obecné obséhuji krok, kdy se
G&innad slo?ka smisi s nosiem a p¥ipadné dalSimi pomocnymi

slo¥kami. Typicky se p¥ipravky pripravuji uniformnim a
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P

dokonalym smisenim G&inné sloZky (&i vice G&innych sloZek)
s kapalnym nosidem, jemn& rozm&ln&nym tuhym nosiem nebo
ob&ma, a pak se produkt podle pot¥eby formuluje do
poZadovanych lékovych forem.

pP¥ipravky podle vyndlezu vhodné pro perorédlni podavani
jsou v podob& diskrétnich jednotek jako jsou nap¥. tobolky,
oplatky, tablety nebo pastilky, kdy kaZdd takova forma
obsahuje p¥edem stanovené mnoZstvi Ginné sloZky v podobé
prdsku nebo granulatu, nebo v tekuté formé&, vodné nebo
bezvodé, jako je nap¥. sirup, elixir, emulze nebo péna.

Tablety se pripravuji lisovanim nebo odlévanim, p¥ipadé
s jednou nebo vice pomocnymi sloZkami. Lisované tablety se
p¥ipravuji lisovdnim na vhodnych za¥izenich, kde se wuZiva
G&innad slo¥ka ve voln& sypké form& jako Jje préasSek nebo
granuléat, kterd se pripadné misi s pojidly, rozvoliiujicimi
inidla, lubrikanty a inertnimi ¥edidly, povrchov& aktivnimi
inidly a uvoliflovacimi &inidly. odlévané tablety obsahuji
sm&s pradkového polymerového konjugétu s vhodnym nosilem a
p¥ipravuji se odlévéanim pomoci vhodného zafrizeni.

Sirup se p¥ipravi p¥idanim ac¢inné latky do
koncentrovaného vodného roztoku cukru, nap¥. sachardzy, ke

Pl

kterému se pridaji Jjedt& daldi pomocné pF¥isady. K takovym

p¥isadam pat¥i p¥ichuté, konzervadni  ¢inidla, ¢inidla
zpomalujici krystalizaci cukru a ¢inidla zvydujici
rozpustnost ostatnich sloZek jako jsou napt.

polyhydroxyalkoholy, jako je glycerol nebo gsorbitol.

Lékové formy vhodné pro parenterdlni podévani vyhodné
obsahuji sterilni vodné p¥ipravky aktivniho proteinu, které
jsou vyhodn& isotonické s krvi p¥ijemce (nap¥. fyziologicky
solny roztok). Takové p¥ipravky obsahuji také suspendujici
&inidla a =zahudtovadla nebo jiné mikrolasticové systémy,

které jsou urdeny k zacileni sloudeniny na krevni sloZky nebo
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do jednoho &i vice orgént. Pripravky Jjsou budto v
jednodavkové nebo vicedavkové lékové forme.

‘Pfipravky ve form& nosniho spreje obsahuji purifikované
vodné roztoky aktivniho konjugétu s konzervaénimi a
isotonickymi <&inidly. Tyto ptipravky maji obvykle pH a
tonicitu upravené tak, aby kompatibilni s nosni sliznici.

Lékové formy pro rektédlni podavéni jsou obvykle ¢&ipky,
kde vhodnym nosidem je kakaové méslo, hydrogenované tuky nebo
hydrogenované mastné karboxylové kyseliny.

Oftalmické ptripravky jako nap¥. o&ni kapky Jjsou
p¥ipraveny podobn& jako nosni spreje, s tim rozdilem Ze pH a
tonicita jsou nastaveny kompatibilné pro oko.

Topické p¥ipravky obsahuji konjugédty podle vyndlezu
rozpudt&né nebo suspendované v jednom nebo vice médiich, jako
je nap¥. minerdlni olej, vazelina, polyhydroxyalkoholy nebo
jind farmaceutickd béze pro topické pripravky.

Krom& vyde uvedenych sloZek mohou pIripravky podle
vynadlezu jedt& dale obsahovat jednu nebo vice dopliikkovych
slo¥ek jako jsou nap¥. ¥edidla, pufry, p¥ichuté&, rozvoliujici
ginidla, povrchov& aktivni 1latky, =zahu8tovadla, lubrikanty,
konzervadni latky (vEetn& antioxidantt) a dalsi.

Tudi? predkladany vyndlez poskytuje £fhazni proteiny
vhodné pro in vitro stabilizaci interferonu-beta-1la
v roztoku, co% ije priklad vyhodné, jiné ne¥% terapeutické
aplikace vynédlezu. Fazni proteiny mohou byt také vyuZity ke
zvydeni tepelné stability a odolnosti proti enzymatické
degradaci interferonu-beta-la a poskytuji tak zpusob, jak
zvyBit dobu skladovatelnosti, stabilitu p¥i teploté mistnosti
a trvanlivost reagencii a souprav uZivanych pro vyzkum.

Nasledujici p¥iklady slouZi k ilustraci wvyndlezu a
nijak jeho p¥edm&t neomezuji. Je zFejmé, Ze zejména in vivo

experimenty se zvi¥aty zde popsané mohou byt provedeny
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riaznymi zpusoby, takZe jsou moZné ruzné modifikace a variace
zdkladnich metod 2zde popsanych. Tak napt¥. v prikladu 7 mlZe
odbornik uZit jiny neopterinovy test nebo miZe zménit druh
i poldet primatt v pokusu. Vdechny takové modifikace a

variace spadaji do rozsahu p¥edkladaného vynélezu.

Priklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1

Studie struktury/aktivity lidského interferonu-beta-1la
s pouzitim substitudnich mutaci alanin/serin: analyza

vazebnych mist receptoru a funk&nich domén

Prehled

Byla provadéna obsdhld mutadni analvyza lidského
interferonu-beta-1la (IFN-beta-1a) g cilem mapovat zbytky
nutné pro aktivitu a vazbu receptoru. Dostupnost trojrozmérné
(3-D) krystalové struktury lidského IFN-beta (Karpusas, M. et
al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 11813-11818)
umoZnila puvodcum identifikovat substituce alaninu (nebo
serinu) zbytkli vystavenych rozpoudtédlu dostupnych pro
receptorové interakce a ponechat aminokyseliny =zapojené do
intramolekuldrnich wvazeb. Byl navrZen panel 15 alaninovych
substituci, které nahradily 2 aZ 8 zbytkd v pribé&hu
rozdilnych oblasti kazdého helixu (A, B, C, D) a_smyéek (AB,
CD2, DE). Pro G&ely afinitni purifikace byla zaflené&na amino-
koncovad histidinova zna&ka obsahujici 6 histidinovych zbytkil,
jako¥? i enterokindzovd spojovaci sekvence (linker) pro

odstran&ni amino-koncové extenze. Vysledné interferony jsou
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nazyvany jako ,interferon(IFN)-beta se znackou his“ nebo
+His-interferon-beta"“ nebo ,Hisq-interferon-beta“ apod.

Byly konstruovany ruzné mutace expresnich plazmida
IFN-beta se znalkou his s pouZitim genového konstruktu
s divokym typem IFN-beta Jjako templdtu pro mutagenezi.
Strategie mutageneze vyZadovala nejd¥ive vneseni 8tépného
mista jedinelného restrikéniho enzymu prost¥ednictvim genu
IFN-beta se 2znalkou his, a pak nahrazeni presnych sekvenci
DNA mezi vybranymi restrikdénimi misty syntetickymi
oligonukleotidovymi duplexy, které kdédovaly alaninové (nebo
serinové) substitudni mutace. Nakonec byly mutované geny IFB
subklonovany do plazmidu, ktery ¥idil expresi savdich bunék
v bunédné linii 293 z lidskych ledvin.

Funkdni nasledky téchto mutaci byly hodnoceny
antivirovymi a antiproliferadnimi testy. Byl vyvinut
neradioaktivni vazebny test pro IFN, ktery analyzoval vazbu
té&chto mutant k povrchovému receptoru (,IFNAR1/2 komplex)
bun&k Daudi lidského Burkittova lymfomu. Navic byl vyvinut
test pro mapovani povrchd p¥i interakcich mezi mutanty his-
IFN-beta a IFNAR2, ktery pouZival fazni protein IFNAR2/Fc,
sloZeny z extraceluldrni domény proteinu IFNAR2 receptoru IFN

flizované ke kloubové doméné, doménédm CH2 a CH3 lidského IgGl.

1. Vytvo¥eni genu interferonu-beta jako templdtu pro
mutagenezi

P¥i strategii plvodca pro tvof¥eni mutant IFN-beta
substituované alaninem (nebo serinem) nejdrive vznikl
modifikovany gen IFN-beta, ktery kdédoval protein divokého
typu, ale ktery nesl 3tépnd mista jedine&nych restrik&nich
enzym Vv genu. Jedine&nd mista byla pouZita pro zaménu
sekvenci divokého typu syntetickymi oligonukleotidovymi

duplexy, které kédovaly mutované kodony. Aby se ziskala
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lidského
byla

expresni kazeta IFN-beta-la vhodnd pro tvorbu

mutovanych gent, cDNA IFN-beta (GenBank p¥istupové

Ve

&. E00029) amplifikovadna pomoci PCR. Bylo nezbytné pocatelni
klonovédni genu IFN-beta do plazmidu pMJB107, derivatu
pPACYC184, (viz Rose, et. al., 1988, Nucleic Acids Res.,
16 (1), 355), aby se mohla providdét mistné cilend mutageneze

genu v plazmidu, kterému chybé&la specifickéd restrikéni mista

vytvarend béhem mutageneze.
Primery pro PCR pouZité subklonovani

pro kédujicich

sekvenci genu lidského IFN-beta také umoZnily plGvodcim zavést
enterokindzovou spojovaci sekvenci v protisméru a v ramci
s genem IFN-beta:

5/ PCR primer:
5/—TTCTCCGGAGACGATGATGACAAGATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGC—T
9: ,BET-021"),

(sekvence id. ¢&. a

3’ PCR primer:
5I—GCCGCTCGAGTTATCAGTTTCGGAGGTAACCTGTAAGTC—y
10: ,BET-022")

sekvence id. &.

a hranidni oblasti mist restrik&nich enzymd (BspEI a XhoI)
u¥itedné pro klonovadni do mist plazmidu pMJIB107. Vyslednéd DNA
byla nazvana PCR fragment A.

Vykonnd signdlni sekvence z lidské adhezivni molekuly

cévni builky-1 (VCAM-1) a znalka ("tag") Sesti histidint byly
vneseny do kone&ného konstruktu z druhého fragmentu DNA
vytvo¥eného =z pDSW247 (fragment B). Plazmid pDSW247 je
derivat pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), ze kterého byl

odstranén gen EBNA-1 a ktery nese signdlni sekvenci VCAM-1

(VCAMss) flzovanou v protism&ru a v ramci se znalkou Sesti
histidind. Primery PCR, které byly pouZity pro vytvo¥eni
kazetové skupiny VCAMss-1/histidinovd znacka, byly KID-369

(5! PCR primer):
5/—AGCTTCCGGGGGCCATCATCATCATCATCATAGCT-y
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(sekvence id. &.: 11) a KID-421 (3/ PCR primer):

5! -CCGGAGCTATGATGATGATGATGATGGCCCCCGGA-3

(sekvence id. &.:12)

zadletiujici hrani&ni Et&pnd& mista restrikénich enzymi (Notl a

BspEI), kterd umoZnila excizi fragmentu B DNA.

Pro vytvofeni plazmidového vektoru, ktery nesl signalni

sekvenci VCAM-1, znadku his a gen interferon-beta, provadéli
puvodci trojcestnou ligaci s pouZitim DNA fragmentt
purifikovanych pres gel =z plazmidového vektoru pMJB107

(5t&peného NotI a XhoI),
XhoT)

PCR fragmentu A (Stépeného BspEI a

a fragmentu B (3t&peného NotI a BspEI). Ligovany

plazmid byl pouZit pro transformaci bunék E. coli bud Ja221

nebo XL1l-Blue a byly vybiradny kolonie rezistentni

ampicilin a testovany na vyskyt inzerth analyzou restrik&nich

na

map. Byla izolovdna DNA pomoci Maxiprepu a sekvence inzertu
byla ov&¥ena sekvencovdnim DNA. Vysledny konstrukt byl nazvan

pCMG260 .

2. P¥iprava mutant lidského interferonu-beta v pCMG260

substituci alaninu

Plazmid pCMG260 byl pouZit jako templdt pro né&kolikrat

opakovanou mutagenezi (U.S.E. Site Directed Mutagenesis Kit

(Boehringer-Mannheim), kterd zavedla jedinend restrikdéni

$t&8pnd mista do pozic v prub&hu kédujici sekvence proteinu
IFN-beta, ale nezmé&nila vyslednou sekvenci proteinu. Mutované

plazmidy byly pouZity pro transformaci bud JA221 nebo

XL1-Blue kmene E. coli a rekombinantni kolonie byly vybirany

podle rezistence na chloramfenikol. Kolonie rezistentni na

chloramfenikol byly déle testovany na vyskyt poZadovaného

mista jedinedného restrikéniho enzymu  pomoci analyzy

restrik&nich map DNA. Vysledny plazmid IFN-beta, pCMG275.8,

obsahoval fGplnou sadu jedinednych St&€pnych mist restrikdénich

o
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enzymd a DNA sekvence genu byla ové¥ena. Kompletni sekvence
DNA modifikovaného genu interferon-beta se znadkou his,
spoledn& s kbédujici sekvenci proteinu divokého typu, jsou
uvedeny na obréazku 1.

Kompletni soubor alaninovych substitu&nich mutaci je
uveden v tabulce 1 (daldi stranka). Nazvy mutant specifikuji
strukturidlni oblasti (helixy a smycky), do kterych byly
vneseny mutace. Panel vegkerych mutaci alaninovych
(serinovych) substituci mé& za nésledek mutace 65 aZz 165
aminokyselin lidského IFN-beta.

Panel mutant byl vytvo¥en 2z pCMG275.8 nahrazenim
segment®l DNA mezi jedinednymi restrikénimi misty syntetickymi
oligonukleotidovymi duplexy, které nesly genetickou kdédujici
informaci uvedenou v tabulce 2 (viz niZe). Aby se vytvorily
plazmidy s rtuznymi alaninovymi substitudnimi mutantami, byly
spolu ligovany vektor pCMG275.8 purifikovany pres gel
(3t&peny prisludnym restrikénim enzymem, jak uvedeno na
seznamu dale v textu, pro kaZdou strukturdlni oblast IFN-
beta) a oligonukleotidové duplexy (kédujici sekvence vléken
jsou uvedeny v tabulce 2). Ligadni smé&si byly pouZity pro
transformaci JA221 kmene E. coli a rekombinantni kolonie byly
vybirdny podle rezistence na ampicilin. Kolonie rezistentni
na ampicilin byly testovédny na vyskyt inzertd s mutacemi
prost¥ednictvim screeningu na p¥islusnd mista restrikcnich
enzymi. Pro dvé& mutanty (A2 a CD2) strategie klonovani
vy¥adovala pouZiti dvou duplext syntetickych oligonukleotidd
(uvedenych v tabulce 2), které nesly komplementdrni
p¥esahujici konce, aby bylo moZ¥né ligovat je k sob& navzajem,
a ke kost¥e vektoru IFN-beta v trojcestné ligaci. Nasledujici
seznam ukazuje mista, kterd byla pouZita ke klonovani

mutovanych oligonukleotidd =z tabulky 2. Schéma klonovani
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(pododdil B) ukazuje pozice té&chto jedinednych mist v genu

interferonu beta.
A helix
Smylka AB
B helix
C helix
Smycka CD2
D helix
Smycka DE
E helix

BspEI aZ MunI nebo BglII aZ PstI
Munl aZ Pstl nebo Munl aZ? BsaHI
BspHI aZ Bsal nebo BsaHI aZ Bsal
Bgal aZ Xbal

Xbal a% BspHI nebo Xbal aZ DraIll
BspHI aZ Dralll

BspHI aZ Pvul

Pvul aZ BstEII
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Tabulka 1
Pozice alaninovych substitu&nich mutaci "UIFN-/
1 10 20 30 40 S0

! ' ' { L. ... t...

IFN-B MSYNLLGFLORSSNFOCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLOOFQ
Bl —ACARA— BB o oo o e e

A2  mmmme—mee——eee AR-AA--AA-——~-—mmmmmmm e m oo
BBl  ~mmmmemm et AAA-DAA-—===—m—mm——mm—mm
AB2  ~mmmememmmm e Y R s
BBl  ——mmmmmmmme e s e — e AAAAA-ARA
k______helix A 1} AB loop, {

60 70 a0 90 100
! ( 1 t l

IFN-f DAALTIYEMLONIFATFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKE
Bl N N

B2 e AR~ e e e e e e e e e

Cl = AS—-~AA--S-——e— e —————————

C2 ——rmmmrmmmee e r e e e A-——A=-—PAA-————————

CDl —~eermmm e e r e S e AA--AARA
*____hellx B—‘H i l_CD loop___
110 120 130 140 150 160

.. « ae . .o

IFN-§ DFPR.GAI:MSS:LELKRYYGRIHWLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYRINRLIGYLRN

CD2 BB -Bm =R Bl m e e e e
D —mmeememmmeemmmme A-AA~ A=~ m =
DEl  —mremememmmcee e m e AA - m e e —
DE2  —cmmecmmmmmmmmmmmm e AR - e mm e ——— e e e
E = e e e A-—-A--A--A-——=====

Cb loop4| helix D | ! v helix E -

K tab. 1: Radek ozna&eny IFN- ukazuje divoky typ sekvence
lidského IFN-. Alaninové nebo serinové substituce zbytkl
IFN-f Jjsou wukdzédny pro kaZdou mutantu a Jdarky, pod
relevantnimi oblastmi, oznaduji sekvence divokého typu.
Struktury helixd a smylek jsou uvedeny jako plné dary pod
mutantami. Smycka DE p¥eklenuje mezeru mezi helixy D a E.
Byly vytvo¥eny dvé dalsi alaninové substituéni mutanty (H93A,
H97A a H121A) a byly analyzovany v antivirovych testech pro
stanoveni Gdinku mutaci téchto histidint, které tvori chelaty
se zinkem v krystalové struktu¥e dimeru. Obé& tyto mutanty si
podrZely plnou aktivitu divokého typu v antivirovych testech,
co? sv&ddi pro to, Ze =zinkem zprost¥edkovand tvorba dimeru
neni dbleZité& pro aktivitu IFN-f3.




Tabulka 2
Al sekv. id.
&.13
BET-053
A2 gsekv. id.
&.14
BET-039
sekv. id.
&.15
BET-041
AB1 sekv. id.
&.16
BET-080
AB2 sekv. id.
&.17
BET-082
AB3 sekv. id.
&.18
BET-084
sekv. id.
¢.19
BET -086
Bl sekv. id.
¢.20
BET-110
B2 sekv. id.
&.21
BET-112
Cil sekv. id.
&.22
BET-114
C2 sekv. id.
&.23
BET-092
CD1 sekv. id.
&.24

BET-094
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CCGGAGACGATGATGACAAGATGGCTTACGCCGCTCTTGGAGCCCTACAA
GCTTCTAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGCTCCTGTGGC

GATCTAGCAATGCTGCCTGTGCTGCCCTCCTGGCTGCCTTGAATGGGAGG
CTTGAATACT

GCCTCAAGGACAGGATGAACTTTGACATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCTG
CA

AATTGAATGGGAGGGCTGCAGCTTGCGCTGCAGACAGGATGAACTTTGAC
ATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCTGCA

AATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGGACAGGGCTGCATTTGCT
ATCCCTGCAGAGATTAAGCAGCTGCA

AATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGGACAGGATGAACTTTGAC
A

TCCCTGAGGAGATTGCTGCAGCTGCAGCTTTCGCTGCAGCTGA

CGCCGCGTTGACCATCTATGAGATGCTCGCTAACATCGCTAGCATTTTCA
GACAAGATTCATCTAGCACTGGCTGGAA

CGCCGCATTGACCATCTATGAGATGCTCCAGAACATCTTTGCTATTTTCG
CTGCAGCTTCATCTAGCACTGGCTGGAA

GGAATGCTTCAATTGTTGCTGCACTCCTGAGCAATGTCTATCATCAGATA
AACCATC TGAAGACAGTTCTAG

GGAATGAGACCATTGTTGAGAACCTCCTGGCTAATGTCGCTCATCAGATA
GCACATCTGGCTGCAGTTCTAG

CTAGCTGCAAAACTGGCTGCAGCTGATTTCACCAGGGGAAAACT




ssesee
cee
.

(A X R4

51

CD2 sekv. id. CTAGAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGCAGCTACCGCTGGAAAAGCAATGA
&.25 GCGCGCTGCACCTGAAAAGA
BET-096

sekv. id. TATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAAGGCCAAGGAGTACTCACAC
&.26 TGT
BET-106

D1 sekv. id. CATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGGCAATTGCTGCATAC
&.27 CTGGCAGCCAAGGAGTACTCACACTGT
BET-108

DE1 sekv. id. CATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTA
&.28 CCTGAAGGCCGCTGCATACTCACACTGTGCCTGGACGAT
BET-116

DE2 sekv. id. CATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTA
¢.29 CCTGAAGGCAAAGGAGTACGCTGCATGTGCCTGGACGAT
BET-118

El sekv. id. CGTCAGAGCTGAAATCCTAGCAAACTTTGCATTCATTGCAAGACTTACAG
¢.30
BET-104

B. konstrukce expresnich plazmida EBNA 293

Gen divokého typu a mutovany gen IFN-beta, flzované se
signdlni sekvenci VCAM-1, =znackou his a enterokindzovou
spojovaci sekvenci, byly purifikovany pres gel jako
restrikdéni fragmenty NotI a BamHI o velikosti 761 part bazi.
Purifikované geny byly subklonovany do plazmidového wvektoru
pDSW247, coZ Jje derivat pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA),
gt&peného NotI a BamHI, jak je uké&zdno ve schématu. Plazmid
pDSW247 je expresni vektor pro p¥echodnou expresi proteinu
v butikdch EBNA 293 z lidskych ledvin (Invitrogen, Carlsbad,
CA) . Obsahuje cytomegalovirovy promotor dasného genu a EBV
reguladni prvky, které jsou nezbytné pro vysokou hladinu
genové exprese v tomto systému, jakoZ i1 markery selekce pro
E. coli (rezistence na ampicilin) a pro builky EBNA 293
(rezistence na hygromycin). Ligované plazmidy byly pouZity

pro transformaci bud JA221 nebo XL1-Blue kmend E. coli
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a kolonie rezistentni na ampicilin byly vybirdny a testovéany
na vyskyt inzertl analyzou restrikénich map. Byla izolovéana
DNA pomoci maxiprepu a sekvence inzertd byly oveéfeny
sekvencovdnim DNA. Pozitivni klony projevujici poZadované
mutované sekvence byly pouZity pro transfekci bun€k EBNA 293
lidskych ledvin tak, jak je popséano niZe.

Obecné klonovaci a expresni strategie jsou uvedeny na

obrazku 12.

C. Exprese a kvantifikace IFN-beta-la alaninovych
substitudnich mutant

Lidské burtiky EBNA 293 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Chittenden, T. 1989, J. Virol. 63, 3016-3025) byly udrZovany
jako subkonfluentni kultury v Eagleho médiu modifikovaném dle
Dulbecca doplné&ném 10% fetalnim bovinnim sérem,
2mM glutaminem a 250 g/ml geneticinu (Life Technologies,
Gaithersburg, MD). Expresni plazmidy pDSW247 byly p¥echodné
transfekovdny do bun&k EBNA 293 s pouZitim protokolu
g lipofektaminem (Gibco/BRL, Life Technologies) .
Kondicionovand média byla sklizena 3-4 dny po transfekci,
bun&&ni debris byla odstranéna centrifugaci a koncentrace
his-IFN-beta byla kvantifikovana testem ELISA.

ELISA byla provad&na s pouZitim polyklondlnich kréali&ich
protildtek (metodou proteinu A purifikované IgG, protilatky
byly p&stovany proti purifikovanému lidskému IFN-beta-la) pro
navazani na 96-jamkové destic¢ky pro testy ELISA a
biotinylovanad forma téhoZ polyklon&lniho krali¢iho IgG byla
pou¥ita jako sekunddrni reagencie pro umoZnéni detékce
interferonu s pou¥itim k¥enové peroxididzy konjugované se
streptavidinem (HRP: Jackson ImmunoResearch, W. Grove, PA).
Pro vytvo¥eni standardnich k¥ivek koncentrace byla pouZita

¥ada tedéni interferonu-beta-la. Kondicionovand média z EBNA
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transfektant obsahujici his-IFN-beta byla na¥ed&€na tak, aby
se ziskaly vzorky s koncentracemi v rozmezi od 10 ng/ml do
0,3 ng/ml v testu ELISA. Aby byly koncentrace IFN-beta
v médiu zji¥t&né testem ELISA potvrzeny, byla provedena
analyza westernovym prenosem. Redukované supernatanty
z tkadovych kultur a standardy IFN-beta-la byly podrobeny
SDA-PAGE na gelech s gradientem 10-20% (Novex, San Diego, CA)
a preneseny na membrany PDVF. Imunoreaktivni pésy byly
detekovany krali&im polyklondlnim antisérem anti-IFN-beta-1la
(&.447, Biogen. Inc., druhé antisérum, které bylo péstovéano
proti IFN-beta-la), a pak nésledovalo oSet¥eni oslim proti-
krali&im IgG konjugovaném s HRP (Jackson ImmunoResearch,

W. Grove, PA).

D. Hodnoceni mutant interferonu-beta na vazbu k receptoru
Vlastnost vazat receptor mutant interferonu-beta
popsanych v &asti C byla hodnocena s pouZitim dvou odlisnych
vazebnych testtl. Jeden test m&€¥il vazbu mutant interferonu-
beta k faznimu proteinu, IFNAR2/Fc, zahrnujicimu
extracelularni doménu lidského receptoru IFNAR2 fGzovanou
k &asti konstantni oblasti 1lidského IgG. IFNAR2-Fc byl
exprimovadn v bufikdch ovarii  &inského krecka (CHO) a
purifikovan prost¥ednictvim afinitni chromatografie s protein
A Sepharose podle instrukci vyrobce (Pierce Chem. Co.,
Rockford, IL, kat. &. 20334). Vazba mutant interferonu-beta k
IFNAR2-Fc byla m&Fena v testu ELISA. Destilky pro test ELISA
byly p¥ipraveny pres noc ve 4 °C navazanim 50 pl/jamku mySi
proti-lidské IgGl monoklonalni protilatky (CDG5-AA9, Biogen,
Inc.) v koncentraci 10 g/ml ve vazebném pufru (50mM NaHCO;,
0,2mM MgCl,, 0,2mM CaCl;, PpH 9,6) na 96-jamkové desticky
s plochym  dnem. Destidky byly dvakrat promyty s PBS

obsahujicim 0.05% Tween-20, a blokovdny s 0,5% netudnym
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sufenym mlékem v PBS 1 hodinu p¥i teplot€ mistnosti. Po dvou
dal8ich promytich bylo do kaZdé jamky p¥idano 50 upl 1 g/ml
IFNAR2-Fc v 0,5% mléce v PBS obsahujicim 0,05% Tween-20 a
inkubovdno 1 hodinu p¥i teplot& mistnosti a destilky pak byly
jedt& dvakradt promyty. Vazba mutant interferonu-beta k
IFNAR2-Fc byla m&Fena ptfidanim 50 pl/jamku  mutanty
interferonu—beta v kondicionovaném médiu, sériové Yedéné
Eagleho médiem modifikovanym dle Dulbecca (DMEM) doplnéném
10% fetdlnim bovinnim sérem, a inkubaci 2 hodiny ve 4 °C.
Red&ni mutanty interferonu-beta se typicky pohybovalo od
p¥ibli¥n& 1 M dolt k 10pM. Po promyti byl interferon-beta
navézany na destidky detekovan p¥idédnim 50 pl/jamku koktejlu
sklddajiciho se z 1:1000 F¥ed&né krali¢i polyklonalni anti-
interferonové protilédtky (&.447) plus osliho proti-kr&li&iho
IgG znaleného k¥enovou peroxidazou (HRP) (Jackson
ImmunoResearch), a probihala inkubace 15 minut ve 4 °C. Po
dvou promytich byl p¥iddn HRP substrat a destidka byla
inkubovdna ve 4 ©°C pred odedtem na d&tecim za¥izeni pro
desti¥ky ELISA p¥i absorbanci 450 nm. Data byla vynesena jako
absorbance proti koncentraci mutant interferonu-beta a
afinita vazby mutanty interferonu-beta k IFNAR2-Fc Dbyla
urdovéna vynesenim dat do jednoduché hyperbolické vazebné
rovnice. Vysledky z t&chto analyz jsou ukdzany na obrazku 3,
na kterém Jje vazebnd afinita kaZdé mutanty, zjigtovana
alespoii ve t¥ech nezdvislych pokusech, vyjadd¥ena jako
procento afinity m&¥ené pro Hiseg-divoky typ interferonu-beta-
la. Druhy test vazby receptoru byl pouZit pro mé&feni
afinity, se kterou se mutanty interferonu-beta vaZou na bunky
Daudi exprimujici oba receptorové ret&zce, IFNAR 1 a IFNAR2,
které dohromady obsahuji receptor pro interferon-beta. Tento
test zalo¥eny na FACS pouZival blokujici monoklondlni

protildtku nami¥enou proti extracelularni doméné& IFNAR1, EAl2
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(Biogen, Inc.) pro odliSeni neobsazeného (volného receptoru
od receptoru, na ktery byl navidzadn interferon-beta. Buiky
Daudi (20 pl p¥i 2,5 x 107 bun&k/ml) byly naneseny na 96-
jamkové destidky pro test ELISA se dnem ve tvaru V
a inkubovédny 1 hodinu ve 4 °C s ruznymi koncentracemi mutanty
interferonu-beta (20 pl v pufru FACS, 5% FBS, 0,1% NaN3
v PBS). Zadouci sériova tYed&ni mutant interferonu-beta se
pohybovala v rozmezi od 0,5 M do 0,5 pM. Ke kaZdé jamce bylo
p¥iddno 100 ng biotinylované my8i anti-IFNAR1 monoklonalni
protilatky EA12 (10 pl) a destidky byly inkubovany dal8i dvé
minuty p¥i teplot& mistnosti p¥ed dvojim promytim pufrem FACS
(4 °C). Pak byly butiky inkubovany 30 minut ve 4 °C s 50
pul/jamku 1:200 na¥edéného streptavidinu konjugovaného
s R-fykoerythrinem (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA),
dvakrat promyty pufrem FACS, resuspendovany ve 300 pl pufru
FACS obsahujicim 0,5% paraformaldehyd a pfreneseny do
polystyrenovych zkumavek 12x75 (Falcon 2052). Pak byly vzorky
analyzovany prutokovou cytometrii na pfistroji FACScan
(Becton Dickinson). Data byla vynesena do grafu jako pram&rna
intenzita fluorescence kanalu (MFCI) proti konéentraci
mutanty interferonu-beta, vazebné afinity byly definovény
jako koncentrace wmutanty interferonu-beta poskytujici 50%
inhibici barveni protildtky. KaZdad mutanta byla testovéana
n&kolikandsobn&. Obrazek 2 ukazuje wvazebnou afinitu k
receptoru pro kaZdou mutantu interferonu-beta, zjiSténou
touto metodou, vyjadd¥enou jako procento afinity mé¥ené pro

Hise-divoky typ interferonu-beta-la v kaZdém pokusu.

E. Hodnoceni funkce mutant interferonu-beta
Mutanty interferonu-beta byly také testovany na funkéni

aktivitu s pou¥itim in vitro testd pro antivirovou aktivitu a
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na schopnost interferonu-beta inhibovat bun&&nou proliferaci.
Pro ka¥dou mutantu byly provaddé&ny minimdlné t¥i antivirové
testy, ka¥dy v trojim opakovéni. Hisg-divoky typ interferonu-
beta-la byl do kaZ%dého pokusu zahrnut jako reference.
Antivirové testy Dbyly provadény o8etfenim bunék AS549
z lidského plicniho karcinomu (ATCC CCL 185) p¥es noc
dvojkovym sériovym redénim mutant interferonu-beta
v koncentracich, které preklenovaly ©rozsah mezi plnou
antivirovou ochranou a %&dnou ochranou p¥ed usmrcenim bunék
virem. Néasledujici den byly buliky stimulovidny pod dobu dvou
dntt virem encefalomyokarditidy (ECMV) v Yedéni, které mélo za
nédsledek dplnou smrt bunék p¥i chybéni interferonu. Desticky
pak byly vyvijeny s metabolickym barvivem MTT (2,3-bis[2-
-methoxy-4-nitro-5-gsulfo-fenyl] -2H-tetrazolium-5-

~karboxyanilid) (M-5655, Sigma, St. Louis, MO). Zasobni
roztok MTT byl pripraven v koncentraci 5 mg/ml v PBS a

sterilizovan filtraci a 50 pl tohoto roztoku bylo na¥ed&no do

tkatfiovych kultur (100 pl na jamku). Po inkubaci p¥i teploté
mistnosti po dobu 30-60 minut byl roztok MTIT/médium

odstranén, buliky byly promyty se 100 pl PBS a nakonec byla

metabolizovand barva solubilizovdna wve 100 pl 1,2N kyseliny
chlorovodikové v 90% isopropanolu. Zivotaschopné builiky (jak
prokdzadno p¥itomnosti barviva) byly kvantifikovény p¥i
absorbanci ve 450 nm. Data byla analyzovéna vynesenim do
grafu absorbance proti koncentraci mutanty interferonu-beta a
aktivita ka¥dé mutanty byla definovéna jako koncentrace, ve
které bylo usmrceno 50 % bun&k. Obrédzek 5 ukazuje aktivitu
ka¥dé wmutanty vyjadd¥enou jako procento aktivity méfené pro
divoky typ interferonu-beta-la se znackou his v kazdém
pokusu.

U mutant interferonu-beta byla také hodnocena funkce

v antiprolifera®nim testu. Butiky Daudi lidského Burkittova
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lymfomu (ATCC &. CCL 213) byly vysety v koncentraci 2 x 10°
bun&k/ml in RPMI 1620 doplnéném 10% definovanym fetdlnim
telecim sérem (Hyclone, Logan, Utah), a 2mM L-glutaminem.

Ka?d4d Jjamka také obsahovala danou koncentraci wmutanty

interferonu-beta v konedném celkovém objemu 100 pl média na
jamku, pouZité koncentrace interferonu-beta byly vybréany tak,
aby p¥eklenuly rozsah od maximdlni inhibice proliferace Daudi
bungk k Za&dné inhibici (tj. plnd proliferace). Kazda
koncentrace testované mutanty interferonu-beta byla pouZita
v duplikdtech a ve +v3ech pokusech byla zaYazena série
neofet¥enych bun&k v duplikéatech. Butiky byly inkubovéany dva
dny ve 37 °C, v inkubAtorech s 5% CO,, a potom byl do kaZdé
jamky p¥iddn 1 Ci thymidinu s tritiem ((methyl->H)thymidin,
Amersham TRK758) v 50 upl média a inkubovdn dalS8i 4 hodiny.
Butitky byly sklizeny s pouZitim p¥istroje LKB pro sklizeni
bun&k z destidek a Dbyla m&fena inkorporace thymidinu
s tritiem p¥i pouZiti &teciho za¥izeni pro destilky LKB beta.
Duplikity experimentdlnich hodnot byly zprimérnény a urceny
standardni odchylky. Data byla vynesena do grafu Jjako
primérné polty za minutu  proti koncentraci mutanty
interferonu-beta a aktivita ka¥dé mutanty byla definovéna
jako koncentrace poZadovand poskytnout 50 % maximidlni
pozorované inhibice ristu. Pro kaZdou mutantu byly provadény
n&kolikanédsobné testy. Obrédzek 6 ukazuje vysledky vyjad¥ené
jako procento aktivity nalezené pro divoky typ interferonu-

beta-la se znadkou his v kaZdém pokusu.

F. Vlastnosti mutant interferonu-beta

Bylo zjisténo, Ye divoky typ interferonu-beta-1la
s histidinovou znatkou mel v antivirovych a
antiprolifera®nich testech aktivitu, kterd byla p¥ibliZné

v

3krat ni¥fi ne¥ odpovidajici aktivita nalezend u neznaceného
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divokého typu interferonu-beta-la. ProtoZe ze v8ech mutant

interferonu-beta obsahovaly Al-E na svych N-koncich totoZnou

sekvenci znacdky his, byla @&inky mutaci na vlastnosti
molekuly urcovany srovnanim aktivit téchto mutant
v antivirovych, antiproliferanich a  vazebnych  testech

s aktivitou pozorovanou pro divoky typ interferonu-beta-la se
znalkou his. P¥i provadéni tohoto srovnavani pavodci
predpoklédali, Ze odchylky aktivit mutant Al-E, ve srovnani s
divokym typem interferonu-beta-la se znac¢kou his, Jsou
kvalitativné a kvantitativné p¥ibliZné stejné, jako u&inek,
ktery by téZe mutanty mély v nepritomnosti N-koncové znaclky
his. Odpovidajici  p¥edpoklad pro znadené nebo fazni
konstrukty jinych rozpustnych cytokint je obecné pokladan za
platny odborniky pracujici s technikou alaninové skenovaci
mutageneze ("alanine scanning mutagenesis"), zejména kdyZ
in vitro funk&ni aktivita znacdeného nebo ftzniho konstruktu
je blizkd aktivité divokého typu cytokinu, jak je tomu v
tomto ptripadé (viz nap¥iklad Pearce, K.H. Jr, et al., J.
Biol. Chem., 272, 20595-20602, 1997, a Jones, J.T., et al.,
J.Biol. Chem. 273, 11667-11674, 1998).

Data uké&zand na obrézcich 3-6 naznaduji t¥i typy Glinku,
ktery byl vyvolan cilenou mutagenezi. Tento UGlinek miZe byt
vyhodny pro vyvoj interferonovych 1é&iv za jistych okolnosti.
Tyto t¥i typy UG¢inku jsou: a) mutanty s vys$S8i antivirovou
aktivitou neZ je aktivita divokého typu interferonu-beta-la
(nap¥. mutanta Cl), b) mutanty, které projevuji aktivitu
v obou testech, antivirovém a antiproliferadnim, ale u
kterych je antiproliferadni aktivita disproporéné nizka
vzhledem k antivirové aktivité wve srovnani s divokym typem
interferonu-beta-la (nap¥. mutanty Cl, D a DE1l), a c) funkéni
antagonisté (nap¥. Al, B2, CD2 a DEl), které vykazuji

antivirovou a antiproliferadni aktivitu, ktera je
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dispropor&né& nizkd vzhledem k vazb& receptoru ve srovnani s
divokym typem interferonu-beta-la. Je moZné pozorovat, Ze
nékteré mutanty spadaji do vice neZ jedné skupiny. Tyto
skupiny jsou uvedeny v p¥ehledu niZe. I kdyZ puvodci
charakterizovali tyto skupiny mutant vzhledem k témto
prikladdm uvedenym v seznamu, je nutné si uvédomit, Ze dalsi
mutace v t&chto oblastech mohou mit za nasledek podobny nebo
dokonce zvySeny vliv na aktivitu:

a) Mutanta Cl1 m& antivirovou aktivitu, ktera je
pribliZné 6 krat v&t31i neZz aktivita divokého @ typu
interferonu-beta-la se =znadkou his. P¥edpovidd se, Ze tato
mutanta a dal8i stejného typu jsou uZitefné pro sniZeni
mno¥stvi interferonu-beta, které musi byt podavano pro
dosa¥eni daného stupné antivirového G&inku. Ocekdva se, Ze
sni¥eni mno¥stvi podavaného proteinu zredukuje imunogenicnost
proteinu a mb¥e také sniZit vedlej8i Glinky toxicity, ktera
neni =zalo¥ena na mechanismu G&inku. Je p¥edpovidéno, Ze
mutace Vv této skupin& jsou vyhodné v situacich, kdy
terapeuticky prosp&ch podavani interferonu-beta vyplyva
z jeho antivirovych G&inkd a kdy antiprolifera&ni duCinky
p¥ispivaji k toxicit& nebo neZidoucim vedlejZim Gc¢inkum.

b) Relativni aktivity (% divokého typu) alaninovych
substitudnich mutant v antivirovém a antiproliferacdnim testu
jsou srovnény na obrdzku 7. U vétSiny mutant (které jsou
uvedeny na diagondlni &&Y¥e) lze pozorovat koordinované
zm&n&né aktivity (tj. antivirové a antiproliferadni aktivity,
které se 1i%1 o stejny faktor od aktivit divokého typu
interferonu-beta-la se znafkou his). Ale nékolik wmutant
vykazuje v&t3i odchylky v aktivité v jednom testu relativné
ke druhému, ve srovndni s divokym typem interferonu-beta-la
se znalkou his, jak je dokdzdno posunem od diagonalni linie.

Tyto t¥i mutanty jsou uvedeny v tabulce niZe. Mutanta Cl1
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vykazuje antivirovou aktivitu, kterd je ~6 krat vét8i, neZz je
aktivita divokého typu interferonu-beta-la se znackou his,
ale Jjeho aktivita v antiproliferadnim testu je podobna

aktivité& divokého typu. Mutanta Cl1 md tudiZ antivirovou

aktivitu, kteréa je zvygena faktorem 5,2 proti jeho
antiproliferadni aktivité, relativné k divokému typu
interferonu-beta-la se znadkou his. Podobné mutanta D

projevuje 65 % aktivity divokého typu v antivirovém testu,
ale pouze 20 % aktivity divokého typu v antiproliferadnim
testu, a tudiZ m& antivirovou aktivitu, kteréd je zvySena 3,4
krat proti Jjeho antiproliferadni aktivité ve srovnéani
s divokym typem. Mutanta DE1l projevuje 26 % aktivity divokého
typu v antivirovém testu, ale pouze 8,5 % v antiprolifera&nim
testu, a mad tedy antivirovou aktivitu, kterad je zvySena 3,0
kradt proti jeho antiproliferadni aktivité ve srovnéni s
divokym typem interferonu-beta-la se znafkou his. KdyZ jsou
podavadny v koncentraci postadujici pro dosaZeni poZadovaného
stupn& antivirové aktivity, ukazuji tyto mutanty proteint
podstatn& niZ8i droveinl antiproliferadni aktivity neZ protein
divokého typu. P¥edpovidd se, Ze mutace v této skupiné&, jako
ty ve skupiné a), jsou vyhodné v situacich, kdy terapeuticky
prospéch podéavani interferonu-beta vyplyvéa z jeho
antivirovych G&inkl a kdy antiproliferadni G&inky p¥ispivaji

k toxicit& nebo neZfddoucim vedlejdim G&inkam.

Mutanta [Antivirova (AV) Antiproliferadéni (AP)|AV/AP
aktivita aktivita
(% divokého typu) (% divokého typu)
Cl 571 109 5,2
D 65 19 3,4
DE1 26 8,5 3,0
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c) Mutanty s antivirovou a antiproliferadni aktivitou,
kterd je mnizkd vzhledem k vazb& receptoru, ve srovnani
g divokym typem interferonu-beta-la se znadkou his (viz
tabulka niZe) . Mutanta Al projevuje antivirovou a
antiproliferadni aktivity, které Jjsou 2,0 krat a 1,8 krat
vét8i neZ aktivity pozorované u divokého typu interferonu-
beta-la se znalkou his, ale vadZe se na analogicky receptor na
butikdch Daudi s afinitou, kterd je 29 krat vétsi nez
u divokého typu. Vazba této mutanty na receptor IFN-beta je
tudiZ zvy8ena pribliZné€ 15 krat ve srovnani s antivirovou a
antiproliferadni aktivitou proteinu. Podobné mutanty B2, CD2
a DE1 vykazuji zvygeni vazby proti antivirové aktivité 4,6
krat, 4,6 krat a 18 krat, podle pofadi, a proti
antiproliferadni aktivité& 3,5 krat, 15 krat a 54 krat.
P¥edpovidda se, Ze tyto proteiny jsou uZitedné jako funkdéni
antagonisté aktivity endogenniho IFN-beta, a moZnad dalSich
endogennich interferond typu I, protoZe maji schopnost vazat
a obsadit receptor a navic vyvolat pouze malou d&ast funkdni
odpové&di v cilovych butikdch, 3jakd by byla pozorovana u

divokého typu IFN-beta.

Mutanta |Antivirovd [Antiproliferadni [Vazebna Vazba/AV|Vazba/AP
aktivita aktivita (AP) aktivita
(AV) (% wt) |(% wt) k buiikam
(% hmot.)
Al 200 180 2900 15 16
B2 7,1 9,2 33 4,6 3,5
CD2 150 46 690 4,6 15
DE1 26 8,5 460 18 54
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G. Vztah muteinu k trojrozm&rné struktu¥e interferonu

Zatimco publikované krystalové struktury neglykosylované
formy my&iho interferonu-beta (T. Senda, S. Saitoh a Y.
Mitsui, Refined Crystal Structure of Recombinant Murine
Interferon- at 2.15 Resolution, J. Mol. Biol., 253, 187-
207, 1995) a lidského interferonu alfa-2b (R. Radhakrishnan,
L.J. Walter, A. Hruza, P. Reichert, P.P. Trotta, T.L.
Nagabhushan a M.R. Walter, Zinc Mediated Dimer of Human
Interferon- 2b Revealed by X-ray Crystallography, Structure,
4, 1453-1463, 1996) poskytly modely pro polypeptidovou kostru
lidského interferonu-beta, pavodci nedavno doresili strukturu
interferonu-beta-la v jeho glykosylovaném stavu (M. Karpusas,
M. Nolte, C.B. Benton, W. Meier, W.N. Lipscomb, a S.E Goelz,
The Crystal Structure of Human Interferon- at 2,2
Resolution, Proc. Natl. Acad. Sci. UsA, 94, 11813-11818,
1997) .

Vysledky mutaénich analyz plvodcl mohou byt shrnuty
vzhledem k trojrozm&rné struktu¥e interferonu-beta-la (zde
neuvedeno) . N&které mutace vyvolaly sniZeni aktivity (2 aZ 5
kridt sni¥eni). Mutované oblasti odpovidaly substitucim
uvedenym v tabulkdch 1 a 2.

Mutace, které jsou nejvyznamnéjdi, co se tyle Jjejich
G&inku na funkci, m&ly za nédsledek dramatické sniZenl jak
aktivity, tak wvazby bun&fného povrchového receptoru. Mutace
v této oblasti (A2 helix, AB a AB2 smy¢ky a E helix)
odpovidaji mutacim ve vazebném mistu IFNAR2, protoZe zadna
z t&chto mutant nevézala v testech pivodct IFNAR/Fc.

I kdy¥ tyto mutace, které byly daleZité pro vazbu
IFNAR2, také ovlivnily buné&&nou vazbu, vazebné vlastnosti
bun&&ného povrchu jsou také ovlivnény zbytky v dal8ich
oblastech molekuly (Bl helix, C2 helix). Na trojrozmérnych

modelech (zde neuvedenych) , které zobrazuji pusobeni
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alaninovych substitudnich mutant, je moZné pozorovat, Ze
N-koncova oblast, C-koncova oblast a glykosylovanad oblast C
helixu molekuly IFN-beta-la neleZi ve vazebném misté&
receptoru. Mutace v téchto oblastech nesniZily biologickou

aktivitu nebo vazbu bunéfného povrchového receptoru.

Priklad 2

Konstrukce plazmidld pro expresi flzniho proteinu interferon-

beta-1la (IFN-beta/Fc)

Pro vytvo¥reni expresniho plazmidu byla pouzZita
technologie PCR kédujiciho DNA sekvenci 1lidského IFN-beta
fizovanou k Fc Casti molekuly téZkého Yetézce my8iho IgG2a.
Plazmidovy vektor pDSW247 (viz p¥iklad 1) je derivat pCEP4
(Invitrogen, Carlsbad, CA), ze kterého byl odstranén gen
EBNA-1. Tento plazmid byl pouZzit pro konstrukci expresniho
vektoru  pouZitelného pro prechodnou expresi proteinu
v buiitkAch EBNA 293 2z lidskych 1ledvin (Invitrogen, Carlsbad,
CA, Shen, E.S., et. al., 1995, Gene, 156, 235-239). Byl
navrzen tak, aby obsahoval sign&lni sekvenci lidské adhezivni
molekuly cévni buttky I (VCAM-1) v radmci a Vv protisméru od
sekvence interferonu beta a sekvenci Ig.

Expresni kazeta fizniho proteinu byla sestavena
z nékolika fragmentt DNA. Aby se ziskal fragment DNA kdédujici
1idsky gen IFN-beta, byl pou¥it cDNA subklon lidského IFN-
beta (GenBank p¥istupové ¢&. E00029) jako templadt pro PCR
g pouZitim primert:

5' -GGTGGTCTCACATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGC
(sekvence id. ¢. 31: "BET-025") a
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5'-GCCCTCGAGTCGACCTTGTCATCATCGTCGTTTCGGAGGTAACCTGCTAAG
(sekvence id. &. 32: "BET -026"),

které také obsahovaly S$té&€pné misto restrikdniho enzymu (Bsal)
v protisméru od prvniho kodonu IFN-beta. 3' PCR primer
(sekvence id. ¢&. 32 BET-026) pro gen IFN-beta eliminoval
terminadni kodon IFN-beta a inkorporoval Jjak do rémce
enterokindzovou spojovaci sekvenci (DDDDK) tak termin&dlni
misto restrikéniho enzymu (XhoI), pouZitelné pro subklonovani
do expresniho vektoru. Misto Bsal zavedené v protism&ru od
kédujici sekvence IFN-beta umoZnilo ptvodcum ligovat signdlni
sekvenci VCAM-1 do protisméru a v radmci s kdédujici sekvenci
genu IFN-beta. Tato signdlni sekvence VCAM-1 byla také
vytva¥ena pomoci PCR s pouZitim paru primerti:

5! ~CAAGCTTGCTAGCGGCCGCGG-3"' (sekvence id. &. 33: "BET-023" a
5' -GGTGGTCTCACATGGCTTGAGAAGCTGC-3 "' (sekvence id. c. 34:
"BET-024"), které obsahovaly 5' 3té&pné misto restrikd&niho
enzymu (NotI, pro ligaci do klonovaciho mista NotI v pDSW247)
a 3' stépné misto restrikéniho enzymu (Bsal, pro ligaci do 5'
PCR fragmentu interferonu-beta-la). Templat pro PCR byla cDNA
lidské adhezivni molekuly cévni buittky I (VCAM-1) (GenBank
pristupové &islo X53051).

Aby byl wvytvo¥en fGzni gen IFN-beta-la/Fc, byly
provadény mnasledujici postupy. Fragment my&iho IgG2a byl
odstranén =z pEAG293 gelovou purifikaci DNA fragmentu po
Stépeni Sall+BamHI. Plazmid pEAG293 ije subklon kloubové
domény, domén CH2 a CH3 my&iho IgG2a (GenBank pT¥istupové
¢islo VO00798) v Bluescript IISK+ (Stratagene, LaJolla Ca,
katalog. &. 212205). Nasledujici pary primerl pro PCR:
5'-AGGTSMARCTGCAGSAGTCW-3' (sekvence id. &. 35), kde S=C nebo
G, M=A nebo C, R=A nebo G, W=A nebo T, a
5'-CTGAGCTCATTTACCCGGAGTCCGGGAGAAGCTCTT-3"! (sekvence id.

v

¢. 36) vytvorily hrani¢ni mista Sall a NotI na 5' a
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3' koncich kazety, v p¥isludném poYfadi. Kazeta mySi domény
IgG2a Fc se 1i81 od sekvence z GenBank v jedné béazi (kodon
V369), vytva¥ejici umléenou mutaci. Z této IgG2a Fc kazety je
tudiZ exprimovan divoky typ proteinu Fc.

DNA  fragment obsahujici signédlni sekvenci  VCAM-1
fazovanou ke genu hulFN-beta s C-koncovou enterokin&dzovou
spojovaci sekvenci byl vyst¥iZen z pCMG258 Stépenim s NotI aZ
BamHI a purifikovdn na gelu. Misto Sall se vyskytovalo na
plvodnim plazmidu pDSW247 a je lokalizovano ihned po sméru a
v rédmci s kédujici sekvenci IFN-beta. Plazmidovy vektor
pDSW247 byl p¥ipraven purifikaci na gelu fragmentu NotI +
BamHI (viz ptriklad 1). Aby se sestavil koneény expresni
vektor kédujici fazi IFN-beta-1/IgG2, byla provadéna
trojcestnd ligace s pouZitim vySe uvedenych fragmentd. Tento
expresni plazmid byl nazvan pCMG261 a obsahoval signalni
sekvenci VCAM-1 ve fGzi s genem pro zraly 1lidsky IFN-beta,
enterokindzovou spojovaci sekvenci a Fc¢ doménu my&iho IgG2a.
Kompletni DNA (sekvence id. &. 1) a proteinové (sekvence id.

&. 2) sekvence fizniho proteinu jsou uvedeny na obrazku 2.

Priklad 3

Produkce flzniho proteinu interferonu-beta-la v savCich

burtikach

Expresni vektor rekombinantniho IFN-beta/Fc, pCMG261,
byl prechodn& transfekovédn do buné&k EBNA 293 z lidskych
ledvin, aby byla dosa¥ena exprese flzniho proteinu IFN-beta-
la podle vyndlezu. Tento rekombinantni expresni plazmid byl
transfekovan podle lipofektaminového protokolu (katalog. ¢&.

18324-020, Life Techonologies) do bun&k EBNA 283 z lidskych
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ledvin podle protokolu vyrobce (Life Technologies,
Gaithersburg, MD, Hawley-Nelson, P., Ciccarone, V., Gebeyehu,
G. Jessee, J., Felgner, P.L., 1993, Focus 15.73) s pouzitim
1 a¥ 3 g plazmidové DNA pro 100mm misky pro tkénové kultury
pro bufiky EBNA 293. Den po lipofektaminové transfekci bun&k
byla média nahrazena rlUstovym médiem (Eagleho médium
modifikované dle Dulbecca, 10% fetdlni bovinni sérum, 4mM
glutamin, 250 g Gentecinu/ml (Life Technologies,
Gaithersburg, MD)). Kondicionovand média byla sklizena 3 aZ 4
dny pozd&ji a byla urdovédna koncentrace IFN-beta-1-Fc tak,
jak je popséno niZe.

Produkce fGzniho proteinu IFN-beta/Fc v jinych savéich
butikdch a expresnich systémech pro prokaryotické butiky miZe
byt také providdéna po preneseni proteinové kédujici oblasti
pro flzni protein do p¥isludnych expresnich vektorl pro tyto
systémy. Alternativni expresni systémy zahrnuji sav&i bunécné
jako jsou nap¥iklad butiky ovarii <&inského k¥ecka (CHO)
(Barsoum, J., 1995, Methods v Mol. Biol. 48, kapitola 18,
225-237) a my3i builky NS-O (Rossman, C. et al., 1996, Protein
Expression and Pur., 7, 335-342), a bullky ledvin opice COS7
(Ettinger, R. et. al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
93:23, 13102-13107). Daldi eukaryotické expresni systémy,
které by mohly byt pouZitelné, jsou kvasinky Pichia pastoris
(E1din, P.E. et al., 1997, I. Immun. Methods, 201, 67-75) a
Saccharomyces cerevisiae (Horwitz, A.H., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85, 8678-8682).

Kvantifikace stupn& exprese proteinu IFN-beta-la-Fc ve
tkéflovych supernatantech =z transfekovanych bunék EBNA 293
byla provad&na pomoci testu ELISA s pouzitim IgG frakce
krdlic¢ich polyklonédlnich protiléatek anti-IFN-beta-1la
purifikované metodou proteinu A (antigen byl purifikovany

IFN-beta-la, Biogen, Inc.) pro navazdni na 96-jamkové
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desti¢ky. Protilatka detekuje standardy IFN-beta-la a tkéafiové
supernatanty v rozmezi koncentrace interferonu mezi 10 ng/ml
a 0,3 ng/ml. Pro detekci navazanych interferont byly pouZity
biotinylovany kralidi polyklondlni anti-IFN-beta-la (stejné
protilatky jako uvedeny  vysde) a kYrenovd peroxidaza
konjugovand se streptavidinem. Pro potvrzeni hodnot ziskanych
Zz testu ELISA byla provaddéna analyza westernovym pifenosem,
kdy redukované tkanové supernatanty a standardy IFN-beta-1
byly separovany na 5-20% Tris-glycinovych gelech (Novex, San
Diego, CA), ptfeneseny na membrany PVDF (Amersham Life
Science, Inc., Cleveland, OH) a detekovény odliSnym kr&lidim
polyklondlnim sérem (p&€stovanym proti IFN-beta-la), a pak
nédsledovaly osli proti-krdli&i IgG protilatky konjugované
s k¥enovou peroxidadzou (Jackson ImmunoResearch, West Grove,

PA)

P¥iklad 4

Antivirova aktivita fGzniho proteinu IFN-beta-la/my8i IgG2a

Builky 1lidského plicniho karcinomu (A549) byly pfedem
o8et¥ovany 24 hodin s IFN-beta-la nebo IFN-beta-my3i IgG2a
(61, 41, 27, 18, 12, 8,2, 5,5, 3,7, 2,5, 1,6 pg/ml) ptred
gstimulaci virem encefalomyokarditidy virus (EMCV) . Po
dvoudenni inkubaci s virem byly Zivé bullky barveny roztokem
XTT:PMS (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl) -2H-tetra-
zolium-5-karboxanilid, vnit¥ni sul: fenazinmethosulfat,
v koncentraci 333 g/ml a 2ng/ml, v daném po¥adi, v pufrovaném
solném roztoku) a detekovany spektroskopii v 450nM. Test byl

provadén ve trojim opakovani pro kaZdou koncentraci IFN.
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Na obrdzku 8 Jjsou ukézény standardni odchylky jako
svislé tsedky. Bylo zjist&no, Ze 50% cytopaticky G&inek pro
IFN-beta-la byl p¥ibli¥né& 0,4 pM. Pro IFN-beta-my$i IgG2a byl
50% cytopaticky G¢inek 0,15 pM.

Priklad 5

Konstrukce a produkce fdzniho proteinu "lidsky interferon

beta-la/lidsky IgGl Fc"

A. Konstrukce fiazniho proteinu 1lidsky interferon beta-
la/lidsky IgGl Fc

PCR technologie byla pouZita pro vytvo¥eni expresniho
plazmidu kédujiciho DNA sekvenci lidského IFN beta fdzovanou
s dasti Fc (kloubovd doména, domény CH2 a CH3) molekuly

t&¥kého Yetd&zce lidského IgGl.

EBNA konstrukt:

Plazmidovy vektor pCH269 je derivat pCEP4 (Invitrogen,
Carlsbad, CA), =ze kterého byl odstranén gen EBNA-1. Plazmid
byl pouZit pro konstrukci expresniho vektoru pouZitelného pro
p¥echodnou expresi proteinu v bufikdch EBNA 293 z lidskych
ledvin (Invitrogen, Carlsbad, CA, Shen, E.S., et. al., 1995,
Gene, 156, 235-239).

Expresni kazeta fGzniho proteinu byla sestavena =ze t¥i
fragment® DNA: fragment Notl/SalIl kdédujici sign&lni sekvenci
VCAM-1 v ramci a flzovanou se sekvenci kddujici lidsky IFN
beta, fragment Sall/NotI kédujici kloubovou doménu, domény
CH2 a CH3 lidského IgGl a fragment NotI EBNA expresniho
vektoru pCH269.
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Dva nezavislé fragmenty NotI/Sall kédujici =zralou
signdlni sekvenci VCAM-1 v rémci a fdzovanou ke genu lidského
IFN beta byly vytvo¥eny technologii PCR. PCR templat byl
plazmid pCMG258 (viz p¥iklad 2 vySe), ktery kéduje zralou
signdlni sekvenci VCAM-1 v ramci a fdzovanou ke genu lidského
IFN beta, ktery sam je také v ramci a fGizovany
k enterokindzové spojovaci sekvenci. Byly pouZity dvé sady
primert pro PCR. Jedna sada primert:

5' -AGCTTGCTAGCGGCCGCGEGCCTCACTGGCTTCA-3! (sekvence id. ¢&. 37)
a 5'- ATACGCGTCGACGTTTCGGAGGTAACATGTAAGTCTG-3' (sekvence 1id.
&. 38) wvnesla zm&nu aminokyselin od G do C v pozici 162.
Tento fragment byl nazvadn lidsky IFN beta-C 162. Druh& sada
primert:

5 ' -AGCTTGCTAGCGECCGCEGCCTCACTGGCTTCA-3 "' ( sekvence id. ¢&. 39)
a 5' -TACACGTCGACGCTGCCACCACCGCCGTTTCGGAGGTAACATGTAAGTCTG-3
(sekvence id. &. 40) také =zavedla substituci aminokyselin
G162 a¥ Cl162 a zménila enterokindzovou spojovaci sekvenci
(DDDDK) na GGGGS spojovaci sekvenci v ramci a flzovanou
k lidskému genu IFN beta. Tento fragment byl nazvan lidsky
IFN beta-C162/G4S. Ob& sady primeru obsahovaly 5' NotI misto
pro umoZn&ni ligace do pCH269, a 3' Sall 3Ztépné misto pro
umo¥né&ni ligace s fragmentem SalIl/ NotI lidského IgGl.

Lidsky fragment IgGl, ktery kdéduje kloubovou doménu a
domény CH2 a CH3 lidského IgGl, byl pfipraven pomoci Stépeni
restrikénimi enzymy (Sall/ NotI) plazmidu pEAG409, derivatu
plazmidu SABI44 (popsaného v patentu Spojenych sStatd ¢&.
5 547 853). Fragment byl wvy¥iznut a purifikovdn pres gel.
EBNA expresni vektorovy plazmid pCH269 byl &tépen NotI a
purifikovan p¥es gel.

Dva fdzni konstrukty lidského IFN beta-lidského IgGl Fc
byly vytvofeny dv&ma trojcestnymi ligacemi. Jeden konstrukt,

nazvany 216206, obsahoval spojovaci sekvenci G4S, druhy
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konstrukt, nazvany ZL5107, je ptimad fize. Kompletni sekvence
DNA a proteinu otev¥eného dJ&teciho ramce p¥imé fiaze (viz
obrdzek 10) jsou uvedeny v sgsekvenci id. &. 41 a v sekvenci
id. &. 42, podle poradi. Kompletni sekvence DNA a proteinu
otev¥eného &teciho ramce filze spojovaci sekvence (viz obrazek
11) jsou uvedeny v sekvenci id. &. 43 a v sekvenci id. &. 44,

podle po¥adi.

CHO konstrukt:

Byl vytvo¥en konstrukt v bufikdch CHO s trvalou expresi
fdze "lidsky IFN beta-1lidsky IgGl Fc", ktery obsahoval lidsky
IFN beta p¥imo spojeny s lidskym IgGl Fc. Fragment lidsky IFN
beta-1lidsky IgGl Fc byl vyst¥iZen z plazmidu ZL5107 s Notl a
purifikovdn p¥es gel, byl ligovan do mista NotlI v pEAG347
(expresni vektor obsahujici tandem dasného promotoru SV40 a
hlavniho pozdniho adenovirového promotoru [pochédzejiciho
z plazmidu  pAD2beta], jedinelné klonovaci misto  NotI
nadsledované signdly pro pozdni ukonceni transkripce SV40 a
polyA [pochézejici =z plazmidu pCMVbeta]. pEAG347 obsahuje
plazmidovou kostru pochézejici =z pUC 19 a dhfr pro MTX

selekci a amplifikaci v transfekovanych burikdch CHO) .

B. produkce fazniho proteinu lidsky interferon-beta-la/lidsky

IgGl Fc

P¥echodnd transfekce filznich konstruktd lidského IFN beta do
bunék EBNA293:

Rekombinantni expresni vektory IFN-beta/lidsky IgGl Fc
popsané vyde byly p¥echodné transfekovadny do bunék EBNA 293
z lidskych ledvin pro dosa¥eni exprese fizniho proteinu IFN-
beta-la podle vyndlezu. Tyto rekombinantni expresni plazmidy

byly transfekovany podle lipofektaminového protokolu
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(katalog. &.18324-020, Life Technologies) do bunék z lidskych

ledvin EBNA 293 podle protokolu popsaného v p¥ikladu 3 vyse.

Stabilni transfekce dhfr- CHO bunék fGznim konstruktem
"1idsky IFN-beta-la/lidsky IgGl Fc" (bez spojovaci sekvence) :
Expresni vektor dhfr obsahujici rekombinantni IFN-

beta/lidsky IgGl Fc (bez spojovaci sekvence) popsany vySe byl
bunék,

IFN-beta-1la

trvale transfekovan do aby bylo dosaZeno exprese

fdzniho proteinu podle vynélezu. Tento

rekombinantni expresni plazmid byl transfekovan elektroporaci

a selekce pozitivnich klont byla provadéna podle
nédsledujiciho protokolu:

Plazmidova DNA (20 g) gté&pena s BgllI byla
precipitovédna, resuspendovdna v 800 pl pufru HEPES a p¥idana

k 10x10” bun&k/ml CHO. Po elektroporaci byly bullky pé&stovéany

2 dny v kompletnim médiu DMEM. Pak byly butiky rozdéleny na 20

a¥ 40 10cm misek s kompletnim DMEM/dialyzovanym 10% FBS a

p&stovany 5 dnG p¥ed prenesenim bunék na selekéni média se

stoupajici koncentraci (50-200 ng/ml) MTX v DMEM po dobu dvou

tydnt. Na konci dvou tydnl selektovany Jjednotlivé

byly

kolonie bun&k a namno¥eny. Supernatanty pochdzejici z 22

klont CHO byly testovany v antivirovych testech.

Aktivita:

Antivirovd aktivita fdznich zjigtovana

zékladé

proteint byla

v testech CPE, Jjak popsédno v ptrikladu 4. Na

specifické aktivity 60 MU/mg standardu interferonu-beta-la
aktivita (EBNA)

lidsky

pouzitého v tomto testu, byla prechodné

exprimovaného flizniho  proteinu interferon-beta-

la/lidsky IgGl Fc se spojovaci sekvenci 900 U/ml a aktivita

bez spojovaci sekvence byla 440 U/ml. Aktivita fdzniho
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proteinu exprimovaného v builkdch CHO lidsky interferon-beta-

la/lidsky IgGl Fc byla 50 U/ml.

P¥iklad 6

M&¥eni antivirové aktivity interferonu-beta-la v plazm& my3i
oSettrenych interferonem-beta-1la a fdznim proteinem

interferon-beta-la/my8i IgG2a

Mygim (C57/Bl16) byla podédna do Zily v ocasu i.v. injekce
50 000 Jjednotek interferonu-beta-la (volného) mnebo 5 000
jednotek fGzniho proteinu interferon-beta-la-mys&i IgG2a. Jako
kontrola byl podavan stejny objem fosfatového pufru.

Krev Dbyla odebiré&na retroorbitdlnimi krevnimi odbéry
v raznym dasovych bodech (okamZité&, 0,25, 1, 4, 24 a 48
hodin) po injekci interferonu beta. V kaZdém dcasovém bodé
byly alesponl t¥i my8i. Plnd krev byla odebirédna do zkumavek
obsahujicich antikoagulans, buliky byly odstranény a zbyla
plazma zmraZena aZ do doby testovani. Vzorky plazmy byly
naredény 1:10 médiem bez séra a ponechaly se protéci p¥es 0,2

m filtr ve st¥ikadce.

Na¥edéné vzorky pak byly titrovany do urcenych jamek na
96-jamkové destifce pro tkanové kultury obsahujici butky
A549. Na kaZdé destilce byla testovana Yedéni standardd
interferonu-beta-1a (10, 6,7, 4,4, 2,9, 1,3, 0,9 a 0,6 U/ml
AVONEX) a &ty¥i vzorky plazmy. Builky byly p¥edem oSet¥eny se
vzorky po 24 hodin pred stimulaci virem EMC. Po dvoudenni
inkubaci g virem byly Zivotaschopné bunlky barveny roztokem
MTT (5 mg/ml ve fosfadtovém pufru) po dobu 1 hodiny, promyty
fosfatovym pufrem a solubilizovany s 1,2N HCl v isopropanolu.

Jamky pak byly odeitéany ve 450 nm. Pro kaZdou desticku byly
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vytvo¥eny standardni k¥ivky a pouZity pro urdeni mnoZstvi
aktivity interferonu-beta-la v kazdém testovaném vzorku.
Aktivita ve vzorcich od rdznych my$i byla vynesena do grafu
proti dasovym bodlm na obrazku 9.

Pomalej8di ztrata fize interferonu-beta-la =z krevniho
obéhu jako funkce ¢asu ukazuje, Ze biologicky polodas vzorku

flizniho proteinu je mnohem delSi neZ polodas nemodifikovaného

kontrolniho interferonu-beta-1a. Druhé velmi vyznamné
zjigténi 2z této studie bylo to, Ze velmi médlo fdzniho
proteinu bylo ztraceno v prubé&hu distribu&ni faze, Jjak

prokézadno podobnymi vysokymi hladinami aktivity v 15 a 60
minutdch. Data ukazuji, Ze na rozdil od kontrol interferonu-
beta-la, je distribuce fazniho proteinu interferonu-beta-la

prevazné omezena na cévni zasobeni.

P¥iklad 7

Srovnavaci farmakokinetické a farmakodynamické studie na

primatech

Komparativni studie byly provadény s fizi interferonu-
beta-la a nativnim interferonem-beta-la (jako neformulovany
volny meziprodukt AVONEX® interferonu-beta-la ve 100mM
fosfatu sodném, 200mM NaCl, pH 7,2) pro =zjisténi Jjejich
relativni stability a aktivity mna primdtech. V téchto
studiich byla srovndvédna farmakokinetika a farmakodynamika
fize interferonu-beta-la u primdtd s nativnim interferonem-

beta-la a racionidlni zav&ry mohou byt rozg&i¥eny na d&loveéka.
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Zvi¥ata a metody

Navrh studie

Toto byla studie s paralelnimi skupinami a opakovanymi

davkami pro vyhodnoceni komparativni farmakokinetiky

a farmakodynamiky fGizniho proteinu interferonu-beta-1la

a neflizovaného interferonu-beta-1la.
Pro tuto studii byly pouZiti

zdravi primati (vyhodné&

makak "rhesus", Macaca mullata). P¥ed podavaénim davek byly u
v8ech zvitYat vySet¥eny p¥iznaky nemoci veterind¥em p¥i dvou
prileZitostech béhem 14 dnt pred prvaoim podédnim testované
jedno vysSetreni

gloudeniny, muselo byt v pribéhu 24 hodin

pfred prvnim podénim testované sloudeniny. Pouze zdrava
zvitata dostala testovanou sloudeninu. Vyhodnoceni zahrnovalo
obecné fyzikalni vy8et¥eni a krevni odbéry pted podanim davky
pro vysSet¥eni zdkladnich klinickych patologickych ukazateld a
vychozi hladiny protilatek proti interferonu-beta-la. VSechna
zvi¥ata byla zvaZena a bé&hem 24 hodin pred podénim testované
slouceniny byla zaznamendvana té&€lesnd teplota.

Bylo zaregistrovéno dvanact zvi¥at a rozdéleno do skupin

po t¥ech, které dostadvaly 1 MU/kg interferonu-beta-la bud
jako fzovany  nebo nefltzovany, ale jinak identicky
interferon-beta-la. Podavani bylo provaddéno bud subkutdnné

(SC) nebo intravendzn& (IV). Sest samcl dostalo testovanou

sloueninu IV zplsobem(3/o8et¥eni) a dal8ich 6 samcl dostalo

testovanou gloufeninu SC zplUsobem (3/o8etfeni). VSechna

zvirata musela byt nedotlena o8etfenim interferonem-beta,

¢ili tzv. naivni. KaZdému zvireti byly podavany davky ve dvou
dobéch, davky byly oddéleny c¢ty¥mi tydny. Objem davky byl 1,0
ml/kg.

Pro farmakokinetické testovani byla odebirédna krev v 0,

0,083, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72
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a 96 hodin po kaZdé injekci. V 0, 24, 48, 72, 96, 168, 336,
504 hodin po podavani studovaného 1léliva byly také odebirany
vzorky krve pro mé€¥eni markeru biologické reakce indukované
interferonem, sérového neopterinu.

Hodnoceni  béhem  obdobi studie zahrnuji klinicka
vySetfovani znamek toxicity provaddénd 30 minut a 1 hodinu po
podani davky. Byla provadéna denni pozorovani p¥es klec a byl
zaznamenavan celkovy vzhled, pt¥iznaky toxicity, neklid a
zmény  chovani. Béhem 21 dnd po podani davky  byla

zaznamenavana télesnd hmotnost a té&lesna teplota.

Testovaci metody
Hladiny interferonu-beta v séru byly kvantifikovény
s pouZitim testu na hodnoceni cytopatického WG&inku (CPE).

-

Test CPE méril stupell antivirové aktivity zprost¥edkované
interferonem. Stupenl antivirové aktivity ve vzorku odrazi
polet molekul aktivniho interferonu obsaZenych ve vzorku
v okamZiku, kdy Jje odebirdna krev. Tento pT¥istup byl
standardni metodou pro stanoveni farmakokinetiky interferonu-
beta. Test CPE pouzity v p¥edklddané studii detekuje
schopnost interferonu-beta chrénit butiky lidského plicniho
karcinomu (A549, &. CCL-185, ATCC, Rockville, MD) pted
cytotoxicitou zplsobenou virem encefalomyokarditidy (EMC).
Butiky byly p¥edem inkubovany 15 aZ 20 hodin se vzorky séra,
aby se umoZnila indukce a syntéza proteint, které 1lze
indukovat interferonem, a které pak zvysuji antivirovou
reakci. Potom byl p¥idadn virus EMC a inkubovadn dalsich 30
hodin p¥ed tim, neZ se vyhodnotila cytotoxicita s pouZitim
barveni krystalovou violeti. Na kaZdé testované destidce byl
soudasné se vzorky testovdn vnit¥ni standard interferonu-

beta, jakoZ 1 wvnit¥ni standard interferonu-beta-Ig. Tento

standard byl kalibrovan  proti referenénimu standardu
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p¥irozeného interferonu lidskych fibroblastd (WHO Second

International Standard for Interferon, Human Fibroblast, Gb-

23-902-53). KaZdd testovand destidka také zahrnovala jamky
s kontrolou bunééného rastu, které neobsahovaly ani
interferon-beta jakéhokoliv druhu, ani EMC, a jamky s virovou

kontrolou, které obsgahovaly buitky a EMC, ale neobsahovaly
interferon-beta. Pro zjidtovani G&inku, byl-1i jaky, vzorkh
na bunéény rist byly také ptripraveny kontrolni destidky

obsahujici standardy a vzorky. Tyto destilky byly obarveny

bez pridéni viru.
Vzorky a standardy byly testovany v duplikétech na kaZdé

ze dvou opakujicich se testovacich destidek, poskytujici

ty¥i ddaje o vzorku. Byl uvaddén geometricky prum&r hodnot

dty¥ech opakovani. Limit detekce v tomto testu

(U} /ml.

koncentrace ze
je 10 jednotek
Sérové koncentrace neopterinu byly urdovany na odd&leni

klinické farmakologie s pouzitim komeréné dostupnych testn.

Farmakokinetické a statistické metody

Software RstripTM (MicroMath, Inc., Salt Lake City, UT)
byl pouzZit pro prokladani (fitovéani) dat pomoci
farmakokinetickych modelt. Geometrické pramé&ry hodnot

koncentrace byly vyneseny do grafu proti <&asu pro kaZdou

skupinu. ProtoZe vysledky testu jsou vyjad¥eny jako redéni,
jsou geometrické praméry povazZovany za vhodnéjsi, neZ
aritmetické priméry. Hladiny sérového interferonu byly

srovnany podle vychozich hodnot a nedekovatelné koncentrace
v séru byly stanoveny na 5 U/ml, coZ p¥edstavovalo jednu
polovinu spodniho limitu detekce.

Pro data z IV infizi byl fitovan IV infGzni model se

dvéma kompartmenty pro detekovatelné koncentrace v séru pro
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kazdy subjekt a SC data byla fitovadna podle injek&niho modelu
se dvéma kompartmenty.

Byly vypoditdny nésledujici farmakokinetické parametry:

1) pozorovand vrcholovad koncentrace, Cpax (U/ml)

ii) oblast pod k¥ivkou od 0 do 48 hodin, AUC se
vypoletla pomoci lichobéZnikového pravidla,

iii) polodas eliminace,

a, z dat ziskan?éh pri IV infdzi (kdyZ byl pouZit IV zpusob
podavani) :

iv) polodas distribuce (hodiny, h),

v) clearance (ml/h),

vi) zjevny distribudni objem, Vd (1).

Pro vypolet polodasu eliminace po SC a IM injekci byl
pouZit software WinNonlin (verze 1.0, Scientific Consulting
Inc., Apex, NC).

Pro neopterin jsou uvedeny hodnoty aritmetického priméru
v kazZdé skupiné. Byla vypoltena Epax, maximdlni hodnota zmény
proti z&kladni hodnoté. Cpax, AUC a Epx byla pak analyzovany

jednosmérnou analyzou rozptylu pro srovnani skupin 1li8icich

se davkami . Hodnoty Crax a AUC byly logaritmicky
transformovany p¥ed analyzou, Jjsou uvadény geometrické
praméry.

Priklad 8

Antiangiogenni G¢inky flze interferonu-beta-la: Hodnoceni
schopnogti fhze interferonu-beta-la inhibovat proliferaci

endotelovych bunék in vitro

Bunikky 2z lidského cévniho endotelu (Cell Systemsg,

katalog. &. 2V0-P75) a buillkky endotelu koZnich kapilér (Cell

*

*
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Systems, katalog. ¢&. 2M1-C25) byly wudrZovany v kultu¥e
s médiem ze soupravy CS-C Medium Kit (Cell Systems, katalog.
&. 470-500). Ctyriadvacet hodin p¥ed pokusem byly buliky
odet¥eny trypsinem, resuspendovaény v testovacim médiu, 90%
M199 a 10% fet&dlni hovézi sérum (FBS), a upraveny na
poZadovanou hustotu. Pak byly buitkky vysety na 24 nebo
96jamkové destilky potaZené Zelatinou, s hustotou 12500
bun&k/jamka nebo 2000 buné&k/jamka.

Po inkubaci p¥es noc bylo testovaci médium nahrazeno
Serstvym médiem obsahujicim 20 ng/ml lidského rekombinantniho
bazického fibroblastového rlGstového faktoru DbFGF (Becton
Dickinson, katalog. &. 400600) a rGzné koncentrace fazovanych
nebo neflizovanych proteini interferonu-beta-la nebo pozitivni
kontroly (jako pozitivni kontrola lze uZit endostatin nebo
protildtka k bFGF). Celkovy objem byl nastaven na 0,5 ml ve
24jamkové destilce nebo 0,2 ml v 96jamkové destidce.

Po dvaasedmdesati hodindch byly buillky osSet¥eny trypsinem
pro politani na Coulteru, zamrazeny pro odeéitéani
fluorescence CyQuant nebo znaceny [*H] thymidinem.

Tento in vitro test slouZil k hodnoceni molekul lidského
interferonu-beta podle vyndlezu z hlediska G¢inkdl na
proliferaci endotelovych buné&k, kterd miZe byt indik&torem
antiangiogennich G&inkl in vivo. Viz nap¥. O"Reilly, M.s., T.
Boehm., Y. Shing, N. Fukal, G. Vasios, W. Lane, E. Flynn, J.
Birkhead, B. Olsen, J. Folkman, 1997, Endostatin: An
Endogenous Inhibitor of Angiogenesis and Tumor Growth, Cell,

88, 277-285.
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Priklad 9

In vivo model pro testovani antiangiogenniho a

antineovaskulariza&niho G&inku fize interferonu-beta-la/Ig

Pro testovani antiangiogennich a antineovaskulariza&nich
G&inkt molekul podle vyndlezu byla vyvinuta celd trada modelt.
N&které z téchto modeld byly popsény v patentech USA 5 733
876 (31. brezna 1998, “Method of inhibiting angiogenesis"“) a
5 135 919 (4. srpen 1992, “Method and pharmaceutical
composition for the inhibition of angogenesis™). K dalSim
testlim pat¥i nap¥. test s choriocalantoidni membrdnou bez
skorapky (CAM) podle S. Taylor a J. Folkman, Nature, 297,
307, 1982 a R. Crum, S. Szabo a J. Folkman, Science, 230,
1375, 1985, model angiogeneze se vzduSnym dorzalnim vakem u
my&i podle J. Folkman, et al., J. Exp. Med., 133, 275, 1971,
a test s mikrokapsou rohovky podle Gimbrone, M.A.Jr. et al.,
Natl. Cancer Inst., 52, 413, 1974, kde je vaskularizace
rohovky indukovdna u dosp&lych samcl laboratornich potkant
kmene Sprague-Dawley (Charles River, Japonsko) implantaci 500
ng basického  FGF (hovézi, R and D systems, Inc.)
impregnovaného v EVA (kopolymer ethylen-vinylacetéatu)
peletech do kazdé rohovky.

K dal&im metoddm testovani fazi interferonu-beta/Ig na
antiangiogenni G&inky na zvi¥ecim modelu pat¥i (i kdyZ vycet
tim neni omezen) screeningové testy novych potencidlnich
protirakovinngch 1é&iv, jak byly popsany v plvodni publikaci
Cancer Chemotherapy Reports, Part 3, Vol. 3, No. 2, za¥i 1972
a Vv suplementu In Vivo Cancer Models, 1976-1982, NIH Publ.
No. 84-2635, tnor 1984. Vzhledem k mezidruhové bariéfe pro
interferony typu I, pro hodnoceni antiangiogenni aktivity

fzi interferonu-beta na modelech hlodavct, byly p¥ipraveny
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p¥ipravky fazi interferonu-beta/Ig hlodavct. Screeningové
metody Jjsou ukézdny na prikladu protokolu pro testovani
antiangiogenniho G&inku fdzi my8iho interferonu-beta/Ig na

subkutéanné implantovany Lewistv plicni karcinom.

Plvod nadorové linie
Vznikla sponténné€ v r. 1951 jako karcinom plic u mysi

C57BL/6.

Souhrn testovacich procedur

Fragment n&doru byl implantovdan do subkutédnné do
axilarni oblasti my&i B6D2F1l. Testované <¢inidlo (nap¥. fazni
protein podle vyndlezu) byl podédvadn v rlznych davkach
subkutann& (SC) nebo intraperitonedalné (IP) po nékolik dni po
implantaci n&doru. Mé&¥enym parametrem pak byl medidn casu
preZiti. Vysledky jsou uvedeny jako procenta <Casu prezZiti

kontroly.

Zvitata

Propagace nddoru: my8i C57BL/6

Testovaci zvitata: mys$i B6D2F1

Hmotnost: my$i by m&ly mit hmotnost s rozpétim 3 g
s minimdlni hmotnosti u samcl 18 g a samic 17 g

Pohlavi: =zvi¥ata jednoho pohlavi jsou uZita pro test 1
kontrolu v jednom pokusu

Zdroj: jeden zdroj, pokud je to moZné, pro vS8echna zvirata

v jednom pokusu

Rozsah experimentu

10 zvi¥at v jedné testovaci skupiné




81

P¥enos nadoru

Propagace nadoru:

Fragment: p¥ipravit 2 aZ 4 mm fragment nédoru SC darcovského
nadoru

Doba: 13. aZ 15. den

Misto: fragment implantovdn SC do axilarni oblasti vpichem

v ingvindlni oblasti

Testovani:

Fragment: p¥iprava fragmentu o velikosti 2-4 mm ze s.c.
darcovekého tumoru.

Doba: 13. aZ 15. den

Misto: implantace fragmentu s.c. do axilédrni oblasti vpichem

v ingvin&dlni oblasti.

Testovaci schéma:

Den 0: implantace tumoru. ZaloZeni bakteridlnich kultur.
Testovani pozitivni kontrolni slouleniny v kaZdém experimentu
s lichym &islem. P¥iprava materidlti. Denni zdznam Gmrti.

Den 1: kontrola kultur. Odstranéni kontaminovaného
experimentu. Randomizace zvi¥at. OSetfovéni dle instrukcil
(v den 1 a nasledujici dny).

Den 2: Opétnéa kontrola kultur. Odstranéni
kontaminovaného experimentu.

Den 5: Hodnoceni dne 2 a den pocatedniho testu
vyhodnoceni toxicity pripravku.

Den 14: Kontrolni den &asného Gmrti.

Den 48: Kontrolni den.

Den 60: Konec a vyhodnoceni experimentu. VySet¥eni

tumoru plic pouhym okem.
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Kontrola kvality:

Stanoveni pozitivni kontrolni sloudeniny (NSC 26271
(Cytoxan v davce 100 mg/kg/injekce)) v kaZdém experimentu
s lichym ¢islem, jehoZ rezim byl v den 1 pouze
intraperitonedlni. Spodni limit testu/kontroly pro pozitivni
kontrolu je 140%. P¥ijatelny mediédn p¥eZiti u neoSet¥ené

kontroly byl 19 aZ 35,6 dnu.

Vyhodnoceni :

M&Yeny parametr je medidn pF¥eZiti. Vypolet prum&rné
t&lesné hmotnosti zvirat v den 1 a v den 5, vypolet pomé&ru
test/kontrola pro v8echny testované skupiny. Jsou vypolitany
prim&rné t&lesné hmotnosti zvi¥at ve dny odeditani a v den
konedného vyhodnoceni. Pom&r test/kontrola je vypoditén pro
viechny testované skupiny s > 65 % preZiv8ich v den 5. Pomér
test/kontrola < 86% indikuje toxicitu. Pro hodnoceni toxicity
mi%e byt také pouZit nep¥imé&¥end zm&na télesné hmotnosti

(test minus kontrola).

M&¥itka aktivity:

Vychozi pom&r test/kontrola vE&ts8i nebo rovny 140% je
povazovan za nezbytny pro prukaz mirné aktivity.
Reprodukovatelnd hodnota poméru test/kontrola vét&i nebo

rovnd 150% je povaZovana za vyznamnou aktivitu.
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<210> 1
<211> 1197
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atgagctaca
ctgtggcaat
cctgaggaga
gagatgctcc
gagactattg
gtccectggaag
cacctgaaaa
tgtgcctgga
acaggttacc
tgcccagcecac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagcccecca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
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attcctacaa
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gcacctgaaa
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accatagtca gagtggaaat cctaaggaac ttttacttca ttaacagact tacaggttac 540
ctcegaaac
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> S :
gatttagcaa tgctgectgt gctgcectce tggetgecett gaatgggagg cttgaatact 60

<210> 6

<211> 51

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6
tattatggga ggattctgca ttacctgaag gccaaggagt actcacactg t 51

<210> 7

<211> 76

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

aattgaatgg gagggctgca gcttgegetg cagacaggat gaactttgac atccctgagg 60
agattaagca gctgca 76

<210> 8

<211> 51

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Ala Ala Thr Thr Gly Ala Ala Thr Gly Gly Gly Ala Gly Gly Cys Thr
1 5 10 15

Thr Gly Ala Ala Thr Ala Cys Thr Gly Cys Cys Thr Cys Ala Ala Gly
20 25 30

Gly Ala Cys Ala Gly Gly Ala Thr Gly Ala Ala Cys Thr Thr Thr Gly
35 40 45

Ala Cys Ala
50

<210> 9

<211> 60

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9




ttctceggag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10
50
DNA
Homo

10

cgtcagagct

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

11
47
DNA
Homo

11

ggtggtctca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

~gcectecgagt:

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

12
50
DNA
Homo

12

13
21
DNA
Homo

13

caagcttget

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

14
28
DNA
Homo

14

ggtggtctca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

15
20
DNA
Homo

15

I e reva .
L »

. L J [ * L] 0:
.: » » L 2 L4 [ ] L4 *
r ] [ ] L [ ] L] [ I ] L ] [ ]
‘:. : .ﬂ‘. : ..I‘ Q:.
88
acgatgatga caagatgagc tacaacttgce ttggattcet acaaagaage 60
sapiens
gaaatcctag caaactttge attcattgca agacttacag 50
sapiens
catgagctac aacttgcttg gattcctaca aagaagce 47
sapiens
cgaccttgtc atcatcgtcg tttcggaggt aacctgtaag 50
sapiens
agcggccgeg g 21
sapiens
catggcttga gaagctgce 28
sapiens




aggtsmarct

<210> 16
<211> 36
<212> DNA
<213> Homo

<400> 16
ctgagctcat

<210> 17
<211> 33
<212> DNA
<213> Homo

<400> 17
agcttgctag

<210> 18
<211> 37
<212> DNA
<213> Homo

<400> 18
atacgcgteg

<210> 19
<211> 33
<212> DNA
<213> Homo

<400> 19
agcttgctag

<210> 20
<211> 51
<212> DNA
<213> Homo

<400> 20
tacacgtcga

<210> 21
<211> 39
<212> DNA
' <213> Homo

<400> 21

89 [ 2 X ]

gcagsagtcw

sapiens

ttacccggag tccgggagaa gectett

sapiens

cggccogegge ctcactgget tca

sapiens

acgtttcgga ggtaacatgt aagtctg

sapiens

cggcecgegge ctcactggcet tca

sapiens

cgctgccacce accgecgttt cggaggtaac atgtaagtct g

sapiens

20

36

33

37

33

51




gccgetegag

<210> 22
<211> 72
<212> DNA
<213> Homo

<400> 22
ggaatgcttc
agacagttct

<210> 23
<211> 72
<212> DNA
<213> Homo

<400> 23
ggaatgagac
ctgcagttct

<210> 24
<211> 44
<212> DNA
<213> Homo

<400> 24
-ctagctgcaa

<210> 25
<211> 69
<212> DNA
<213> Homo

<400> 25
ctagaagaaa
ctgaaaaga

<210> 26
<211> 51
<212> DNA
<213> Homo

<400> 26
tattatggga

<210> 27
<211> 76
<212> DNA

90 .

ttatcagttt cggaggtaac ctgtaagtc 39

sapiens

aattgttgct gcactcctga gcaatgtcta tcatcagata aaccatctga 60
ag 72
sapiens

cattgttgag aacctcctgg ctaatgtcge tcatcagata gcacatctgg 60
ag 72
sapiens
-aactggctge agcectgatttc accaggggaa aact 44
sapiens

aactggagaa agaagcagct accgctggaa aagcaatgag cgcgctgcac 60
69

sapiens

ggattctgca ttacctgaag gccaaggagt actcacactg t 51




<213> Homo

<400> 27
catgagcagt
ggagtactca

<210> 28
<211> 87
<212> DNA
<213> Homo

<400> 28
catgagcagt
tgcatactca

<210> 29
<211> 87
<212> DNA
<213> Homo

<400> 29
catgagcagt
ggagtacgct

<210> 30
<211> 50
<212> DNA
<213> Homo

<400> 30
cgtcagagcet

<210> 31
<211> 47
<212> DNA
<213> Homo

<400> 31
ggtggtctca

<210> 32
<211> 50
<212> DNA
<213> Homo

<400> 32
gccctcegagt

91

sapiens

ctgcacctga aaagatatta tggggcaatt gctgcatacc tggcagccaa 60

cactgt

sapiens

76

ctgcacctga aaagatatta tgggaggatt ctgcattacc tgaaggccge 60

cactgtgcct ggacgat

sapiens

87

ctgcacctga aaagatatta tgggaggatt ctgcattacc tgaaggcaaa 60

gcatgtgcct ggacgat

sapiens

gaaatcctag caaactttgce attcattgca agacttacag

sapiens

catgagctac aacttgcttg gattcctaca aagaagc

sapiens

cgaccttgtce atcatcgtcg tttcggaggt aacctgtaag

87

50

47

50




s
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<210> 33
<211> 21
<212> DNA
<213> Homo

<400> 33
caagcttgcet

<210> 34
<211> 28
<212> DNA
<213> Homo

<400> 34

92

sapiens

agcggecegeg g

sapiens

ggtggtctca catggcttga gaagctgce

<210> 35
<211> 20
<212> DNA

<213> murine

<400> 35

aggtsmarct gcagsagtcw

<210> 36
<211> 36
<212> DNA

<213> murine

<400> 36
ctgagctcat

<210> 37
<211> 33
<212> DNA
<213> Homo

<400> 37
agcttgctag

<210> 38
<211> 37
<212> DNA
<213> Homo

<400> 38
atacgcgtceg

ttacccggag tccgggagaa gctcett

sapiens

cggccgegge ctcactgget tca

sapiens

acgtttcgga ggtaacatgt aagtctg

21

28

20

36

33

37




Y

"<210> 39
<211> 33
<212> DNA
<213> Homo

<400> 39
agcttgctag

<210> 40
<211> 51
<212> DNA
<213> Homo

<400> 40
tacacgtcga

<210> 41

£211> 1257
<212> DNA
<213> Homo

<400> 41

~ atgcctggga
gcttctcaag
'tgtcagaagc
.aactttgaca
~.ttgaccatct
. actggctgga
catctgaaga
atgagcagtc
gagtacagtc
attaacagac
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggyg
caccaggact
gccccecateg
accctgeccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

<210>
<211>
<212>
<213>

42
418
PRT
Homo

sapiens

93

cggccecgegge ctcactgget tca

sapiens

cgctgccacce accgeccegttt cggaggtaac atgtaagtcet g

sapiens

agatggtcgt
ccatgagcta
tcctgtggea
tcecctgagga
atgagatgct
atgagactat
cagtcctgga
tgcacctgaa
actgtgectg
ttacatgtta
aactcctggg
tctceccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catccecggga
atcccagcga
ccacgeccectece
acaagagcag
acaaccacta

sapiens

gatccttgga gcectcaaata
caacttgctt ggattcctac
attgaatggg aggcttgaat
gattaagcag ctgcagcagt
ccagaacatc tttgctattt

tgttgagaac ctcctggceta

agaaaaactg gagaaagaag
aagatattat gggaggattc
gaccatagtc agagtggaaa
ccteccgaaac gtcgacaaaa
gggaccgtca gtcttectcet
ccctgaggtc acatgegtgg
ctggtacgtg gacggcgtgy
caacagcacg taccgtgtgg
caaggagtac aagtgcaagg
ctccaaagec aaagggcagce
tgagctgacc aagaaccagyg
catcgecegty gagtgggaga
cgtgttggac tccgacggct
gtggcagcag gggaacgtct
cacgcagaag agcctctccc

tactttggat
aaagaagcag
actgcctcaa
tccagaagga
tcagacaaga
atgtctatca
atttcaccag
tgcattacct
tcctaaggaa
ctcacacatg
tcccecccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcect
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagccectgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctecatgcectce
tgtctcecegg

aatgtttgca
caattttcag
ggacaggatg
ggacgccgca
ttcatctagc
tcagataaac
gggaaaactc
gaaggccaag
cttttacttce
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agccctecca
acaggtgtac
ctgectggtc
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
gaaatga

33

51

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1257




<400> 42
Met Pro Gly

1

Ile

Leu

Asn

Pro

65

Leu

Asp

Ala

Lys

His

145

Glu

Asn

Lys

Pro

Ser

225

Asp

Met

Gln

Gly

50

Glu

Thr

Ser

Asn

Leu

130

Leu

Tyr

Phe

Thr

Serxr

210

Arg

Pro

Phe

Arg

35

Arg

Glu

Ile

Ser

vVal

115

Glu

Lys

Sex

Tyxr

His

195

Val

Thr

Glu

Lys
Ala

20
Ser
Leu
Ile
Tyr
Ser
100
Tyxr
Lys
Arg
His
Phe
180
Thx
Phe

Pro

Val

Met

Ala

Ser

Glu

Lys

Glu

85

Thr

His

Glu

Tyr

Cys

165

Ile

Cys

Leu

Glu

Lys

Val
Ser
Asn
Tyr
Gln

70
Met
Gly
Gln
Asp
Tyxr
150
I‘Xla
Asn
Pro
Phe
vVal

230

Phe

val

Gln

Phe

Cys

55

Leu

Leu

Trp

Ile

Phe

135

Gly

Trp

Arg

Pro

Pro

215

Thr

Asn

Ile
Ala
Gln

40
Leu
Gln
Gln
Asn
Asn
120
Thr
Arg
Thr
Leu
Cys
200
Pro
Cys

Trp

Leu

Met

25

Cys

Lys

Gln

Asn

Glu

105

His

Arg

Ile

Ile

Thr

185

Pro

Lys

Val

Tyr

94

Gly

10

Ser

Gln

Asp

Phe

Ile

90

Thr

Leu

Gly

Leu

Val

170

Cys

Ala

Pro

Val

Val

Ala

Tyx

Lys

Axg

Gln

75

Phe

Ile

Lys

Lys

His

155

Arg

Tyr

Pro

Lys

Val

235

Asp

Ser

Asn

Leu

Met

60

Lys

Ala

Val

Thr

Leu.

140

Tyxr

Val

Leu

Glu

Asp

220

Asp

Gly

Asn

Leu

Leu

45

Asn

Glu

Ile

Glu

Val

125

Met

Leu

Glu

Arg

Leu

205

Thr

Val

Val

Ile

Leu

30

Trp

Phe

Asp

Phe

Asn

110

Leu

Ser

Lys

Ile

Asn

190

Leu

Leu

Ser

Glu

Leu

15

Gly

Gln

Asp

Ala

Arg

95

Leu

Glu

Ser

Ala

Leu

175

Val

Gly

Met

His

vVal

Trp

Phe

Leu

Ile

Ala

80

Gln

Leu

Glu

Leu

Lys

160

Arg

Asp

Gly

Ile

Glu

240

His




Asn Ala Lys

Val VvVal Ser

275

Glu Tyr

290

Lys

Lys Thr Ile

305

Thr Leu Pro

Thr Cys Leu

Glu Ser Asn

355
Leu

Asp Ser

370
Lys Ser
385

Axrg

Glu Ala Leu

Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

43
1272
DNA
Homo

<400> 43

atgcctggga
gcttctcaag
tgtcagaagc
aactttgaca
ttgaccatct
actggctgga

245

Thr
260

Lys
Val Leu
Cys

Lys

Ser Lys

Pro

Thr

val

Ala

Arg Glu

Glu

95

250

Gln Tyr

265

Val Leu

280
Ser Asn
295

Lys Gly

310

Ser
325

Pro

val
340

Lys
Gly Gln
‘Giy

Asp

Trp Gln

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

Asp Glu

Phe Tyr

His

Lys

Gln

Leu

Pro

Gln Asp

Ala Leu

Pro

315

Thr
330

Lys

Ser Asp

345

Glu Asn

360

Phe
375

Phe

Gly Asn

390

Asn
405

His

sapiens

agatggtcgt
ccatgagcta
tcctgtggca
tccectgagga
atgagatgct
atgagactat

His

Tyr Thr

gatccttgga
caacttgctt
attgaatggg
gattaagcag
ccagaacatc
tgttgagaac

Asn

Leu

val

Gln

Tyr Lys

Ser

Tyr

Phe Ser

395
Lys Ser
410

gcctcaaata
ggattcctac
aggcttgaat
ctgcagcagt
tttgctattt
ctcctggecta

Asn Thr

270

Ser

Leu Asn

285

Trp

Pro Ala Pro

300

Glu Pro Gln

Asn Gln Val

Ile Ala Val

350
Thr Thr
365

Pro

Lys Leu Thr

380
Val

Cys Ser

Leu Ser Leu

tactttggat
aaagaagcag
actgcectcaa
tccagaagga
tcagacaaga
atgtctatca

255

Tyr Arg

Gly Lys

Ile Glu

Val Tyxr

320
Ser Leu
335

Glu Trp

Pro Val
Val

Asp

His
400

Met

Ser Pro

415

aatgtttgca
caattttcag
ggacaggatg
ggacgccgca
ttcatctage
tcagataaac

60

120
180
240
300
360




catctgaaga
atgagcagtc
gagtacagtc
attaacagac
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaceg
aacaaagccc
gaaccacagyg
ctgacctgcce
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctccgtga
cccgggaaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

44
423
PRT

Homo

44

cagtcctgga
tgcacctgaa
actgtgcctyg
ttacatgtta
cgtgeccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgéacca
tcccagecce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

sapiens

agaaaaactg
aagatattat
gaccatagtc
ccteccgaaac
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcceccececatcee
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

96

gagaaagaag
gggaggattce
agagtggaaa
ggcggtggtyg
ctggggggac
cggaccectg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagce
agcgacatcg
ccteceegtgt
agcaggtggc
cactacacgce

atttcaccag
tgcattacct
tcctaaggaa
gcagcgtcga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtyg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

gggaaaactc
gaaggccaag
cttttacttc
caaaactcac
cctectteccce
cgtggtggtyg
cgtggaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctectte
cgtcttctca
ctcectgtet

Met
1

Ile

Leu

Asn.

Pro

65

Leu

Asp

Ala

Lys.

Pro Gly

Met

Gln

Gly

50

Glu

Thr

Ser

Asn

Leu

Phe

Axrg

35

Arg

Glu

Ile

Ser

val

115

Glu

Lys

Ala

20

Ser

Leu

Ile

Tyx

Ser
100

Tyr

Lys

Met

Ala

Ser

Glu

Lys

Glu

85

Thr

His

Glu

val

Sexr

Asn

Tyr

Gln

70

Met

Gly

Gln

Asp

Val

Gln

Phe

Cys

55

Leu

Leu

Trp

Ile

Phe

Ile Leu

Ala Met

Gln

40

Leu

Gln

Gln

Asn

Asn
120

Thr

25

Cys

Lys

Gln

Asn

Glu

105

His

Arg

Gly

10

Ser

Gln

Asp

Phe

Ile

90

Thr

Leu

Gly

Ala

Tyr

Lys

Arg

Gln

75

Phe

Ile

Lys

Lys

Ser

Asn

Leu

Met

60

Lys

Ala

val

Thr

Leu

Asn

Leu

Leu

45

Asn

Glu

Ile

Glu

Val
125

Met

Ile

Leu

30

Trp

Phe

Asp

Phe

Asn

110

Leu

Ser

Leu

15

Gly

Gln

Asp

Ala

Arg

95

Leu

Glu

Ser

Trp

Phe

Leu

Ile

Ala

80

Gln

Leu

Glu

Leu

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1272




His

145

Glu

Asn

Gly

Glu

Asp

225

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

305

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

130

Leu

Tyr

Phe

Gly

Leu

210

Thr

Val

Val

Ser

Leu

290

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

370

Leu

Lys

Ser

Tyr

Sexr

195

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

275

Asn

Pro

Gln

Val

Val

355

Pro

Thr

Arg

His

Phe

180

Val

Gly

Met

His

val

260

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

340

Glu

Pro

Val

Tyr

Cys

165

Ile

Asp

Gly

Ile

Glu

245

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

325

Leu

Trp

Val

Asp

Tyr

150

Ala

Asn

Lys

Pro

Ser

230

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

135

Gly

Trp

Arg

Thr

Ser

215

Arg

Pro

Ala

Val

Tyrxr

295

Thr

Leu

Cys

Serxr

Asp

375

Ser

Arg

Thr

Leu

His

200

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

280

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

360

Ser

Arg

Ile

Ile

Thr

185

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

265

Val

Cys

Ser

Pro

Val

345

Gly

Asp

Trp

97

Leu

vVal

170

Cys

Cys

Leu

Glu

Lys

250

Lys

Lieu

Lys

Lys

Ser

330

Lys

Gln

Gly

Gln

His
155

Arg

Tyr

Pro

Phe

val

235

Phe

Pro

‘Thr

Val

Ala

315

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

140

Tyr

Val

Leu

Pro

Pro

220

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

300

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

380

Gly

Leu

Glu

Arg

Cys

205

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

285

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

365

Phe

Asn

Lys

Ile

Asn

190

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

270

His

Lys

Gln

Leu

Pro

350

Asn

Leu

Val

Ala

Leu

175

Gly

Ala

Pro

val

Val

255

Gln

‘Gln

Ala

Pro

Thr

335

Ser

TyYxr

Tyr

Phe

Lys
160
Arg
Gly
Pro
Lys
val
240
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
320
Lys
Asp
Lys

Ser

Ser




98

385 390 395 400

.Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
405 410 415

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
420




PV 2001

99

PATENTOVE NAROKY

Izolovany polypeptid, ktery m& aminokyselinovou sekvenci
X-Y-Z, kde

X je polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci, nebo
jeji gast, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
glykosylovaného interferonu-beta,

Y je volitelnd spojovaci &ast, a

Z je polypeptid obsahujici alespoil ¢ast polypeptidu jiného

neZ je glykosylovany interferon-beta.

Izolovany polypeptid podle naroku 1, kde X je interferon-
beta-1la.

Izolovany polypeptid podle néroku 1, kde X Jje mutanta
majici alesgponl jednu z nasledujicich vlastnosti:
(a) mutanta mad vy88i antivirovou aktivitu neZ interferon-
beta-la divokého typu, kdyZ je antivirovad aktivita mé¥ena
pomoci virem indukované 1yzy bunék, (b) mutanta m&, p¥i
srovnéni s interferonem-beta-la divokého typu, antivirovou
aktivitu vy#8i neZ antiproliferadni aktivitu, (c) mutanta
vaZe interferonovy receptor, ale pri srovnani s
interferonem-beta-la divokého typu méd sniZenou antivirovou

aktivitu a sniZenou antiproliferadni aktivitu vzhledem

k vazebné aktivité& pro receptor.

Izolovany polypeptid podle néroku 2, kde interferon-beta-

la je derivatizovany.

Izolovany polypeptid podle néroku 4, kde derivat je
polyalkylglykolovy polymer.

13

J0




10.

11.

12.

100

Izolovany polypeptid podle naroku 1, kde Z je alesponn Cast
konstantniho Gseku imunoglobulinu.
Izolovany polypeptid podle néaroku 6, kde alespoil d&éast

konstantniho dseku imunoglobulinu pochdzi z imunoglobulinu

pat¥iciho do t¥idy vybrané =z t¥id IgM, IgG, IgD, IgA

a IgE.

Izolovany polypeptid podle naroku 7, kde tf¥ida je IgG.

Izolovany polypeptid podle néroku 6, kde alesponl déast
konstantniho dseku obsahuje alespoil kloubovou oblast,
doménu CH2 a doménu CH3.

FGzni protein majici amino-koncovy fUsek sestavajici
z aminokyselinové sekvence glykosylovaného interferonu-
beta nebo jeho &&sti a mwmajici karboxy-koncovy dUsek
sestdvajici z alespori <&asti proteinu jiného neZ Je

glykosylovany interferon-beta.

Izolovany protein podle naroku 10, kde interferon-beta je
interferon-beta-1la.

Izolovany protein podle néroku 10, kde interferon-beta je
mutanta majici alespoii jednu 2z nésledujicich vlastnosti:
(a)
beta-la divokého typu,

mutanta md vy38i antivirovou aktivitu nez interferon-
kdyZ je antivirovad aktivita mérena
pomoci virem indukované lyzy bunék, (b) mutanta m&, p¥ri
antivirovou

(c)

srovnani

srovnadni s interferonem-beta-la divokého typu,

aktivitu vy88i1i ne? antiproliferadéni aktivitu, mutanta

vaze interferonovy  receptor, ale pri s




13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20

101

interferonem-beta-la divokého typu mé& sniZenou antivirovou
aktivitu a sniZenou antiproliferadni aktivitu wvzhledem

k vazebné aktivité pro receptor.

Izolovany protein podle néroku 11, kde interferon-beta-la

je derivatizovany.

Izolovany protein podle naroku 13, kde derivat je

polyalkylglykolovy polymer.

(@4
Qn
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Izolovany protein podle naroku 10, kde alesponl

X
an
0]

(w3

proteinu jiného neZ interferon-beta je alespornl
konstantniho tGseku imunoglobulinu.

Izolovany protein podle néroku 15, kde alespoil <&ast
konstantniho dseku imunoglobulinu pochézi z imunoglobulinu
pat¥iciho do t¥idy vybrané =z tt¥id IgM, IgG, IgD, IgA
a IgE.

Izolovany protein podle naroku 16, kde trida je IgG.
Izolovany protein podle nédroku 15, kde alespoinl <&ast
konstantniho dseku obsahuje alespoil kloubovou oblast,

doménu CH2 a doménu CH3.

Izolovania sekvence DNA, kterd kéduje protein podle né&roku

1 a 10.

.Rekombinantni DNA, kterd obsahuje sekvenci podle naroku 19

a expresni kontrolni sekvenci, p¥idemZ expresni kontrolni

sekvence je operativné spojena se sekvenci DNA.

L d




21.

22.

23

24.

25.
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Hostitelgkd Dbutika transformovand sekvenci rekombinantni
DNA podle naroku 20.
Zplsob pripravy rekombinantniho polypeptidu

vyznadujici se
(a)
(b)

t 1 m, Ze obsahuje kroky, kdy

se: poskytne populace hostitelskych buné€k podle néroku

21, kultivuje populace bunék v podminké&ch, ve kterych

je polypeptid kédovany rekombinantni DNA exprimovan, a

(c) izoluje exprimovany polypeptid.

.FGzni protein interferonu-beta, ktery obsahuje
glykosylovany interferon-beta a dal3i polypeptid, se
kterym neni v prirodé spojen, a sice v podstaté <isté
formé.

FGzni protein podle ndroku 23, kde interferon-beta je

lidsky interferon-beta-1la.

FGzni protein podle naroku 24, kde fGze mé& antivirovou

aktivitu vybranou ze skupiny obsahujici: (a) wvys&i

antivirovou aktivitu neZ interferon-beta-la divokého typu,
kdyZ je antivirovd aktivita mé¥ena pomoci virem indukované

bunék, (b) antivirovou aktivitu nez

vyssi

interferonem-

lyzy

antiproliferadni aktivitu, p¥i srovnani s

(c)

aktivitu pro interferonovy receptor,

beta-la divokého typu, aktivitu zahrnujici wvazebnou

-

ale p¥i srovnéni s

interferonem-beta-la divokého typu sniZenou antivirovou

aktivitu a sniZenou antiproliferacni aktivitu vzhledem

k vazebné aktivité pro receptor.
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31.
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Farmaceuticky p¥ipravek vy zna ¢ujici se t im,
Ye obsahuje terapeuticky Gfinné mnoZstvi fdzniho proteinu

interferonu-beta podle kteréhokoliv z ndroki 1, 10 a 23.

Zplsob inhibice angiogeneze u pacienta,
vyznadc¢ujici se tim, Ze se pacientovi podava

(&inné mnoZstvi p¥ipravku podle naroku 26.

Izolovany polypeptid podle naroku 3, kde mutanta je

derivatizovana.

Izolovany polypeptid podle néroku 28, kde derivatem je
polyalkylglykolovy polymer.

Izolovany protein podle néaroku 12, kde mutanta je
derivatizovanéa.
Izolovany protein podle néroku 30, kde derivatem je

polyalkylglykolovy polymer.
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1 TCCAGG6ACC
1#SerGlyGlyH
61 AACTTGCTTG
21 PAsnleuleuG
121 TTGAATGGGA
41 PLeuAsnGlyA
181 ATTAAGCAGC
61 HilelysGlinL
241 CAGAACATCT
81 }GlnAsnt | eP
301 GTTGAGAACC
101 FVal GluAsnL
361 GAAAAACTGG
121 PGluLysLeuG
421 AGATATTATG
141 FArgTyr Tyr G
481 ACCATAGTCA
161 ¥ Thr llevalA
541 CTCCGAAAC
181 PLeuAr gAsn

117

ATCATCATCA TCATCATAGC TCCGGAGACG ATGATGACAA

tsHisHlsHi

sHisHisSer SerGlyAspA spAspAsply

GATTCCTACA AAGAAGCAGC AATTTTCAGT GTCAGAAGCT

| yPhelLeuGl
GGCTTGAATA
tgleuGluTy
TGCAGCAGTT
euGlnGlnPh
TTGCTATTTT

heAl allePh

nArgSer Ser AsnPheGInC ysGlnlysLe
CTGCCTCAAG GACAGGATGA ACTTTGACAT
rCysLeulys AspArgMetA snPheAspll
CCAGAAGGAG GACGCCGCAT TGACCATCTA
eGlnlysGlu AspAl sAlal euThrileTy
CAGACAAGAT TCATCTAGCA CTGGCTGGAA

eAr gGl nAsp Ser SerSerT hr Gl yTr pAs

TCCTGGCTAA TGTCTATCAT CAGATAAACC ATCTGAAGAC

euLeuAl 2As
AGAAAGAAGA
IuLysCluAs
GGAGGATTCT
lyArgliele
GAGTGGAAAT

rgValGlull

nValTyrHis GlnlleAsnH isLeulysTh
TTTCACCAGG GGAAAACTCA TGAGCAGTCT
pPheThrArg GlyLysLeuM etSer SerLe
GCATTACCTG AAGGCCAAGG AGTACAGTCA
uHisTyrLeu LysAlalysG [uTyr SerHi
CCTAAGGAAC TTTTACTTCA TTAACAGACT

elLeuAr gAsn PheTyrPhel [eAsnArglLe

Obr. 1

GATGAGCTAC
sMetSer Tyr
CCTGTGGCAA
uLeuTrpGln
CCCTGAGGAG
ePr oGl uGlu
TGAGATGCTC
rGluMetLéu
TGAGACTATT
nGluThrile
AGTCCTGGAA
rVal LeuGlu
GCACCTGAAA
uHisLeuLy§‘ 
CTGTGCCT GG
sCysAlaTrp
TACAGGTTAC

uThr Gl yTyr




12A-1

2A-2

1 ATGAGCTACA

1rMetSer TyrA

61 CTGTGGCAAT

21 ¢LeuTrpGlnL

121 CCTGAGGAGA

41 ¥ ProGluGlul

181 .GAGATGCTCC

61 FGluMetLeuG

241 GAGACTATTG

81 #GluThrlleV

301 GTCCTGGAAG

101 P Val LeuGiuG

361 CACCTGAAAA

121 MHisLeulysA

421 TGTGCCTGGA

141 #CysAlaTr pT

481 ACAGGTTACC

161 PThrGlyTyr L

541 TGCCCAGCAC

217

Obr. 2A

Obr. 2A-1

ACTTGCTTGG ATTCCTACAA AGAAGCAGCA ATTTTCAGTG TCAGAAGCTC

snLéuLeuGl yPheLeuGlin ArgSerSerA snPheGIinCy sGlinlLysleu

TGAATGGGAG GCTTGAATAC TGCCTCAAGG ACAGGATGAA CTTTGACATC

euAsnGlyAr gLeuGluTyr CysLeulLysA spArgMetAs nPheAspiie

TTAAGCAGCT GCAGCAGTTC CAGAAGGAGG ACGCCGCATT GACCATCTAT

IeLysGlnLe uGlnGlnPhe GlnLysGluA spAlaAtale uThr lleTyr

AGAACATCTT TGCTATTTTC AGACAAGATT CATCTAGCAC TGGCTGGAAT

InAsnllePh eAlallePhe ArgGlnAspS erSerSerTh rGlyTrpAsn

TTGAGAACCT CCTGGCTAAT GVCTATCATC AGATAAACCA TCTGAAGACA

alGluAsnle uLeuAlaAsn ValTyrHisG InlleAsnHi sLeulysThr

AAAAACTGGA GAAAGAAGAT TTCACCAGGG GAAAACTCAT GAGCAGTCTG

{uLysteuGl uLysGluAsp PheThrArgG lyLysLeuMe tSerSerlLeu

GATATTATGG GAGGATTCTG CATTACCTGA AGGCCAAGGA GTACAGTCAC

rgTyrTyrGl yArglieleu HisTyrlLeul ysAtalysGl uTyrSerHis

CCATAGTCAG AGTGGAAATC CTAAGGAACT TTTACTTCAT TAACAGACTT

hrilteValAr gvalGlulle LeuArgAsnP heTyrPhell eAsnArgleu

TCCGAAACGA CGATGATGAC AAGGTCGACA AAACTCACAC ATGCCCACCG

euAr gAsnAs pAspAspAsp LysValAspL ysThrHisTh rCysProPro

CTGAACTCCT GGGGGGACCG TCAGTCTTCC TCTTCCCCCC AAAACCCAAG




Obr. 2A-2
| 3/17
181 PCysProAlaP roGluleule uGlyGlyPro SerValPhel euPheProPr

sses
o0 se
*ese

PV 2067-~4330

oLysProLys

601 GACACCCTCA TGATCTCCCG GACCCCTGAG GTCACATGCG TGGTGGTGGA CGTGAGCCAC

201 PAspThrLeuM etlleSerAr gThrProGlu ValThrCysV alValValAs pValSerHis

661 GAAGACCCTG AGGTCAAGTT CAACTGGTAC GTGGACGGCG TGGAGGTGCA TAATGCCAAG

221 PGluAspPr oG luValLysPh eAsnTrpTyr ValAspGlyV al GluVaiHi

Obr. 2B

721 ACAAAGCCGC GGGAGGAGCA GTACAACAGC ACGTACCGTG TGGTCAGCGT

1+ThrlysProA rgGluGluGl nTyrAsnSer Thr TyrArgV alValSerVa

781 (TGCACCAGG ACTGGCTGAA TGGCAAGGAG TACAAGTGCA AGGTCTCCAA

21 PLeuHisGlnA spTrpleuAs nGlyLysGlu TyrLysCysL ysValSerAs

841 CCAGCCCCCA TCGAGAAAAC CATCTCCAAA GCCAAAGGGC AGCCCCGAGA

41¥ProAlaProl leGlulysTh riteSerlys AlalysGlyG |nProAr gGl

901 TACACCCTGC CCCCATCCCG GGATGAGCTG ACCAAGAACC AGGTCAGCCT

61 P Tyr ThrLeuP roProSerAr gAspGlulLeu ThrLysAsnG [nvalSerLe

961 GTCAAAGGCT TCTATCCCAG CGACATCGCC GTGGAGTGGG AGAGCAATGG

81 FVallysGlyP heTyrProSe rAsplieAla ValGluTrpG luSerAsnGl

1021 AACAACTACA AGACCACGCC TCCCGTGTTG GACTCCGACG GCTCCTTCTT

101 PAsnAsnTyr L ysThr ThrPr oProVal Leu AspSerAspG |ySer PhePh

1081 AAGCTCACCG TGGACAAGAG CAGGTGGCAG CAGGGGAACG TCTTCTCATG

121 FLysLeuThr V alAsplysSe rArgTrpGin GlnGlyAsnV alPheSer Cy

1141 CATGAGGCTC TGCACAACCA CTACACGCAG AAGAGCCTCT CCCTGTCTCC

141 PHisGluAlal euHisAsnHi sTyrThrGin LysSerLeuS erLleuSerPr

sAsnAl alys

CCTCACCGTC

{ CeuThr Val

CAAAGCCCTC

nLysAlaleu

ACCACAGGTG

uPr oGl nVal

GACCTGCCTG

uThr CysLeu

GCAGCCGGAG

yGinProGlu

CCTCTACAGC

elLeuTyr Ser

CTCCGTGATG

sSer ValMet

CGQGAAA

oGl ylLys
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