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Utinek in vivo interferonu typ I (IFN) se mtize prodlouZit
aplikaci interferonu ve form& komplexu s fetézcem vézajictho
IFN receptoru lidského interferonu a/b (IFNAR). Takovy
komplex také zlepiuje stabilitu IFN a zesiluje Gi¢innost IFN.
Komplex miiZe byt nekovalentni komplex nebo komplex, ve
kterém IFN a IFNAR jsou vazany kovalentni vazbou nebo
peptidem. Kdy?Z jsou vazény peptidovou vazbou ve formé
fiazniho proteinu, IFN se miZe separovat od IFNAR pomoci
peptidového linkeru. Takovy fizni protein se mizZe
pfipravovat technologii rekombinantni DNA. Uchovavani IFN
ve formé takového komplexu zlepSuje kvalitu uchovavani IFN
a umoztiyje skladovani za vlidng&jsich podminek, neZ je jinak
moZné.




Komplex IFNAR2/IFN Lo —HP1-

Oblast techniky

Vynédlez popisuje komplex interferonu typ I skladajici se
z polypeptidové  sekvence extracelularni oblasti receptoru
lidského interferonu a/f a interferonu typ I (IFNa, IFNB a
IFNe). Takovy komplex zlepSuje stabilitu, zvy3uje ucinnost a
prodluzuje farmakokinetiku anti-virové, imunomoduladni
aktivity a aktivity proti zhoubnému bujeni volného IFN in
vivo. Komplex Jje fuzni protein nebo kovalentni komplex nebo
nekovalentni komplex obsahujici polypeptidovou sekvenci celé
extracelularni oblasti IFNAR2 nebo jeji libovolnou cast
vazajici interferon, kterd tvofi komplex s interferonem typu I
(IFNa., IFNP, IFN®) nebo s jeji libovolnou biologicky aktivni

Sasti.

Dosavadni stav techniky

Interferony se klasifikuji bud jako interferony typu I
siskané z leukocytli a fibroblastl nebo jako indukované
mitogeny nebo ,imunitni® interferony typu II (Pestka et al.,
,Interferons and their actions,“ Ann. Rev. Biochem. 56: 727-
777 (1987)). Na zakladd& analyzy sekvencnich identit a béZnych
biologickych aktivit se zjistilo, Ze interferony typu I
zahrnuji interferon alfa (IFNa), interferon beta (IFNB) a

interferon omega (IFN®), zatimco interferon typu II zahrnuje
interferon gama (IFNy). Geny IFNo, IENP, IFNe se nachazeji na
kratkém rameni chromozomu 9 (Lengyl, P., ,Biochemistry of
interferons and their actions,™Ann. Rev. Biochem. 51: 251—282
(1982)) . Existuje alespon 25 nealelovych genu IFNa, 6
nealelovych gend IFNo a Jeden gen IFNB. Odbornici vé&ri, Ze se

véechny vyvinuly z jednoho b&¥ného puvodniho genu. Mezi druhy
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geny IFNa sdileji alespon 80 sekvenéni identitu. Geny IFNP

sdileji p#ibliZné 50 % sekven&ni identitu s IFNa a gen IFN®

Q

2.

sdili 70 % homologii s IFNa (Wéissmann et al., ,Prog. Nucleic.

Acid Res. 33. 251-302 (1986), Dron et al., ,Interferon o/P gene

structure and regulation® in - Interferon Principles and
Medical Applications, Baron et al., Editors, (University of
Texas Medical Branch: Galveston, TX, 1992) pp. 33-45.)) .

Molekulova hmotnost IFNa je v rozmezi 17 000 aZ 23 000 (165 aZ

166 aminokyselin), molekulova hmotnost IFNB je ptiblizn& 23 000
(166 aminokyselin) a molekulova hmotnost IFNe je priblizné 24

000 (172 aminokyselin).

Interferony typ I Jjsou pleiotrofni cytokiny, které

vykazuji aktivitu v obranném systému hostitele proti virové a

parazitické infekci, jako cytokiny pusobici proti rakoviné a

jako imunitni moduldtory (Baron et al., ,The interferons: A
biological system with therapeutic potential in viral
infections®, Antiviral Res. 24: 97-110 (1994), Baron et al.,
~The interferons. Mechanisms of action and clinical
applications,™ J. Am. Med. Assoc. 266: 1375-1383 (1991)).
Fyziologické odezvy interferonu typ I zahrnuji anti-
proliferacni aktivitu na normédlnich a transformovanych
bunkach, stimulaci cytotoxické aktivity v lymfocytech,
pfirozené bunky K a fagocytt, modulaci pbun&éné diferenciace,

stimulaci exprese antigend MHC tiidy I, inhibici MHC tridy II

a modulace raznych buné&lnych povrchovych receptoru. Za
normalnich fyziologickych podminek IFNa a IFNp (IFNa/IFNPB) se
vylucuji konstitutivnd ve v&t3iné& lidskych bundk v malém

mnoZstvi, ptricemZ exprese se zesiluje adici raznych induké&nich
bakterie,

M-CSF,

éinidel, které zahrnuji infekéni &inidla (viry,

mykoplazmu a protozoa), dvoufetézcovou RNA a cytokiny (
IL-loa, IL-2, TNFa). Pusobeni interferonu typ I in vivo se muzZe
monitorovat za pouZiti ndhradnich marker, neopterinu, 27,5 -

oligoadenylatové syntetazy a B-2-mikroglobulinu (Alam et al.,




,Comperative pharmacokinetics and Pharmacodynamics of two
recombinant human interferon beta-1 (IFNB-1a) products
administered intramuscularly in healthy male and female
volunteers, ™ Parmaceutical Research 14: 546-549 (1997),
Fierlbeck et al., ",harmacodynamics of recombinant IFNP during
long-term treatment of malignant melanoma,“ Journal of
Interferon and Cytokine Research 16: 777 (1996), Salmon et
al., ,Pharmacokinetics and pharmacodynamics of recombinant
human IFNBfin healthy male volunteers,“ Journal of Interferon
and Cytokine Research 16: 759 (1996)).

Interferony typ I (IFNa/B/® pisobi prostfednictvim
komplexu povrchového receptoru tax, e indukuji specifické
biologické G&inky, Jjako je antivirova, antinddorovd a imunni
modulacni aktivita. Receptor ITN  typ I (IFNAR) je
heteromultimérovy receptorovy komplex, ktery se sklada
z alespoii ze dvou rlznych polypeptidovych fet&zcl (Colamonici
et al., ,Multichain structure of the interferon alpha receptor
on hematopoietic cells,“™ J. Immuncl. 148: 2126-2132 (1992),
Colamonici et al., ,Identification of a novel subunit of the
Type I interferon receptor localized to human chromosome 21%,
J. BIOL. Chem. 268: 10895-10899 (1993)). Geny pro tyto Yetézce
se nachdzeji na chromozdému 21 a jejich proteiny.se exprimujil
na povrchu vé&t3iny buné&€k (Tan et al., ,The linkage of genes
for the human interferon induced antiviral protein and
indophenol oxidase-B traits to chromosome G—21ﬁV J. Exp. Med.
137: 317-330 (1973)). Ret&zce receptori se plvodné oznaCily

jako alfa a beta, vzhledem k jejich schopnosti byt rozeznavany

monoklonalnimi  protilatkami  IFNaR3 a  IFNaRfl. Pak  se
p¥ejmenovaly na IFNAR1 v ptipadé podjednotky alfa a IFNR2
v pripadé podjednotky beta. U vétsiny bun&k molekula IFNARI
(Fet&zec alfa, podjednotka Uze) (Uze et al., ,Genetic transfer
of a functional human interferon alpha receptor into mouse
cells: cloning and expression of its cDNA," Cell 60: 225-234
(1990)) wvykazuje molekulovou hmotnost 100 az 130 000 , =zatimco
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IFNAR?2 (fet&zec beta, By, IFNa/PR) mé molekulovou hmotnost 100
000. U djistych bun&inych typt (linie monocytd a normédlnich
bun&k kostni dfene) se identifikoval dal3i receptorovy
komplex, kde podjednotka IFNAR2 (fs) se exprimuje jako zkréaceny
receptor s molekulovou hmotnosti 51 000. Klonovaly se pod-
jednotky IFNAR1 a IFNARZ Bs a PL (Novick et al., ,The human
interferon a/b receptor: Characterization and molecular
clonning,“ Cell 77: 391-400 (1994), Domanski et al, ,Cloningt
and Expression of a Long Form of the B subunit of the
Interferon a B Receptor That is required for Signaling,™ J.
Exp. Med. 184: 2043-2048 (1995)). Pod-jednotky IFNAR2 PBs a PBL
maji identické extracelularni a transmembranové domény, avdak
v cytoplazmatické oblasti pouze sdili identitu prvnich 15
aminokyselin. Samotna pod-jednotka IFNAR2 Jje schopna vazat
IFNa/B, zatimco pod-jednotka IFNARL je schopna vazat IFNa/pB.
KdyZ se samotnd pod-jednotka lidského receptoru IFNARL
transfekovala do my3ich fibroblastd L-929, pak se na bunky
nebyl schopen navéazat Zadny lidsky IFNas mimo IFNa8/ IFNaB
(Uze et al., ,Genetic transfer of a functional human
interferon alpha receptor into mouse cells: cloning and
expression of its cDNA,“ Cell 60:  225-234 (1990)). Lidskéa
podjednotka IFNAR2 transfekovand do bunék L za nepritomnosti
lidské pod-jednotky IFNARL vaZe lidsky IFNa2. PribliZné
hodnota Kd navazéani je 0,45 nM. KdyZ se lidske pod-jednotky
IFNAR2 transfekovaly v pfitomnosti lidské pod-jednotky IFNARL,
pak navazani s vysokou ucinnosti vykazuje hodnotou Kd 0,026-
0,114 nM (Novick et al., ,The human interferon a/b receptor:
Characterization and molecular clonning,“ Cell 77: 391-400
(1994), Domanski et al, ,Cloningt and Expression of a Long
Form of the B subunit of the Interferon a P Receptor That is
required for Signaling,“ J. Exp. Med. 184: 2043-2048 (1995)).
Odhaduje se, Ze na vé&t3iné& bunék existuji pro IFN vazebna

mista s vysokou afinitou 500 aZz 20 000 a s nizkou afinitou 2
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000 a% 100 000. Adkoli komplexni pod-jednotky IFNARL1/2 (o/Ps
nebo (o/BL) se vaii s vysokou afinitou‘pak pouze par (a/BL) se
jevi byt funk&nim signalnim receptorem.

Transfekce pod-jednotek IFNARL a IFNAR2Z BL do my$sich

bunék L-929, nasledovand inkubaci s IFNo2 vyvolava anti-virové
stadium, inicijuje vnitrobun&&nou proteinovou fosforylaci a
zplisobuje aktivaci vnitrobun&dnych kindz (Jakl a Tyk2) 2
transkripéni faktory (STAT 1, 2 a 3) (Novick et al., »The
human interferon a/b receptor: Characterization and molecular

clonning,“ Cell 77: 391-400 (1994), Domanski et al, ,Cloningt
and Expression of a Long Form of the B subunit of the

Interferon a P Receptor That is required for Signaling,™ J.

Exp. Med. 184: 2043-2048 (1995)). V odpovidajicim experimentu
transfekce pod-jednotky IEFNARZ Bs neni schopna iniciovat

podobnou odezvu. Tak podjednotka IFNAR2 BPL je nutnd pro funkéni
aktivitu (anti-virovou odezvu) s maximdlni indukci, ktera se
objevuﬁe ve spojeni s podjednotkou IFNARL.

Vedle povrchovych buné&énych forem IFNAR vazanych na
membrand se Jjak v séru tak v moli identifikoval rozpustny
IFNAR (Novick et al., ,The human interferon a/b receptor:
Characterization and molecular clonning,™ Cell 77 391—400
(1994), Novick et al., ,Soluble and membra Novick et al., .,The
human interferon a/b receptor: Characterization and molecular
clonning,“ Cell 77: 391-400 (1994),ne-anchored forms of the
human IFN-o/p receptor™, J. Leuk. Bio. 57: 712-718 (1995),
Novick et al., Soluble interferon-alpha receptor molecules are
present in body fluids"™ FEBS Lett. 314: 445-448 (1992),
Lutfalla et al., ,Mutant USA cells are complemented by an

interferon-a/Bp receptor subunit generated Dy alternative
processing of a new member of a cytokine receptor gene
cluster,“ EMBO Journal 14: 5100-5108 (1995)). Rozpustny IFNAR
izolovany ze séra ma Vv testu SDS-PAGE zjevnou molekulovou

hmotnost 55 000, =zatimco rozpustnd forma IFNAR pochéazejici
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z moZe ma& zjevnou molekulovou hmotnost 40 az 45 000 (p40).
Transkripty rozpustného p40 IFNARZ jsou pritomny na urovni
mRNA a obsahuji skoro celou extracelularni doménu podjednotky
IFNAR2 se dvé&ma novymi aminokyselinami na C-konci. Na
rozpustném receptoru IFNAR2 existuje pét potencidlneé
glykozylovanych mist. Ukazalo se, e rozpustna forma p40

IFNAR? vase IFNo2 a IFNB a inhibuje in vitro anti-virovou

aktivitu smé&si druhtt IFNa (leukocyt IFN) a jednotlivé IEFN typ
I (Novick et al., ,Soluble and membra Novick et al., ,The
human interferon a/b receptor: Characterization and molecular
clonning,™ Cell 77: 391-400 (1994),ne-anchored forms of the
human IFN-o/p receptor™, J. Leuk. Bio. 57: 712-718 (1995)).
Didle se ukazalo, #e rekombinantni podjednotka IFNAR2 Ig
fazniho proteinu inhibuje navazani riznych druhtt IFN typ I
(IFNaA, IFNaB, IFNaD, IFNB, IFNa Conl a FNo) na Daudiho bunky

a podjednotkou a/fs se transfekovaly bunky COS.

Identifikovaly se signalni cesty IEN typ I (Platanias et
al., ,Differences in interferon o and B signaling,“ J. Biol.
Chem. 271: 23630-23633 (1996), Yan et al., ,Molecular
characterization of an alpha interferon receptor 1 subunit
(IFNaR1l) domain required for TYK2 binding and signal
transduction,“ Mol. Cell. Bio. 16: 2074-2082 (1996), Yang et

al., ,Direct association of STAT3 with the IFNAR-1 chain of
the human Type I interferon receptor,V J. Biol. Chem. 271:
8057-8061 (1996), Qureshi et al., ,Function of Stat2 protein

in transcriptional activation by alpha interferon,“ Mol. Cell.
Bio. 16: 288-293 (1996), Sharf et al., ,Functional domain
analysis of interferon consensus sequence binding protein
(ICSBP) and its association with interferon regulatory
factors,® J. Biol. Chem. 270: 13063-13069 (1995)). UvaZuje se,
e iniciacni rysy vedouci k signalizaci se projevuji navazanim
IFNo/B/® na podjednotku IFNAR2 nasledovanou spojenim
podjednotky IFNARL za vzniku komplexu IFNAR1/2 (Platanias et
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al., ,Tyrosine phosphorylation of the a 2 B subunits of the
Type I interferon receptor® J. Biol. Chem. 269: 17761-17764
(1994). Navazani IFNa/B/® na komplex IFNARL/Z vede k aktivaci

dvou Janusovych kinaz (Jakl a Tyk2), které jsou znamy tim, ze

fosforyluji specificke tyroziny na podjednotkach IFNARi a

IFNAR2. Po té, co se tyto podjednotky fosforyluji , molekuly
STAT (STAT 1, 2, a 3) se také fosforyluji, «coZz vede
k dimerizaci transkrip&nich komplexu STAT, po ZemZ néasleduje
jaderna lokalizace transkripéniho komplexu a aktivace
specifickych indukovatelnych gent IFN.

Hodnotily se farmakokinetiky a farmakodynamiky IFN typu I
u  1lidi (Alam et al., ,Comperative pharmacokinetics and

Pharmacodynamics of two recombinant human interferon beta-1

(IFNB-la) products administered intramuscularly in healthy male

and female volunteers,™ Parmaceutical Research 14: 546-549

(1997), Fierlbeck et al., " harmacodynamics of recombinant IFNP

- during long-term treatment of malignant melanoma," Journal of

Interferon and Cytokine Research 16: 777 (1996), Salmon et

al., ,Pharmacokinetics and pharmacodynamics of recombinant
human IFNPin healthy male volunteers,“ Journal of Interferon
and Cytokine Research 16: 759 (1996)). Odstranéni IFNP docela
je rychlé, jestlize biologickéd dostupnost IFNB je nizZ&i nez se
odekdvalo v pripadé veétSiny cytokindz. Ackoli u lidi se
odhadovaly farmakodynamiky IFNB, nena3la se jasna korelace mezi
biologickou dostupnosti IFNB a klinickeé 4&innosti. U normdlnich
zdravych lidskych dobrovolnikt aplikace Jjedine intravenozni
(iv) bolusové davky (6 MIU) rekombinanntiho CHO ziskaného IFNP
vede do féaze rychlé distribuce, kterda trvad 5 minut a polocas
rozpadu je 5 hodin (Alam et al., ,Comperative pharmacokinetics
and Pharmacodynamics of two recombinant human interferon beta-
1 (IFNP-la) products administered intramuscularly in healthy

male and female volunteers,” Parmaceutical Research 14: 546-

549 (1997)). Po podkoZni (sc) nebo intramuskulérni aplikaci

L XXX}




IFNB, je v séru obsazeno pouze pfibliZné 15 % davky, ktera Jje
dostupnd p¥i systémové aplikaci. Farmakodynamiky IFN, které
nasleduji po aplikaci iv, im nebo sc (m&%¥i se na zakladé zmén
2’,5 -oligoadenylované syntetdzy (2°,5°AS) v PBMC) se
hodnotily béhem prvnich 24 hodin. Po dobu daldich ¢&tyf dni
pomalu klesaly na hodnotu pozadi. Sila a delka biologického
uéinkﬁ je stejnd s ohledem na zpusob aplikace.

Po aplikaci injekci im jediné davky 6 MIU rekombinantniho
IFNB se testovaly farmakokinetiky (PK) a farmakodynamiky (PD)

IFNB pfipravenych dvémi rozdilnymi firmami (REBIF®-Serono a
AVONEX®-Biogen) (popisuje se v publikaci Salmon et al.,
;Pharmacokinetics and pharmacodeamics of recombinant human
IFNBin healthy male volunteers,“ Journal of Interferon and
Cytokine Research 16: 759 (1996)). Monitorovala se koncentrace
IFNp v séru a IFNB nahradniho markeru neoptorinu v Zase. Oba
pripravky IFNp vykazuji podobné profily PK , pficdemZz maxima
IFNp v séru se dosadhlo po pfibliZné 12 a? 15 hodinéch, ackoli
pfipravek REBIEF® vykazuje niZ3i maximdlni hodnotu. MnoZstvi
IFNBzbyva hodnotit v pfipadeé p¥ipravkl REBIF® a AVONEX® po dobu
alespont prvnich 36 hodin po injekci im. Po 48 hodinach hodnota
poklesla slabé& pod z4kladni 1linii. MnoZstvi neopterinu
vykazuje velmi podobny pfofil u pripravkl REBfRD a AVONEX®,
pritemZ maximédlniho mno¥stvi neopterinu se dosahlo pribliZné
44 a3 50 hodin po injekci. Zbytek se hodnotil az do doby 72
hodin po injekci a pak postupné béhem 144 hodin klesly na
zdkladni linii.

Farmakodynamickd studie IFNP s vice davkami se provedla u
lidskych paclentl s melanomenm (Fierlbeck et al.,
" harmacodynamics of recombinant IFNPB during long-term
treatment of malignant melanoma,“ Journal of Interferon and
Cytokine Research 16: 777 (1996)), ptricemZ IENP se aplikoval
cestou sc, tiikrat v tydnu pfi davce 3MIU v jedné davce po

dobu Sesti mé&sict. Maxima farmakodynamickych markera, 27,5 -AS




syntetaz, P2-mikroglobulinu, neopterinu a aktivace bunék NK se
dosadhlo aplikaci druhé injekce (den 4.) a poklesla bé&hem 28
dni, zbyvajici se po 8esti mé&sicich slabé zvy3$ily.

Vymizeni interferond typ I u lidi je rychlé. Pripravky
interferonu pusobici po dlouhou dobu budou mit velky pfinos

v klinické praxi.

Podstata vynédlezu

Zjistilo se, Ze komplex interferonu typ I Zahrnuje
rozpustnou formu IFNAR v komplexu s interferony typu I (IFN),
vykazuje zlepSenou stabilitu, zvySenou G¢innost a prodlouzZené
farmakokinetiky in vivo v porovndni s volnym IFN v ptripadé
proti virové, proti rakovinové a imunitni modulaéni aktivity.

Vynadlez popisuje komplex interferonu typ I (IFN), ktery
zahrnuje polypeptidovou sekvenci extraceluldrni oblast pod-
jednotky receptoru lidského interferonu a/p (IFNAR), které
vykazuji zdokonalenou stabilitu, zvy3enou ucinnost a/nebo
prodlouZené farmakokinetiky in vivo v porovnani s volnym IFN
v pfipad& proti virové, proti rakovinové a imunitni modulacni
aktivity. Uptfednostiiuje se, aby komplex byl extracelulédrni
oblast pod-jednotky IFNARZ s libovolnym interferonem typu I
nebo s pod-jednotkou IFNARL s IFNa.

Komplex Jje fuzni protein nebo kovalentni komplex nebo ne
kovalentni komplex obsahujici polypeptidovou sekvenci celé
extracelularni oblasti IFNAR, prednostiiuje se IFNARZ nebo jeho
1ibovolna subfrakce vazajici interferon, kterd tvoril komplex s
IFNo. nebo IFNP nebo s IFNo, nebo jeji .libovolnou biologicky
aktiyni subfrakci.

IFNAR zahrnuje libovolné zname extraceluldrni receptory
IFNAR, jak jsou definovany shora v textu, stejn& jako jejich
libovolné aktivni fragmenty. IFNAR miZe tvori fuzi s jinym
proteinem napfiklad s imunoglubulinem, jako Je IgG. Termin

IFN, IFNa, IFNB a IFNe tvofi jeden =z vice nez 20 typl




10 .

interferond typu I, které se do dneSniho dne stanovily, nebo
libovolny Jjiny interferon typu I, ktery se 1identifikuje
v budoucnu.

V jednom provedeni vynalezu komplex obsahuje IFNa nebo
IFNB kovalentne spojeny s IFNARZ prostfednictvim chemické

vazby.

Dal3i provedeni vyndlezu obsahuje komplex sloZeny z IFNa

nebo IFNP, které tvofi nekovalentni komplex s IFNAR2. Dalsi
provedeni vynalezu zahrnuje kompozici obsahujici IFN typ I a
IFNAR? v libovolném poméru. Formulace IFN typu I S nadbytkem
IFNAR2 definované shora v textu jsou také zahrnuty v definici
termin ,komplex“ podle vynalezu. Dva komponenty se mohou také
aplikovat oddélene, pfidem? mohou vytvorit komplex in vivo. V
dalgim provedeni vynalezu komplex Jje sm&s IFNAR2 a IFN ziskany
soudasnou a néaslednou spolecnou aplikaci IFNa nebo IFNBR a
rozpustného IFNARZ. IFNAR je dale ‘mo%no aplikovat, anizZ
dochazi ke spole&né aplikaci IFN tak, e se muZe tvofit
komplex in vivo s ehdogenni cirkulaci IFN, ptricemZ se zesilujl
G¢inky endogenniho IFN.

vV urditém provedeni vynadlezu komplex zahrnuje IFNa nebo

IFNB nebo IFNw, fuzované s IFNAR2, Jjako rekombinantni fuzni
brotein, kde &asti IFN a IFNAR2 se fazujil prostfednictvim
molekuly flexibilniho peptidového linkeru. Tento peptidovy
linker je 3té&pitelny nebo neni stépitelny in vivo.

Vynadlez dale popisuje DNA kédujici takové fuzni proteiny,
vektory obsahujici takovou DNA, hostitelské bunky
transformované takovymi vektory uvedenym zpusobem, aby se&

exprimovaly fuzni proteiny. Dale vynadlez popisuje metody

prodﬁkce takovych fuznich proteini, kultivaci  uvedenych

hostitelskych bundk a izolaci fuznich proteiny, které
exprimuji.
Dale vyndlez popisuje metody pouziti komplexu podle

vyndlezu za ucelem prodlouZeni aCinku IFN in vivo, které je
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moZné pouZit pr¥i 1écbé libovolného onemocné&ni nebo podminek,
které jsou lé&itelné aplikaci IFN. |

Dale vynalez popisuje pouziti IFNAR jako stabilizatoru ve
formulacich IFN. Volny IFNP m& tendenci tvofit oligoméry. Tomu
se predchazi tvorbou komplexu s IFNAR, zv143t& s IFNARZ2.
Formulace rekombinantniho IFNP musi vykazovat kyselé pH, které
miZe zpusobit podrazdéni pri aplikaci. JestliZe se pouiZije
IFNAR jako stabilizédtor, Jje moZné vytvofit kompozice, které

nejsou kyselé.

Vynadlez popisuje komplex IFNAR/IFN a technologii 'nutnou
k produkci tohoto komplexu. Na zakladé vysledkdy se IFNP vybral

jako ptiklad s nejmenSim omezenim.

Fazni protein. ‘

C-konec IFNAR2 nebo Jjeho 1libovolna sekvence vazajicil
interferon se fuzovala s N-koncem IFNB nebo s jeho biologicky
aktivnimi fragmenty, Jjak Jje nutné X pfeklenuti nejkratsi
vzdalenosti mezi dvémi molekulami. Mohou se také pripravit
reverzni konstrukce, kde C-konec IFNBP nebo jeho fragmenty se
faizuji s>N—koncem IFNAR2 nebo s jejich sekvencemi.

7z modeld  molekul komplexu IFNAR2/IFNB se  odhadla
vzdalenost mezi upoutanou C-terminalni extracelularni oblasti
IFNAR? a N-termin&lni oblasti IFNP v aktivnim modelu komplexu,
kterd se rovna pribliZné& 80 angstromi. Za ucelem navrhnout
komplex IFNAR2/IENB, ktery umoZfiuje udrzovat aktivni komplex,
se miZe pouZit napfiklad repetice flexibilniho peptidového
linkeru Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (GGGGS) (SEQ ID NO: 1). V jiném
pPipads linker miZe byt flexibilni a miZe tvofit cil pro
proteolytické Stépeni sérem, membranové vazby a/nebo bunéénych
protedz. Priklad mista sté&peni sérové proteazy pripravené
komplexni fuze IFNAR2/IFNP miZe byt misto stépeni faktoru Xa.

Faktor Xa &té&pi protrombin ve dvou polohdch Arg273 a Arg322 a
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vykazuje rozezndvany tetrapetidovy signidl Ile-Glu-Glu-Arg (SEQ
ID NO: 2) (Nagai et al., Nature 309: 810 (1984)). Samotny
faktor Xa se vytvoril v intrinsické a extrinsické draze
riznymi aktivatory, které zahrnuZl tkanovy faktor, které
uvolnuji vaskularni endotelidlni bunky, makrofagy a
neutrofily.

Faktor Xa miZe ptsobit na fazni protein TFNAR2 /IFN
obsahujici rozezndvanou sekvenci faktoru Xa v linkerové
oblasti a uvolfiuje komplex IFNARZ/IFN tak, Ze komplex mluzZe
fungovat jako nekovalentni komplex. |

V jiném pripadé komplexni fuze IFNAR2/IFNB muZe vykazovat
misto Zté&peni vhodné pro proteazu tund&né membrany (napriklad
hepsin). Hepsin je serinovy protesazovy zymogen vazany na
membriané o molekulové hmotnosti 51 000, ktery se silné
exprimuje ve tkéni Jjater, ale také se naché;i v ledvinéch,
pankreasu, plicich, titné Zlaze, v podvésku mozkovém a Ve
varlatech. Jedna sekvence, kterd je znédma, Ze Ji $tépi hepsin
je peptid Argl52-Ilel53 vizany nz faktoru VII. Hepsin ‘se
podili na tvorbé trombinu v nidorovych bufikdch (Kazam et al.,
J. Biol. Chem. 270: 1 (1995).

Hepsin mtZe pasobit na fizni protein sIFNAR2/IEN
obsahujici rozezndvanou sekvenci hepsinu v oblasti linkeru a
uvolfiuje komplex sIFNAR2/IFN tak, Ze komplex maZe fungovat
nekovalentnim zplsobem.

V jiném pripadé fuzni komplex SIFNAR2/IFN muZe obsahovat
misto &té&peni vnitrobuné&nou proteazou. Nekrotizujici a
odumirajici buitky uvoliuji razné orotedzy. Jsou to kaspazy
(protedzy podobné enzymu prem&fujicimu interleukin l-beta),
metalo-proteindzy, lysosomalni protedzy (napfiklad katepsin B)
a elastazu. Elastdzu uvolfuji granulocyty béhem stadia
onemocnéni (napriklad Dbéhem  sepsi) a vykazuji  3irokou
specifitu, co se tycCe aminokyselinové &tépici sekvence. Jsou

pr¥ibuzné trypsinu (popisuje se V publikacich Ertel et al.,
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Arch. Surg. 129: 1 (1994), Szilagyi et al., Biochim. Biophys.
Acta 1251: 1 (1999)).

Intraceluldrni protedzy mohou pusobit na fizni protein
SIFNAR2/IFN obsahujici rozeznavanou sekvenci intracelularni
protedzy v oblasti linkeru a uvoliuji komplex sIFNAR2/IFN tak,
e komplex muZe fungovat Jjako nekovalentni komplex. ’

Ve skute&nosti se pfipravilo né&kolik priklada konstrukci
faznich proteint, ve kterych C-konec SIFNAR2 (P40-ESEFS) je
spojen s N-koncem IFNB (MSY) prostfednictvim flexibilniho
linkeru. p¥iklady peptidovych 1linkerd  Jjsou nésleduijici:
ESEFS (GGGGS) MSY, kde n=5 (SEQ ID NO: 3), 4 (SEQ ID NO: 4), 3
(SEQ ID NO: 5, 2 (SEQ ID NO: 6) nebo (SEQ ID NO: 7),
ESEFS (hCG-CTP)MSY, kde hCG-CTP = SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ
(SEQ ID NO: 8), ESEFS (EFM) MSY, kde n=5 (SEQ ID NO: 9), 4 (SEQ
ID NO: 10) nebo 3 (SEQ ID NO: 11), ESEFS (EFGAGLVLGGQFM) nMSY,
kde n=1 (SEQ ID NO: 12) nebo 2 (SEQ 1ID NO: 13) a libovolny
jiny vhodny linker, ktery prekryvd vzdalenost mezi vazebnym
mistem SIFNAR2 a IFNB v komplexnim modelu a ktery netvori
imunogenni  epitop mezi &astmi interferonu a receptoru.

Uptednostiiuje se, aby tyto linkery tvofilo az 30 aminokyselin.

Kovalentni komplex _

Jeden priklad tvofeni chemickych zesitovanych molekul Je
mistn& specifickd modifikace IFNAR2 reakci biodegradovatelného
linkeru, jako je polyetylen glykol (PEG) , s pritomnymi
cysteiny nebo zavedenymi do molekuly IFNARZ za pouziti
sﬁsbtituce aminokyselin, jako je Ser210 aZ Cys nebo Asn89 ai

Cys (mistné ¥izend mutageneze). Nasledujici konstrukce se
mohou navrhnout takto: IFNAR(S210C) -PEGn-IFNB (Cysl7), kde n=2

000, 5 000 nebo 10 000, nebo IFNAR (N89C)-PEGn— IFNB(Cysl7).
Tvorba kovalentnich disulfidovych vazeb mezi Cys dvou

riznych &asti je také obsahem vynalezu.

Nekovalentni komplex
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Lidsky IFNAR2 tvofi komplex s IFNf za podminek, které
maximalizuji tvorbu aktivniho komplexu. Aby vznikl maximdlné
aktivni komplex je nutné dosdhnout in vitro optimadlni pomeér
2,5 ng IFNAR2 ku 1 mezindrodni jednotka (IU) IFNB, Jjak se
popisuje v prikladech. V soucasné dobé& se stanovil optimalni
pomér IFNAR2 ku IFNf, pfi kterém dochazi k maximalni tvorbé
aktivniho komplexu aktivity in vivo, ackoli se jevi, Ze
optim&lni pomér =zavisi na koncentraci IFNB. Tak napfiklad
optimédlni pomér IFNARZ: IFNB za uUclelem zvySeni proti-nédorové
aktivity IFNP v koncentraci 2%x10% IU/my&/den je 2,5 ng IFNARZ
na pg IFNB, zatimco pfi koncentraci 5 X 10* IU/my&/den IFNB je
optimum 0,3 ng.IFNARZ na pg IFNB. Stejny pomér se pouziva pri
dosa’eni maximalni tvorby aktivniho komplexu in vitro, coz
vede k prodlouZeni farmakokinetiky IEN in vivo.

Prednostné se pro ptipravu komplexu pouzivaji
rekombinantni molekuly IFNAR2 a IFNB. V anti-virovych testech
in vitro komplex interferon/receptor vykazoval ve srovnani
s aktivitou samotﬁého IFNB zvySenou aktivitu. Konstantni
koncentrace IFNB se smisila s ruznymi koncentracemi
rekombinantniho sIFNAR2 a tato smés se (komplex IFNAR2/IFN)
pridala k bunkam WISH (lidské amniotické bunky). Tyto bunky
WISH se pak infikovaly virem vesikularni stomatitidy (VSV) a
monitorovala se antivirovd aktivita IFN, Jjako mnozstvi
preziviich bunék po dobu inkubace 48 hodin. V kaZidém
experimentu pridani IFNAR2 ke konstantnimu mnoZstvi IFNB vedlo
ke zvy3eni mnoZstvi bunék, které preiily infekci VSV pfi
optimalnim poméru IFNARZ ku IFN, v zédvislosti na velikosti
davky. Tyto vysledky - prokazaly, e  komplex  IFNARZ a
IFNBvykazuje zvySenou aktivitu ve srovnani s volnym IFNP
v antivirovém testu. Praktické implikace této skuteénosti Jje,
e komplex IFNAR2/IFNB ma vy$si 4&innost a zvydenou aktivitu ve

srovnani s volnym IFN v pfipade riznych  terapeutickych
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indikaci, pfi kterych je aktivni samotny IFN. Tyto indikace
zahrnuji ty, p¥i kterych volny IEN vykazuje terapeutickou
aktivitu, jako Jje anti-virova, proti-rakovinovd a imunni
modulad&ni aktivita. O&ekava se, Ze komplex IFNAR2/IFN, diky
vy38i u¢innosti zvy3uje aktivitu a/nebo zlepéuje
farmakokinetiky (to Jje polotas rozpadu), bude G&innéjsi pfi
1&8b& virovych, onkogennich a imunitnich poruch.

V ptipadé, Ze dochédzi k aplikaci in wvivo interferonovy
receptorovy komplex zvysuje biodostupnost, farmakokinetiky
a/nebo farmakodynamiky IFN, ¢&imZz zesiluje antivirové, proti
rakovinové a imunitni modulaéni vlastnosti IFN.

zvySené biodostupnosti IFN zprostfedkované komplexem je
mosné dosahnout bud tvorbou nekovalentniho komplexu IFN/IFNAR,
spole&nou aplikaci volného IFN s IEFNAR, prostfednictvim
postupné aplikace komponentd IEFN a IFNAR, prostfednictvim
aplikace kovalentniho komplexu IFN/IFNAR nebo aplikaci fuzniho
proteinu IFNAR/IFN. '

V dalsim provedeni vynalezu se miZe zvySeni biodostupnosti
také dosahnout aplikaci samotného komponentu IFNAR, aniz se
prid4d IEN. IFNAR bude tvo¥it ,komplex“ in vivo S endogennim
IFN a tak zvy3i Dbiodostupnost, farmakokinetiku a/nebo
farmakodynamiku endogenniho IFN. To je zvlast& pouiitelné pri
16&b& pacientl, ktefi trpl nemoci nebo stavem, ktery prirozené
zptisobuje indukci p¥irozeného IFN tak, %e IFN bude cirkulovat
a prirozen& plsobit proti onemocndni a porude. Pfidany IFNAR
bude zesilovat G&inky pfirozeného IFN.

Preferované molekuly vhodné pro pouZiti v komplexech podle
vyndlezu vykazuji sekvenci pFirozerného IFN a IEFNAR. Prirozena
sekvence Jje ta, kterou obsahuje pfirozené se vyskytujici
lidsky IFN a IFNAR. Takové sekvence jsou znémy a Jsou popsany
v literatufe. Také se uvaZuje, Ze pfirozené se vyskytujici
alelové variace jsou pfirozené sekvence.

Vynalez také popisuje analogy shora popsaného komplexu

IFNAR2/IFN podle vyndlezu, které se uchovavaji podstatné




sSeo® »s »e .e . .

» e - L ] * e ] L3 & 8 *
16 s 4 . we T e #
L ] [ N L2 ] » % * L] .
. a9 L ] - LI L] » v L]
. 49 .9 e et e
stejnou biologickou aktivitu komplexu, ktery m& v podstate

sekvence pfirozeného IFNAR2 a IFN. Takovymi analogy mohou byt
ty, které obsahuji deleci, adici a substituci a% pribliziné& 30
aminokyselinovych zbytkl v Castech IFNAR a/nebo IFN komplexu
tak, Ze modifikace tohoto druhu v podstaté neméni biologickou

aktivitu analogu chimérového proteinu s ohledem na samotny

komplex. Ruzné analogy se mohou vzéjemné a od molekul

1igit (v podstaté pfirozené se

IFNAR2 a IFN)

zdkladniho komplexu pouze

vyskytujicimi sekvencemi v misté& linkerového

peptidu, ktery spojuje obé S4sti za vzniku komplexu. Jak se
uvddi shora v textu Takovy linker tvofi a? pribliZzné 30
aminokyselin a slou#i k oddé&leni  ¢a&sti IFNARZ a IFN

v komplexu. Co se ty¢e takového linkeru, je nutné dbat na

vybé&r jeho sekvence (a také Je nutné kazdy takovy analog

biologicky testovat vhodnymi standardnimi testy), aby

napfiklad nedodlo k nespravnemu svinuti komplexu, coZ muZe

zplsobit deaktivaci nebo nedojde ke zvy$eni aktivity nebo
¢inni analog komplexu imﬁnogenni, coz vede u lé&eného pacienta
k vyvoldni protiléatek proti analoéu. Takovy analog Je pak
neudinny alesponl jako medikament se st¥edni nebo dlouhou dobou
pisobeni. Co se tyce shora popsanych analogu komplexu podle
tyto analogy Jjsou ty, kde jeden nebo vice a az

zdkladniho

vynalezu,

priblizné 30 aminokyselinovych zbytki komplexu

podle vynadlezu jsou nahrazeny riznymi aminokyselinovymi zbytky

nebo jsou deletovany nebo se pridéd Jeden nebo vice az

pfibliZn& 30 aminokyselinovych zbytk k pGvodni sekvenci

komplexu podle vyndlezu aniz dojde k podstatné zméné aktivity
vysledného produktu ve srovnani se zakladnim komplexem podle

vyndlezu. Tyto analogy se pfipravuji zndmou syntézou a/nebo

mistné fFizenou mutagenezi nebo ‘libovolnym jinym zplUsobem,

ktery je pro tento ucel vhodny.

Libovolny takovy analog vykazuje ptednostneé

aminokyselinovou sekvenci, kterda Je v podstaté duplikatem

sekvence zakladniho komplexu IFNARZ2/IFN, ktery m4 v podstaté
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stejnou aktivitu. Zakladnimi experimenty Je moZné stanovit,
zda libovolny analog vykazuje podstatné stejnou aktivitu
a/nebo schopnost jako zdkladni komplex podle vyndlezu. Takové
experimenty zahrnuji vystaveni analogu testovani biologické
aktivity a stabilit, jak se uvadi dale v p¥ikladech 2 a% 7.

Analogy komplexu, které se mohou pouZit v souladu
s vynédlezem nebo nukleové sekvence, které je koéduji, zahrnuji
konecnou sadu v podstaté odpovidajicich sekvenci, jako
substituce peptidd nebo polynukleotiddy, které odbornik miZe
ziskat rutinnim zpusobem, aniZ probéhnou experimeﬁty. Chemie a
struktura proteind se popisuje v publikacich Schilz et al.,
Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, New York
(1978) a Creighton, T. E., Proteins: Structure and Molecular
Properties, W. H. Freeman and Co., San Francisco (1983).
Substituce pfitomné nukleotidové sekvence se popisuje
v publikaci Ausubel et al., Current Protocols in molecular
biology, Greene Publications and Wiley Interscience (New York;,
1987-1992), paragraf A.l. I-A. 1-24 a Sambrook et al.,
Molecular Cloning : A Laboratory manual, 2 nd Ed., Cold Spring
Harbor Press (Cold Spring Harbor, NY, 1989, paragraf 6.3 a 6.4
v apendix C a D.))

preferované zmény v pripadé& analogid v souladu s vyndlezem
jsou ty, které jséu znamy Jjako konzervativni substituée.
Konzervativni aminokyselinové substituce v komplexu, ktery
vykazuje v podstaté prirozené se vyskytujici sekvence IFNARZ a
IFN, mohou zahrnovat synonymni aminokyseliny ve skupiné, ktera
m& podstatn& podobné fyzikalné chemické vlastnosti tak, Ze
substituce mezi &leny skupiny bude udrZovat biologickou funkci
molekuly (Grantham, Science 185: X62-X64 (1974)). Je zfejmé,
5e zadlenéni a delece aminokyselin se mohou také provést ve
shora uvedenych sekvencich, aniZz se zméni jejich funkce,
zv14asté, kdyZ inzerce nebo delece zahrnuje pouze nékolik
aminokyselin, napfiklad méné& neZ 30. Upfednostiiuje se méné nez

10 aminokyselin a neodstrafiuji se nebo se nenahrazuji
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aminokyseliny,' které jsou kritické pri funkénim uspotradani.

cysteinové zbytky ,Principles

223-

Jsou to naptiklad (Anfinsen,

A\Y

That Govern The Folding of Protein Chains,“ Scinece 181:

230 (1973)). Analogy, které wvznikaji na zakladé takovych

deleci a/nebo inzerci jsou v souladu s vynalezem.

Synonymni aminokyselinové skupiny jsou ty, které se

definuji v tabulce ¢&. I. S vyhodou synonymni aminokyselinové

skupiny jsou ty definované v tabulce &. II a nejvyhodnéjsi
jsou synonymni aminokyselinové skupiny definované v tabulce ¢.

IIT.
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Preferované skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina
Ser Ser, Thr, Gly, Asn
Arg Arg, Gln, Lys, Glu, His
Leu Ile, Phe, Tyr, Met, Val, Leu
Pro Gly, Ala, Thr, Pro
Thr Prb, Ser, Ala, Gly, His, Gln, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala
Val Met, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly
Ile Met, Tyr, Phe, Val, Leu, Iie
Phe Trp, Met, Tyr, Ile, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, Ile, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys
His Glu, Lys, Gln, Thr, Arg, His
Gln Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gln
Asn Gln, Asp, Ser, Asn
Lys Glu, Gln, His, Arg, Lys
Asp Glu, Asn, Asp
Glu Asp, Lys, Asn, Gln, His, Arg, Glu
Met Phe, Ile, Val, Leu, Met
Trp Trp
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Tabulka &. II

Vyhodn&jsi skupiny synonymnich aminokyselin
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Aminokyselina Synonymni skupina
Ser Ser
Arg His, Lys, Arg
Leu Leu, Ile, Phe, Met
Pro Ala, Pro
Thr Thr
Ala Pro, Ala
val 1 val, Met, Ile
Gly Gly
Ile Ile, Met, Phe, Val, Leu
Phe Met, Tyr, Ile, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr
Cys Cys, Ser
His , His, Gln, Arg
Gln Glu, Gln, His
Asn Asp, Asn‘
Lys Lys, Arg
Asp Asp, Asn
Glu Glu, Gln
Met Met, Phe, Ile, Val, Leu
Trp Trp
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Tabulka ¢&.

Nejvyhodné&jsi skupiny synonymnich aminokyselin
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Aminokyselina Synonymni skupina

Ser Ser

Arg | Arg

Leu Leu, Ile, Met
Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

val val

Gly Gly

Ile Ile, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyx

cys Cys, Ser

His His

Gln Gln

Asn Asn

Lys Lys

Asp Glu

Glu Glu

Met Met, Ile, Leu
Trp Met
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P¥iklady produkce substituci aminokyselin v proteinech,
které se mohou pouZit pfi ziskéni analogl komplexu IFNAR2/IFN
vhodnych pro pouziti podle vyndlezu zahrnuji libovolnou znamou
metodu, 7jako se popisuje Vv patentech US RE 33,653/ 4,959,314;
4,588,585 a 4,737,462 (Mark et al., ); 5,116,943 (Koths et
al., ); 4,965,195 (Namen et al.,) a 5,017,691 (Lee et al., ) a
lyzinem substituované proteiny popsané v dokumentu US patent
4,904,584 (Shaw et al.,).

V jiném preferovaném provedeni vynalezu libovolny analog
komplexu vhodny pro pouziti podle vynalezu m& aminokyselinovou

sekvenci, ktera v podstaté odpovida sekvenci shora popsaného

komplexu podle vynélezu. Termin , v podstaté odpovidad™

analogtm s minoritnimi zménami - sekvence zakladniho komplexu,
ktery neovliviuje Jeho zAkladni charakteristiky, zvlasté Jjeho
schopnost inhibovat proliferaci buné&k zhoubného bujeni nebo
podporu transplantaci kostni drfen&. Typ zmén, které se
v obecném ptripadé zvaZuji, zZe spadaji do skupiny .,V podstaté
odpovidajici® Jjsou ty, které jsou vysledkem  bé&Znych metod
mutageneze DNA‘ kédujici  komplex podle vynadlezu vedoucl
k n&kolika minoritnim modifikacim, a testovani nékolika
minoritnich modifikaci a testovani poZadované aktivity
zplisobem, ktery se popisuje shora v textu.

Gast IFNAR2 komplexu bude mit jadernou sekvenci, kterd je
stejnd jako pEirozena sekvence nebo jeji biologicky aktivni
fragment nebo jeho varianta, kterd ma aminokyselinovou
sekvenci s alespoii 70 % shodou s pfirozenou aminokyselinovou
sekvenci a zachovava si svou biologickou aktivitu. Je vyhodnég,
aby takova sekvence vykazovala alespoil 85 % shoduy, alesponn 90
$shodu. Nejvyhodn&jsi je, aby sekvence vykazovala alesponi 95 %
shodu s pfirozenou sekvenci.

S ohledem na &ast komplexu IEN jadernéd sekvence, kterd se
miZe pouZit, Jje prirozenou sekvenci nebo jejim biologicky
aktivnim fragmentem nebo jeho variantou, pticemz

aminokyselinovéd sekvence Vv kazuie s ni alespoit 70 % shodu,
J P
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upfednostiiuje se alespoﬁ 85 % nebo alespoii 90 % shodu a
nejvice se upfednostniuje alesponi 95 % shodu. Takové analogy si
ponechavaji biologickou aktivitu ptrirozené sekvence IFN nebo
jeho fragmentu nebo vykazujl antagonistickou aktivitu, Jjak se
diskutuje dale v textu.

“Termin ,Shoda sekvence" znamena, ze se sekvence
porovnavaji dale popsanym zplsobem. Sekvence jsou usporadany
za pouZiti Genetic Computing Group’'s GAP verze 9 za pouzZiti
implicitni (BLOSUM62Z) matrice (hodnoty -4 a%Z +11) s hodnotou
.gap open penalty" -12 (pro prvni nulu gapt) a hodnotou ,gap
extension penalty" -4 (pro kazdou dal3i konzekutivni nulu
v gapu). PO uspofadéani se vypo&ita procento identity tim, Ze
se vyjadri ¢&islo spravného péarovani jaké procento poctu
aminokyselin v ndrokované sekvenci.

Analogy podle vynadlezu se mohou také stanovit nasledujicim

postupem. S ohledem na &4st IFNAR komplexu nebo Cast IFN DNA

p¥irozené sekvence je znama v oboru a popisuje se
v literatufe. Polypeptidy kédovane libovolnou nukleovou
kyselinou, jako je DNA nebo  RNA, které hybridizuji

s komplementem nativni DNA nebo RNA za vysoce nebo sttedné
stringentnich podminek, pokud si polypeptid uchovava
biologickou aktivitu prirozené sekvence nebo V p¥ipadé IFN si
uchovava biologickou aktivitu nebo vykazuje antagonistickou
aktivitu, se povaZzuji za obsah vynédlezu.

Stringentni podminky jsou funkci teploty, pri které
dochézi k hybridizaci, molarity monovalentnich kationtd a
procenta formamidu, ktery je obsaZen Vv hybridizacnim roztoku.
Aby se stanovil stupefi prisnosti podminek Vv dané sadeé
podminek, nejdfive se pouzije rovnhice popsana Vv publikaci
Meinkoth et al., Anal. Biochem. 138: 267-284 (1984) vhodn& pro
stanoveni stability hybridd 100 % identity vyjadfené Jako
polovi&ni teplota denaturace Tm hybridu DNA-DNA:

Tm = 81,5°C + 16,6 (logM) + 0,41 (s6C) - 0,61 (% form.) -

500/L, kde M Je molarita monovalentnich kationta, %GC Je

,e
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procento G a C nukleotida v DNA, % form. je procento formamidu
v hybridiza&nim roztoku a L je délka hybridu v parech bazi.
Pro kazdy jeden stupen, O ktery se snizi teplota Tm oproti
vypo&itané hodnoté hybridu se 100 % identitou, mnoZstvi
nespravnych paru umoZfiuje jeji zvySeni o 1 %. Tak Tm uZivana
pro libovolny dany hybridizalni experiment p¥i specifikovanych
koncentracich soli a formamidu je 10°C pod hodnotou Tm
vypo&tenou pro 100 % hybrid podle Meinkothotovy rovnice.
K hybridizaci dojde dokonce  tehdy, jestli existuje az
priblizné 10 % chybného pérovani.

Termin ,vysoce pfisné podminky" znamenajl ty podminky, PpIi
kterych se toleruje aZz pfEibliZné 15 % sekvenini divergence.
Termin ,stfedné& piisné podminky" znamena ty podminky, pIl
kterych se toleruje az pfibliiné 20 % sekvenéni divergence.
priklady vysoce pfisnych podminek (12 az 15 °C pod vypocltenou
Tm hybridu) a stfedne pfisnych podminek (15 ayz 20 °C pod
vypoétendu Tm hybridu) pouZivajl promyvaci roztok 2x SSC
(standardni solny iontovy citrat) a 0,5 % sDS pri vhodné
teploté& pod vypoctenou hodnotu Tm hybridu. Omezena ptisnost
podminek Jje primédrné zpusobena podminkami promyvani, zvlasteé
jestliZe se uzivaji ty podminky hybridizace, které umoznujil
méné stabilni hybridy, které sé tvori .spolu se stabilnimi
hybridy. Podminky promyvani pfi vysoké pfisnosti pak méné
stabilni hybridy odstrani. B&?né hybridizani podminky, které
se pouZivajl s vysoce pfisnymi aZ stfedné ptisnymi podminkami
promyvani, Jjak se popisuje shora V textu, Jje hybridizace

v roztoku 6 x SSC (nebo 6 x SSPE), 5 x Denhardtovo ¢inidlo,

X

0,5 % SDS, 100 pg/ml denaturované fragmentované DNA spermatu
lososa pri teploté priblizné& 20 aZ 25 °c pod Tm. JestliZe se
pouzije smés sond, je vyhodné pouzit misto SsC
tetrametylamoniumchlorid (TMAC) (Ausubel et al., Current
Protocols in molecular biology, Greene publications and Wiley

Interscience (New York, 1987-1992), paragraf A.1. I-A. 1-24).
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Termin ,funk&ni derivaty“ znamend derivaty, které se mohou
pripravit z funk&nich skupin, které se vyskytuji jako vedlejsi
fet&zce zbytkl nebo N- nebo C-terminadlni skupiny, zpusobem
zndmym v oboru a Jsou predm&tem vynalezu pokud zustéavajil
farmacedticky pfijatelné. To znamena, e neporudi biologickou
aktivitu odpovidajiciho proteinu komplexu, Jak se popisuje
shora v textu, a neudileji toxickeé vlastnosti kompozicim,
které je obsahuji nebo komplexim, které se z nich pfipravuji.
Derivaty mohou mit chemické Zasti, jako jsou zbytky sacharidud
nebo fosforednant. Takové frakce maji stejnou biologickou
aktivitu a zustavaji farmaceuticky prijatelné.

Derivaty napfiklad mohou zahrnovat alifatické estery
karboxylu karboxylovych skupin, amidy karboxylovych skupin
reakci s amoniakem nebo s primdrnimi nebo sekundarnimi aminy,
N-acylderivaty nebo volné aminoskupiny éminokyselinonch
zbytkd karbocyklické aroylové skupiny) nebo O-acylderivaty
volné hydroxylové skupiny vytvofenych s acylovymi géstmi
(napfiklad alkanoylové nebo karbocyklické aroyloveé skuﬁiny)
nebo O-acylderivaty volné hydroxylové skupiny (napriklad
hydroxylové skupiny serylovych a threonylovych zbytkl)
VytvofenYCh s acylovymi Céastmi. Takové derivaty mohou také
zahrnovat napfiklad postranni fetézce polyetylenglykolu, ktere
mohou maskovat antigenni mista a roz8irit vyskyt komplexu nebo
jeho ¢asti v télnich tekutinach.

Termin ,derivaty® zahrnuje pouze <ty derivaty, ktere
nezam&iuji Jednu aminokyselinu za jinou ze dvaceti béZné se
vyskytujicich prirozenych aminokyselin.

Termin ,sole" znamenad sole karboxylovych skupin a kyselé
adiéni sole aminoskupin komplexu podle vynalezu nebo Jjeho
analogu. Sole karboxylové skupiny se mohou tvorit zplsobem,
ktery Jje dobfe znam Vv poru a  zahrnuji anorganické sole,
napriklad sodng, vapenaté, amonné, Zelezité nebo zineénaté
sole a podobné a sole s organickymi bézemi, Jjako se napfiklad

tvori s aminy, Jjako je trietanolamin, arginin nebo lyzin,

L X 22 ]
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piperidin, prokain a podobn&. Kyselé adiéni sole zahrnuji
napfiklad sole mineralnich kyselin, jako je napriklad kyselina
chlorovodikovd nebo kyselina sirovd a sole organickych
kyselin, Jjako je napfiklad kyselina octova nebo kyselina
stfavelova. Samoztejmé& libovolné takové sole musi mit podstatné
stejnou biologickou aktivitu s komplexem podle vynalezu nebo
s jeho analogy.

Termin ,biologické aktivita® znamena nasledujici:
V pripadé casti IFNAR2 komplexu Jje dtilezitad biologicka
aktivita jeho schopnost vazat interferon typu I. Tak analogy
nebo varianty, sole a funklni derivaty se musi varat tak, aby
si uchovaly'schopnost vézat'interferon. To je moZné testovat
rutinnimi vazebnymi testy. Navic fragmenty IFNAR2 nebo jeho
analogy se mohou také pouZit pokud si uchovavaji svou vazebnou
aktivitu vadi interferonu. Fragmenty se mohou snadno pfipravit
odstranénim aminokyselin z libovolného konce polypeptidu
vazajiciho interferon a testuji se vysledné vlastnosti
navazani interferonu. Jsou znémy proteazy odstratujici
aminokyselinu z N- nebo C-konce polypeptidu a tak stanoveni
fragmentd, které se ponechavaji schopnost vazat interferon,
zahrnuji pouze rutinni experimenty.

Navic polypeptid, ktery vykazuje takovou vazebnou aktivitu
vaci interferonu, kterym Je IFNAR2, sIFNAR2, analog nebo
varianta, sul, funkéni derivat nebo jeho fragment, miZe také
obsahovat dalsi aminokyselinové zbytky lemujici polypeptid
vazajici interferon. Pokud si vyslednd molekula udrzuje
schopnost vézat interferon jaderného polypeptidu, je moZné

stanovit za pouZiti rutinnich experimentt, zda libovolné

takové lemujici zbytky ovliviuji zdkladni a nove
charakteristiky jaderného peptidu. To ~ znamenéa jeho
charakteristiky navazani interferonu. Termin ,Vv podstateé

obsahujici“ tykajici se specifikované sekvence znamenéa, Ze
mohou byt pritomny dalsi lemujici zbytky, které neovliviuji

zdkladni nebo novou charakteristiku specifikované sekvence.
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Tento termin nezahrnuje substituce, delece nebo adice ve
specifikované sekvenci.

vatimco se v uvedeném popisu a v pfikladech provedeni
vynalezu pouziva TFNAR? nebo sIFNAR2, je nutné rozumeét, Ze jde
o preferovany ptiklad a e podjednotka IFNARL a zviéété jedi
extraceluldrni oblast se miZe nahradit kdykoli IFNAR2. IFNARL
se muaZe pouzit pouze ve spojeni s interferony, na které se
vase. Je znamo, 2Ze IFNARL se vaZe na IFNa. Libovolny komplex

za pouZiti IFNARI musi Dbyt tvofen druhy interferonu a

uptednostiuji se druhy IFNo, na které se IFNARL vaZze.

S ohledem na Cast ‘interferonu komplexu podle vynalezu
biologicka aktivita, kterou si musi zachovat libovolny analog
nebo varianta, stl, funk&ni derivat nebo fragment Jje aktivita
interferonu, na které zaleZi vyuZitelnost. V mnoha prikladech
to je schopnost vazat se na ptrirozeny receptor na povrchu
bunék a tim zprostfedkovat produkci signadlu receptorem.
Libovolny takovy analog, derivat nebo fragment by si mohl
zachovat takovou receptorovou agonistickou aktivitu, aby se
mohl pouZit podle'vynélezu. Na druhou stranu je né&kdy vyhodné,
kdyz existuje molekula s anatgonistickou aktivitou vGci
receptoru tak, Ze brani Dbiologické aktivité prirozeného
interféronu. Takovy antagonista se muZe také pouzit, kde Je
t¥eba prodlouzit pozitivni u&inek zpusoby podle vynalezu.
vV ptipadé& takoveého pouziti, kde je nutno eliminovat neZéadouci
a&inek interferonu, analogu, které se vadZou na receptor a
t4asti IFNAR komplexu, ale ktery nezprost¥edkovava signal a
blokadni signal pEirozenym interferonem na uvedeny receptor,
se mtaZe také povaZovat, Ze Je biologicky aktivni pro ucely
podle vynélezu. primé testy mohou stanovit, zda takovy
libovolny analog si uchovadvad takovou receptorovou agonistickou
aktivitu nebo zda vykazuje receptorovou agonistickou aktivitu
a bude proto pouzitelny podle vynalezu.

Vynélez dale popisuje sekvence DNA k6dujici shora uvedeny

komplex podle vynalezu a jeho analogy, stejné jako vektory DNA
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nesouci takové sekvence DNA vhodné pro expresi ve vhodnych
eukaryontnich  nebo prokaryontnich hostitelskych  bunikéach.
Schopnost vytvofit velké mnosstvi heterolognich proteind za
pouziti rekombinantniho systému exprimujiciho protein vedlo
k vyvoji rliznych terapeutickych &¢inidel, naptiklad t-PA a EPO
(Edington, S. M., ,Biotech Products as Drug Leads,™
BioTechnology 13: 649 (1995)). Ruzni expresivni hostitelé, ze
kterych je moZné vytvo¥it rekombinantni proteiny jsou puvodné
prokaryonta (napriklad Dbakterie) (Olins, P.O., ~Recent
Advances in Heterologous Gene Expression in Escherichia coli,™
Curfent Opinion in Biotechnology 4: 520-525 (1993)), nizsi
eukaryonty (napfiklad kvasinky) (Ratner, M., ” Protein
Expressio in Yeast," Bio/Technology 7: 1129-1133 (1989)) a
vy8si eukaryonty (napfiklad hmyzi a savci bunky) (Reuveny, S.,
,Production od Recombinant Proteins in High Density ‘Insect
Cell Cultures, ," Biotechnology and Bioengeneering 42: 235~-239
(1993), Reff, M. ,High-level Production of Recombinant
Immunoglobulins in mammalian Cells,™ Current . Opinion in
Biotechnology  4: 573-576 (1993)). VBechny tyto systémy
spo¢ivaji na stejném principu. To znamena zavedeni sekvence
DNA proteinu do bunky zvoleného typu (docasné nebo. stabilng,
integruje se do chromozomu nebo zﬁstané jako epizomélhi
element) za pouziti transkripce hostitele, translace a
mechanizmu transportu, pEicemZ cilem je nadmérna exprese
zavedené sekvence DNA ve formeé heterologniho proteinu
(popisuje se v publikaci Keown, W. A., ,Metjods for
Introducing DNA into Mammalian Cells,“ Methods in'Enzymology
185: 527-537 (1990)).

Vedle exprese nativnich genovych sekvencil schopnost
manipulovat DNA na Grovni nukleotidd se ocekaval vyvoj novych
sekvenci, ktere, ackoli se zakladaji na pfirozenych
proteinech, vykazuji nové aktivity jako vysledek zmény
v primdrni proteinové struktufe (Grazia Cusi, M., ,Harlequin

Granulocyte-colony Stimulating Factor Interleukin 6 Molecules
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with Bifunctional and Anatgonistic . Activities,®

Immunotechnology 3: 61-69 (1997)).

Vybrané sekvence DNA se mohou fyzicky spojit =za wvzniku
transkriptt, =ze kterych se vyvinou nové fuzni proteiny, kde
jednou nezavislé proteiny se nyni exprimuji Jjako jedna
polypeptidové jednotka (Ibanez, C.F., ,Chimeric Molecules with
Multiple Neurotrophic Activities Reveal Structural Elements
Determining the Specificaties of NGF and BDNF, , EMBO Journal
10: 2105-2110 (1991)). Aktivita takovych fuznich proteind se
mii¥e 1idit. Fazni proteiny mohou byt napfiklad (&innéjsi nei
jednotlivé proteiny (Curtis, B. M., ,Enhanced Hematopoietic
Activity of a Human Granulocyte/Macrophage Colony-stimulating
Factor-Interleukin 3 Fusion Protein,“ Proc. Natl. Acad. Sci.,
88: 5809-5813 (1991)).

Lidsky IFNB se odvodil z procesu produkce, ktery se
pouzivad v pripadé savci bunky vajeéniki éinschh k¥elkda (CHO).
Interferony typu 1 se mohou exprimovat v riiznych hostitelskych
bunkach, které zahrnuji bakterie (Utsumi, J.,
,Characterization of E. coli-derived Recombinant Human
Interferon-beta as Compared with Fibroblast Human Interferon-
beta,“ Journal of Biochemistry 101: 1199-1208 (1987), hmyz
(Smith, G. E., ,Production of Human Beta Interferon in Insect
Cells Infected with a Baculovirus Expression Vector,™
Molecular and Cellular Biology 3: 2156-2165 (1983)) a clovék
(Christofinis, G. J., ~Interferon Production by Human
Lymphoblastoid Cell Lines of Different Origins,“ Journal of
General Virology 52: 169-171 (1981)). Lidsky sIFNAR2 se takeé
exprimuje =za pouZiti hostitelské bufiky CHO. V jiném pEipadé
rozpustné receptory, Jjako je sIFNAR2, se mohou také uspésnée
exprimovat v bakteridlnim expresivnim systému ( Terlizzese,
M., ,In vitro comparison of inhibiting ability of soluble TNF
receptor p75 (TBPII) vVs. Soluble TNF receptor p55 (TBPI)
against TNF-a a TNF-B,“ Journal of Interferon and Cytokine

Research 16: 1047-1053 (1996)). DNA pro ka?dd gen se zavedla
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do genomu bunky CHO za pouziti postupu transfekce. Vysledkem
je rekombinace a integrace expresivniho vektoru. Pak se
izolovaly a kultivovaly bunky, které exprimuji uvedeny
protein. Protein se izoloval a &istil za pouZiti standardnich
prumyslovych metod, které jsou dobfe znadmy v oboru.

vynalez také zahrnuje farmaceutickou kompozici obsahujici
jako aktivni latku komplex IFNAR2/IFN nebo jeho analog nebo
jeho smé&s nebo Jjeho sole a farmaceuticky p¥ijatelnynosic,
¥Yedidlo nebo ekcipient. Provedeni farmaceutické kompozice
podle vyndlezu zahrnuje farmaceutickou kompozici vhodnou pro
zvy$eni ulinnosti IFN pri 1é&bé virového onemocnéni, pfi 1léchbeé
zhoubného bujeni, p¥i imuno modulacni terapii a jinych
aplikacich interferoni a cytokint.

Farmaceuitcké kompozice podle vynalezu se ptipravuji
aplikaci smési komplexu nebo Jjeho analogd s fyziologicky
prijatelnymi nosicéi a/nebo stabilizdtory a/nebo ekcipienty.
Pripravujl se v davkové form&, jako naptiklad lyofilizaci do
ampuli. Zphsob aplikace se provadi v libovolném prijatelném
médu, jak se aplikujil podobna ¢&inidla a Dbude zadviset na
podminkach, které je nutné 1é&it. Aplikace probihd napifiklad
intravendzné, intramuskularnég, podkozné, mistni injekci nébo
povrchovou aplikaci nebo bez prerudeni infuzi atd.. MnoZstvi
aktivni latky, které Jje mozZné aplikovat, z4dvisi na zplsobu
aplikace, 1é&eném onemocnéni a stavu pacienta. K lokdlni
injekci napriklad posta¢i men3i mnoZstvi proteinu vzhledem

k t&lesné hmotnosti ve srovnani s intravendzni infazi.

Volny IFNB m& tendence oligomerizovat. Aby se potlacila
tato tendence, dnes vytvofené formulace IFNB maji kyselé pH,
které miuZe zavinit p¥i aplikaci mistni podrazdéni. V pripadé,
>e TIFNAR slou?i Jjako stabilizacni faktor IFNB, ¢&imZz brani
oligomerizaci, Jjeho pouziti pri tvorbeé IFNB mbZe slouzit ke
stabilizaci IFNP a pf¥i tom je moZné obejit nezbytnost kyselosti

formulaci. Farmaceutickd formulace, ktera neni kysela a
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obsahuje IFNB a IFNAR a spolu s jinymi béZnymi farmaceuticky
prijatelnymi ekcipienty tvori soucést vynalezu.

Vyndlez zahrnuje pouzZiti komplexu podle vynélezu nebo jeho
analogy nebo smési vhodne pro terapii virovych onemocnéni,
terapii zhoubného bujeni a imuno moduladéni terapii. Komplexy
interferonovy receptor-interferon podle vynadlezu se mohou
pouzit pfi anti-virové terapii, pfi takovych terapeutickych
indikacich, jako Jje chronické granulomatézni onemocnéni,
pi¢aty kondylom, Jjuvenilni papilomatéza hrtanu, hepatitida A
a chronick& infekce viry hepatitidy B a C.

Komplexy interferonovy receptor-interferon podle vynalezu
se mohou pouzit p¥i terapii zhoubného bujeni pfi takovych
terapeutickych indikacich, Jjako je leukémie bunék ochlupeni,
Kaposiho  syndrom, mnohotny myelom, chronicka myelogenni
leukémie, lymfom a melanom, ktery Je jin§ ne? Hodkinsuv.

Komplexy interferonovy receptor-interferon podle vynalezu
je také moZné pouZit p¥i imunitni modulalni terapii, Jjako Jje
roztroudena sklerdza, revmatickd artritida, myastenie gravis,
diabetes, AIDS, lupénka atd..

Vynalez takeé zahrnuje komplex nebo jeho analogy nebo jeho
smési vhodné pro pouZziti pf¥i p¥ipravé medikamentl vhodnych pro
1é%pu shora popsanych onemocnéni nebo pro pouziti ve shora

uvedenych indikacich.

p¥ehled obrazkl na vykrese

Na obrézku ¢&. 1 je graf zndzornujici anti-virovou aktivitu
SIFNAR2 nebo IFNAR2Ig (obsahuje extraceluldrni doménu hIFNAR2
fazovanou S zamkem lidského IgGl, oblastmi CH2 a CH3)

v pritomnosti IFNP.

Obrazek &. 2 Jje graf znadzornujicl antivirovou aktivitu
SIFNAR2 a IFNB pfi sub-optimalni davce IFNB. Souasné plsobici
antivirova aktivita IFNP a sIFNAR2 ndsledujicl po jednohodinove

pre-inkubaci se uvolnila pfi intermedialni davce IFNP.
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Obrazek &. 4 je graf zndzorfiujici anti-virovou aktivitu
STFNAR2 a sub-u&innou davku IENB (0,95 IU/ml) jako funkce doby
pre-inkubace. Bufiky WISH se exponovaly IFNB (sub-u&inné davce
0,95 IU/ml) a sIFNARZ, nidsleduje pre-inkubace V indikovaném
Gase. Synergicka antivirova aktivita se pozorovala pouze po
ttytech pre-inkubacich. Antivirova aktivita se m&fila konverzi
MTT 48 hodin po zmé&né& VSV. Pri sub-terapeutickém mnozstvi IFNJ
tvorba komplexu  IFNAR2/IFN  vede k zesileni antivirové
aktivity.

Obrazek ¢&. 4 zndzorfiuje graf zobrazujici zvy$enou
antivirovou aktivitu lidského TIFNJ nidsledujici pre-inkubaci
s sIFNARZ.

Obrazek &. 5 je graf znadzorfujici, Ze zvySend antivirova
aktivita lidského IFNB spojeného s sIFNAR je specifickd pro
IFNAR2, ale nikoli pro jiné proteiny.

Obrazek C. 6 je graf znazornujicil farmakokinetické
porovnani lidského IFNP a komplexu IFNB/IFNARZ u my3i, jak se
stanovilo v tesu ELISA. '

Obrézek &. 7 Je graf zndzorfujici farmakokinetické
srovnani lidského IFNP a komplexu IFNB/IFNARZ u my3i, jak se

stanovilo v biologickém testu.

Na obrazku &. 8 Jje graf zndzorhujici farmakokinetické
srovnani lidského IFNa a komplexu IFNa/IFNARZ u my3i, Jjak se

stanovilo testem ELISA.

Na obrazku &. 9 dje graf zndzorfujicl farmakokinetické
porovnani lidskeho IFNa a komplexu IFNo/IFNAR2 ﬁ my3i, jak se
stanovilo v biologickém testu.

Na obrazku ¢&. 10 je aminokyselinova sekvence fuzniho
proteinu IFNAR2/ IFNBP n=2 (SEQ ID NO: 14). Linker (GGGGS):
(zbytky 240 aZ 249 sekvence SEQ ID NO: 14) jsou podtrieny.

Na obrazku &. 11 je gel zobrazujici analyzu restrikénimi
enzymy pCMV-IFNAR2/IENB, 10 % PAG, drahy 3 aZ 7: Stépeni enzymy
BamHI/XhoI, draha 2: 3&tépeni enzymy SmaI/XhoI , draha 1:
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marker: &t&peni pBR322 DNA-Mspl, driha &: 2 pCMV-IFNAR2/IENB,
0GS, draha &. 3: 1G5, draha &. 4: 2GS, draha ¢. 5: 3GS, dréha
&. 6: 4GS, draha &. 7: 5GS3, dradha ¢&. 8: marker dtépeni X174

RFDNA HaeIIl.

Obrazek C. 12 je restrikéni endonukledzova  mapa
expresivniho vektoru IFNAR2/ IFNB.

Obrazek &. 13 znédzornuje analyzu fazniho proteinu IFNAR2/
IFNB westernovym pfenosen. Driha 1: konstrukce IFNAR2/ IENB,
kterd neobsahuje linker, draha 2: konstrukce IFNAR2/ IENB,
kterd obsahuje linker GlysSer  (SEQ ID NO: 1), dréha 3:
konstrukce IFNAR2/ TIFNB, kterd obsahuje dva linkery GlysSer
(SEQ ID NO: 1), dridha 4: konstrukce IFNAR2/ IENB, ktera
obsahuje t¥i linkery GlysSer (SEQ ID NO: 1), konstrukce IFNAR2/
IFNB, ktera obsahuje  &tyfi linkery Glys;Ser (SEQ ID NO: 1),
xonstrukce IFNAR2/IFNB, ktera obsahuje pé&t linkerd GlysSer (SEQ
ID NO: 1).

Na obrazku &. 14 je graf zobrazujici anti-virovou aktivitu
vnit¥neé fﬁzdvanYch molekul exprimovanych v supernatantech
pun&k CHO a normalizovanych na standardni aktivitu IFNB.

Obrazky &. 15A aZz B Jjsou grafy vykazujici farmakokinetiky
IFNP aplikované po intravenézni injekci IFNARZ. IFNB se zavedl
injekci bud samotny, nebo jako komplex IFNAR nebo
bezprostfedné po separované intravenozni injekci sIFNARZ.
PoloZas rozpadu séra se stanovil v ¢&asech po injekci testem
ELISA, ktery Je specificky pro IFNB (obréazek C. 15) a
biologickou aktivitou Vv antivirovém testu WISH (Obrazek C.
15B) .

ANa obrazku &. 16 je graf znazorfiujici ochranny u¢inek
v procentech cytotoxicity ruznych davek komplexu
univerzalniho“ IEFN (lidsky IFNGA/D), ktery tvofi komplex
s sIFNAR2, ve srovnani s aplikaci samotného univerzalniho IEN

nebo kontroly.

XXX
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Obrazek &. 17 Jje graf znazorfiujici koncentraci IFNB
v séru, Jjako funkci <casu po aplikaci intravenézni injekce

s jednou davkou bud pripravku Interfusion GS5 nebo samotného

hIFNB.

Priklady provedeni vynalezu

Materidly a metody
Antivirovy biotest WISH a priprava komplexu:

Test WISH se vyvinul na zdkladé protokolu popsaného
v publikaci Novick et al., Soluble interferon-alpha receptor

molecules are present in body fluids“ FEBS Lett. 314: 445-448
(1992) .

Materidl:

e Bufitky WISH (ATCC CCL 25)

e 74sobni roztok viru vesikularni stomatitidy (ATCC v-520-001-
522), uchovavany p¥i teplot& -70 °C

e IFNB, lidsky rekombinant, InterPharm Laboratories LTD 90 x
105 TU/ml, specifickad aktivta: 264,5 x 10° IU/mg.

e Rozpustny lidsky IFNAR2, Koncentrace s4sobniho roztoku v PBS
je 373 pg/ml.

e Ristové médium WISH (MEM s vysokym obsahem glukdzy + sole
Farles + 10 % FBS a 1,0 % L-glutamin +
penicilin/streptomycin (100 U/ml, 100 npg/ml)).

e Médium pro test WISH (MEM s vysokym obsahem glukézy + sole
Earles + 5 % FBS a 1,0 % L-glutamin +
péniciliin/streptomycin (100 U/ml, 100 ug/ml), MTT

v koncentraci 5 mg/ml PBS, uchovava se pfi teploté& -70 °C) .

Metody
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Redéni rekombinantniho lidskéno IFNp na 19 1U/ml  (4x
koncenﬁrované pfedem stanovena davka EC50) v médiu vhodném
pro test WISH.

Red®ni za&ind pf¥i koncentraci 90 ng/ml, pripravi se 11
t¥indsobnych fedéni lidského rekombinantniho sIFNARZ2
v Eppendorfovych skumavkach v médiu vhodném pro test WISH.
Dvanact zkumavek obsahuje pouze médium vhodné pro test WISH.
Do kazdé prohlubn& s rovnym dnem, kterd se nachazl na
destidce s 96 prohlubnémi, se prida 25 pl IENB (aby se mohl
kontrolovat u&inek IFNARZ vV nepfitomnosti IFNB, pEide] do
sekce prohlubni 3 x 12 samotné médium vhodné pro test WISH ©
objemu 25 pl).

Do dvanicti fad desticky z 96 prohlubnémi ve t¥ech kopiich
pridej 25 pl kardého Ped&ni sIFNAR2 ( nebo do fady 12 pouze
testovaci médium) .

predem se inkubuje IFN( s SIFNAR2 po dobu 1 azZ 4 hodiny pti
teploté 37 °C v inkubatoru a pak se pfidaji buriky WISH.

Do logaritmické faze riistu bun&k WISH se prida roztok
trypsin/EDTA, bunky se promyji médiem testu WISH a ptipravi
se suspenze o konecneé koncentraci 0,8 x 10° buné&k/ml.

Do ka?dé prohlubné& se pfida 50 ul suspenze bunék WISH (4 X
10¢ bunék do Jjedné prohlubné) . Kone&¢na koncentrace IENB a
IFNAR2 je ta, jak se vystavi pusobeni puiikam. To znamena, Ze
kone&né& koncentrace IFNB Jje 4,75 IU/ml (1x) a konecné
xoncentrace sIFNAR2 v fadé jedna Je 22,5 pg/ml.

Po inkubaci po dobu 24 hodin ve zvlh&eném inkubéatoru
v atmosféfe 5 % CO2 se ptridalo do vSech prohlubni mimo
prohlubni, kde jsou kontroly neobsahujici virus (tam se
pridal pouze stejny objem média vhodného pro test) 50 nl
fedéni 1:10 (v médiu vhodném pro test WISH) zésobniho
roztoku VSV (davka se pfedem stanovila tak, aby doslo k 100
% lyzi bunék WISH béhem 48 hodin).
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e Po inkubaci dal3ich 48 hodin se do vsech prohlubni pridalo
25 ul rozotoku MTT. Desti&ky se pak inkubovaly po dalsi dvé
hodiny v inkubatoru.

e Obsahy prohlubni se odstranily otocenim desticky a do

Q

prohlubni se pridalo 200 ul 100 % etanolu.

e Po jedné hodiné se provedlo odecitani destidek p¥i vlnove
délce 595 nm za pouziti  software gsoft max Pro a
spektrofotometrického systému Spectramax (molekulové

zarizeni) .

Viechny sekvenalni reakce se provedly za pouziti sady
,ThermoSequenase™ radiolabeled terminator cycle sequencing
kit® (Amersham L.ife Scince, Cleveland, OH) . Pouzily se
protokoly doporulené vyrobcem. V&echny sekvenalni reakce se
analyzovaly na sekvenacnich gelech CastAway™Precast
(Stratagene, LaJolla, CA), které obsahovaly 6 % polyakrylamidu
a 7 M mocovinu. Sekvena&ni reakce se nanesly V uspofédéni A-C-
G-T. Autoradiografy sekvenadénich gelu se ode&italy manuadlné.
Pro analyzu sekvenci DNA se pouzil software Genetics Comuter

Sequence Analysis Software Package a pocitac UNIX

priklad 1:

Aby se stanovila anti-virova aktivita lidského komplexu
IFNAR2/IFNB a lidského komplexu IFNAR2Ig-IFNB, IFNB ve fizni
koncentraci (4,75 1U/ml) se pre-inkubovalo po dobu 3 hodin pfi
teploté 37 °C s lidskym sIFNAR2 (rekombinantni p40) nebo
s ruznymi koncentracemi lidského SIFNAR2Ig (0,25 az 30 000
ng/ml) a pak se testoval v testu WISH-VSV cytopaticity.
V nepritomnosti IFN se nedetekovala Zadna antivirova ochrana
(data nejsou uvedena) .

Anti-virova aktivita interferond typu I (uZzivanych

v pfedem stanovenych koncentracich EC50) v pFitomnosti SIFNARZ

v pribliZné koncentraci 30 ng/ml ukazala spolu s IFNB optimdlni
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agonistickou aktivitu. Tuto aktivitu vsak nevykazuje samotna
l4tka. Anti-virova aktivita se n&¥ila MTT konverzi 48 hodin po
dédvce VSV. '

V ptipadé, zZe je pritomen IFN Vv oSekdvané koncentraci
EC50, =zaznamenala se ochrana (zobrazeno na obrazku ¢&. 1,
absorbance se rovnd 0,45. V ptipadé, Ze nedochézi k ochrané
hodnota absorbance Jje 0,0, pri Uplné ochrangé se hodnota
absorbance rovna 1,8)). Kdyz se IFNAR2 nebo IFNAR2Ig titrovaly
pfi raznych koncentracich, doslo priblizné k 4 nasobnému
sesileni aktivity IFNP aZ do koncentrace IFNAR a IFNAR2Ig 32
ng/ml (popisuje se také v pfrikladu 2 a na obrazku ¢&. 2).
koncentrace IFNAR nebo IFNAR2Ig vy3s5i jako 32 ng/ml aktivitu
IFNB sniZuje, Jak se oekavalo. Zplsobuje to kompetice mezi
SIFNAR s membranovym IFNAR O IFNB. Tento experiment tak
podporuje  u¢innost a zvyduje  aktivitu IFNB v komplexu

IFNAR2/IFN.

pPriklad 2:

0&inek zmén koncentrace IFNf na aktivitu komplexu
SIFNAR2/IFN se testoval p¥i ruznych koncentracich IFNB kromé
ED50. Jak je moZné vidét na obrazku 2, pri mnoZstvi IENP 4,75
IU/ml, pre-inkubace IFNARZ po dobu Jjedné hodiny zvyduje
aktivitu IFNP pEibliZné dvakrat pfi maximalni koncentraci
pfibliZné& 32 ng/ml. PFi kazdé vyd3i koncentraci IFNB nebylo
mosné detekovat zvySeni anti-virové aktivity IFNB, protoZe
aktivita dosahla uz maximalni hodnoty. Vysledky podporujl

teorii, Ze komplex IFNARZ2/ IFNB vykazuje zvySenou aktivitu IFN.

Pfiklad 3:

odhadnutim anti-virové aktivity sub-u&inné koncentrace
IFNp (0,95 IU/ml) v raznych &asech pre-inkubace s ruznymi
koncentracemi IFNAR2 se testovaly kinetiky tvoreni komplexu

IFNAR2/ IFNB. Jak je zobrazeno na obrazku &. 3, &tyfi hodiny

[X) re X} X .o
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pre-inkubace Jjsou nezbytné pro zvy$eni anti-virové aktivity
IFNB pfi této sub-uéinne dévce.-Kdyi se k mnoZstvi IEFNB, ktereé
neni samotné aktivni, pfrida IFNAR? za vzniku komplexu, vede to
k podstatnému zvyseni anti-virové aktivity IFN. Tento

experiment podporuje teorii zvysené aktivity IEN komplexu

IFNAR2/ IFN.

Priklad 4:

Stanovilo se, Ze bioaktivita IFNP rychle klesad po in vitro
rekonstituci p¥i teploté 37 °c (fyziologicky roztok pH 7,4).
To je alespon G4astecné& zplUsobeno tvorenim oligomernich
struktur IFNB, které vyka;uji omezenou  aktivitu. Za ucCelem
testovani, zda IFNARZ zvyduje stabilitu IFNP pfi fyziologickém
pH, se provedl experiment, ve kterém se inkuboval samotny IFNB
v ruznych koncentracich (v inkubadnim médiu RPMI 1640, Gibco)
nebo ve stejném inkubaénim  médiu v pritomnosti IFNAR2 pfi
konstantnim pomé&ru IFNARZ ku IFNB (2,5 ng/IU).

IFNP (v koncentraci 500 IU/ml) se pre-inkuboval se stejnym
objemem bud sIEFNAR2 (1,25 pg/ml) nebo pouze RPMI po dobu 3
hodiny pf¥i teploté 37 °c. Titrace obou roztokl IFNB se
uskutednila v médiu vhodném pro test WISH na destidce s 96
prohlubnémi, dfive nes se pridaly bufiky WISH. VSV se pridal po
24 hodinach inkubace , jak se stanovilo konverzi MTT.

Jak je mozZné vidét na obrazku &. 4, samotny IFNB vykazuje
nodnotu ED50 pribliZzne 104 TU/ml, zatimco pre-inkubace IENB s
rozpustnym IFNARZ vede k podstatnému zvyseni ED50 na hodnotu 7
TU/ml. Vysokd hodnota EDS0 samotného IFNP miZe byt zpasobena
oligomerizaci IFNB v roztoku. Shora uvedené vysledky ukazujl

zvysenou stabilitu TFNB, kdyZ tvofi komplex s IFNAR2.

priklad 5:
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za G&elem  odhadnuti, zda zvySena aktivita TENB

v pritomnosti IFNARZ je zpisobena specifickou ochranou pomoci

SIFNAR, aktivita IFNP se hodnotila vytvofenim komplexu s IFNAR2

nebo s jinymi nepfibuznymi proteiny pfi stejné koncentraci
(1idsky IgG, bovinni sérovy albumin (BSA)).
Jak ukazuje obrazek ¢&. 5, IFNB (500 1IU/ml) se pre-

inkubovalo se stejnym objemem bud uvedenych proteind (1,25

ug/ml) nebo pouze s V inkuba&nim médiu RPMI po dobu 4 hodin pfi

teplot& 37 °C. Titrace téchto roztokd IFNP v testovacim médiu

WISH se uskutecénila pred piidanim punék WISH na desticce s 96

prohlubnémi. Za UuUcelem stanovit a&inek pre-inkubace na

aktivitu IFNB zahrnulo se take Gerstvé pripravené IFNP. VSV se

pridalo po 24 hodinadch a po daldich 24 hodinach inkubace se
odhadlo CPE, jak se stanovilo konverzi MTT.

Pre-inkubace IFNB s nespecifickymi proteiny (to Je BSA
nebo 1lidské 1IgG) p¥i koncentraci 2,5 ng/IU IFNB nechrani

aktivitu IFNP po rekonstituci. Aktivita komplexu IFNAR2/ IENp

v tomto testu je podobna, jako aktivita Cerstvé pridaného IENP.

Tento vysledek podporuje zjisténi, >e sIFNAR2 stabilizuje
aktivitu IFNB.
Priklad 6:

Komplex IFNAR2/ IFNB vykazuje znacné prodlouzeny
farmakokineticky profil IFNB u my3i, coz se zjistilo testem

ELISA a'biologickou analyzou (obrazky &. 6 a 7).

B6D2F1L intravendzni

My$im kmene se aplikovala Jjedina

injekce bud s lidskym IFNB (2,5 x 10 1U/kg) nebo stejna
koncentrace IFNP pre-inkubovana po dobu 1 hodiny pfi teploté 4
°c s lidskym IFNARZ (2,5 ng/IU IEN). Séra se ziskala 0,05 aZ
48 hodin po aplikaci z retro-orbitélniho tkaniva a koncentrace
stanovila testem ELISA

7).

IFNp a anti-virova aktivita IFNB se

(orbdzek &. 6) nebo biologickym testem WISH (obrazek ¢.
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Koncentrace séra, kterd klesla na hodnotu nizsi neZ Je
citlivost testu (7,55 IU/ml) v testu ELISA nebyla vynesena do
grafu.

Nejen, Ze komplex vykazuje vys&: farmakokineticky profil,

ale také anti-virovym testem WISH se zjistilo, e se po celou

dobu testu podstatné zvy$ila uroven biologické aktivity IENP u

my$i. To naznacuje zvydenou stabilitu a prodlouZeny polocas

rozpadu komplexu IFNAR2/ IFNP v plazmé ve srovnani se samotnym

IFNB.

Priklad 7:

Komplex IFNAR2/ IFNB  vykazuje  znacné prodlouZeny

farmakokineticky profil IFNa2a u my3i, co? se zjistilo tetsem

FLISA a biologickymi testy ( Zobrazeno na obrazcich &. 8 a 9).

My$im kmene B6D2F1 se aplikovala jedina intravendzni

injekce bud lidského IFNa (1,25 X 10° 1U/kg) nebo stejna

koncentrace IFNo pre-inkubovaného po dobu 1 hodiny p¥i teploté

4 °C s lidskym IFNAR2 (14,9 ng/IU IFN). Séra se shromdzdila
v oznadeném &ase z retro-orbitalniho tkaniva a koncentrace
IFNo2a a anti-virova aktivita se odhadla na zakladé testu
ELISA (obrazek &. 8) nebo biologickym testem WISH (obrézek c.
9).

IFNo. se stanovil testem ELISA, ktery je specificky pro
lidsky IFNa. Sérové koncentrace nizsi ne? je citlivost testu
(30 IU/ml) v testu ELISA se do grafu nevynesla.

Nejen, Ze komplex vykazuje vy$si farmakokineticky profil,
ale také anti-virovym testem WISH se zjistilo, Ze se po celou
dobu testu podstatné zvyéila Grovend biologické aktivity IEFNa u
my$i. To naznacuje zvydenou stabilitu a prodlouZeny polocas
rozpadu komplexu TFNAR2/ IFN v plazmé& ve srovnanil se samotnym

IENa.

py¥iklad 8: Navrzeni fuznich proteint IFNAR2/IFN

LR R 2]
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Konstrukce se pripravily tak, Ze C-konec extraceluldrni
oblasti IFNAR2 se fuzuje s N-koncem zraleého IEN za pouziti
nadsledujicich peptidovych linkeri, kde G a S reprezentuje

aminokyseliny glycin a serin.

IFNARZ2extraceluldrni (linker) zraly IFNS

.ESEFS (GGGGS) ,MSY..., kde n = 0 (SEQ ID NO: 5), 1
(SEQ ID NO: 7), 2 (SEQ ID NO: 6), 3 (SEQ ID NO: 5), 4 (SEQ ID
NO: 4) a 5 (SEQ ID NO: 3).

Celd aminokyselinova sekvence, kde n = 2 fize IFNAR2/IFNP
je zobrazena na obrazku &. 10 (SEQ ID NO: 14).

Expresivni vektor pSVEIF, ktery obsahoval gen exprimujici
lidsky rekombinantni IFN se pouzil jako templdt pro PCR.
Syntetické primery se navrhly tak, Ze se z templatu mohla
amplifikovat pouze kébdujici oblast zralého proteinu lidskeého
IEN (MSY...) . 5'primer zahrnoval sekvence mista dtépeni
restrikénim enzymem Smal, poslednich sedm aminokyselin IFNARZ
(GQESEFS) (zbytky 344-349 SEQ ID NO: 14) a (GGGGS): (SEQ ID NO:
1) linker. Do 5 primeru se také zavedla restrikéni mista BamHI
a XhoI, aby bylo mozné klonovat jiné kazety. 3 primer
obsahoval bezprostfedné po stop kodonu TGA hIFNB restrikéni
misto AvrII. PCR obsahoval piibliZné 1 gram templatové DNA, 1
g kaZdého primeru pro PCR, 0,2 mM kaZzdého dATP, dCTP, dGTP a
dTTP, 1lx reakéni pufr TermoPol (10 mM KCl, 20 mM Tris-HCl, (pH
8,8 pri teploté& 25 °C), 10 mM (NH4)2S04, 2 mM Mgso4, 0,1 %
Triton X-100: New England Biolabs, Beverly, MA) a 3 mM MgSO4
(kone&na koncentrace MgsO4 je 5 mM) v reak&nim objemu 100 pl.
Po podatedni inkubaci VENTR® pii teploté 99,9 °C po dobu 30
vterin se pridaly do reakce 2 jednotky DNA polymerazy VENTR®.
PCR zahrnuje 20 cykla: a) pfi> teplot& 99,9 °C po dobu 30
vtefin, b) pfi teplot& 65 °C aZi 55 °C po dobu 30 vtefin,
teplota klesa pfi kazdém cyklu © 0,5 °C a c) pfi teploté& 75 °C
po dobu 40 vtefin. Daldich 15 cyklli se provedlo se shora

uvedenym profilem , pricemz se teplota hybridizace udrZovala
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na hodnot& 55 °C. Reakce PCR se <&istily za pouZiti &isticiho
systému DNA Wizard™ PCR Preps (Promega, Madison, WI). Po
dtépeni produktd PCR restrikénim enzymem AvrII se obsahy
reakci &istily na agardzovych gelech s nizkou teplotou téni.
Fragment ziskany z gelu obsahujici sekvenci zralého proteinu
hIFNB s 1 GS linkrem se ligoval do expresivniho vektoru pCMV-
p40 3Stépeneho restrikénimi enzymy (Smal + AvrII). Tento vektor
obsahuje gen koédujici rozpustnou formu lidského
rekombinantniho IFNAR2. Obsahy ligalnich reakcl se pouzily pro
transformaci kompetentnich bunék mikroorganizmu E. coli XL-
Blue za pouZiti standardnich metod (popisuje se v publikaci
Sambrook et al., Molecular Cloning : A Laboratory manual, 2 nd
Ed., Colkd . Spring Harbor Press (Cold Spring Harbor, NY, 1989,
paragraf 6.3 a 6.4 V apendix C a D.)). Spravné uspofadani
konstrukce, kterd se nazyva pCMV-IFNAR2/IFNAf GS se potvrdilo
tépenim restrikénimi endonukleazami a sekvenovénim oblasti
,interfuze® vytvofene PCR. Nasledné konstrukce se vytvoiily za
pouziti oligonukleotidovych kazet, kdy kaZda obsahuje BamHI
presah, vhodny linker (GGGGS)n (SEQ ID NO: 1, kdy n = 1) a
Xhol ptesah.  Kazety 0 GS obsahuji Smal a Xhol ptesah. Po
vytvofeni vektoru pCMV-IFNAR2/IFNAB 1 GS se tento vektor 3tépil
restrikénimi enzymy BamHI a Xhol a vhodné kazety se ligovaly
do uvedeného vektoru. Za ufelem vytvofit konstrukci 0 GS se
vektor &t&pil restrikénimi enzymy Smal a XhoI, aby se mohla
ligovat kazeta.

Celkem se vytvofilo Sest vektord, pCMV-IFNAR2/IFNB n (GS),
kde n reprezentuje 0, 1, 2, 3, 4 nebo 5 jednotek linkeru GGGGS
(SEQ ID NO: 1). Vysledky dtépeni restrikénimi enzymy jsou
uvedény na obrazku &. 11. Sekvenaéni primery se navrhly tak,
5e se sekvenovala celd kazeta pro kazdou kontrukci. Pro kaZdou
potvrzenou konstrukci se ptripravila izolace plazmidové DNA ve
velkém m&fitku za pouZiti béZné dostupného kitu a podle

protokolt doporucenych vyrobcem (Qiagen, Chatsworth, CA).
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Obrazek ¢C. 12 je mapa plazmidu pCMV-IFNAR2/IFNAP

expresivniho plazmidu interfuze. Transkripce fuzniho proteinu

IFNAR2/IFNP se Fidi lidskym casnym promotorem CMV. Za ucelem

3’ zpracovéni transkriptu IFNAR2/IFNB se pouzila sekvence

polyadenyla&niho signalu lidského ristového hormonu.

Seznam vektoru:

Eislo |nézev Exp.vektor Linker GGGGS
(SEQ ID NO: 1)

1 pCMV-IFNAR2-IFNB, OGS PCMV.PA4 N/A

2 pCMV-IFNAR2-IFNB, 1GS PCMV . PA4 Jeden

3 pCMV-IFNAR2-IFNB, 2GS PCMV. PA4 Dva

4 pCMV-IFNAR2-IFNB, 3GS PCMV. PA4 TEL

5 pCMV-IENAR2-IFNB, 4GS PCMV . PAS Ctyzi

6 pCMV-IFNAR2-IFNB, 5GS PCMV . PA4 P&t

Sekvenéni data se ziskala =z oblasti vytvofenych PCR fuze
IFNAR2/IFNB 1GS. Tato data ukazuji, e sekvence byla piedem
predpovézena. Sekvenéni data se ziskala v pripadé& oblasti
peptidového linkeru jinych konstrukci. Sekvence byla také

predem urcena.
Analyza northenovym pIenosem se provedla v pfipadé bunék

transfekovanych kaZdou konstrukci. Ve v&ech drahach obsahujicil
vzorky IFNAR2/IFNB n GS se objevil pruh o pribliZné velikostil
1,4 kb v ptripadé obou sond IFNARZ a v pfipadé sondy IFNp.

V pripad@ sondy IEFNP se pozoroval dalsi pruh o velikosti 0,9
kb. = Pruh uvedené velikosti odpovida transkriptu
s alternativnim sestfihem, ktery obsahuje alespon 6
aminokyselin IFNARZ, (n) GS peptidovy linker a sekvenci
kédujici =zraly protein hIFN. To se potvrdilo sekvenovanim
cDNA, kterid se pfipravila z celkové izolované RNA =z docasné

transfekovanych bunék CHO popsanych v ptikladu 9.
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Priklad 9:
Do&asné transfekce.

Buttky CHO-DUKX Jjsou klonalni mutanti bun&k vajeéniki
ginskych kFfecky, 'které postradaji aktivitu dihydrofylatové
reduktazy (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216-
4220 (1980), Graff et al. Mol. Cell. Biol. 2: 93-96 (1982)).

Tyto builtky se udrzovaly v kultivaénim médiu oMEM
s ribunikleozidy a deoxyribonukleozidy, doplnéném 10 %
fetadlnim bovinnim sérem (FBS) a 1% L-glutaminem (ﬁpiné
médium). Docasnd tranfekce se provedla za pouZiti ¢inidla

Lipofectamin PLUS™ (GibcoBRL Life Technologies, Gaithersburg,
MD) a podle protokolu dodaného vyrobcem. PFibliZné 24 hodin
pted transfekci se bunky nanesly na plotnu o pruoméru 100 mm
pfi hustoté 2 X 10® bun&k na jedné plotné. V pripade transfekce
se pouzily 4 Hg dvoudroubovicové vektorové plazmidové DNA
(pCMV-IENAR2/IFN n GS, kde n = 0, 1, 2, 3, 4 nebo 5). K Ffedéni
DNA a &inidla PLUS se pouZilo médium bez séra, které
doporuduje vyrobce. Po inkubaci pfi teplot& 37 °C po dobu 48

hodin v Uplném médiu se shroma?dily bun&&né supernatanty za

4&elem testu ELISA (IFNAR2, IFNB) a westernovy analyzy.

Extrakce RNA a northernova analyza

7 do&asné transfekovanych bunék CHO-DUKX se extrahovala
celkova bunddna RNA (Chomczynski et al., Anal. Biochem. 162:
156-159 (1987)). 10 g celkové RNA v kazdé draze se rozdélilo
podle velikosti na agardzovych gelech, které obsahovaly jako
denaturadni ¢&inidlo formaldehyd. Vzorky se nanesly ve dvou
sadadch. RNA se pFenesla na nylonovou membranu GeneScreen Plus
(DuPont/NEW Medical Products, Boston, MA) kapilarnim pIfenosem
pomoci 10 x SSC (1,5 M chlorid sodny, 0,15 M citrdt sodny).
Imobilizovanid RNA se hybridizovala s PCR fragmenty hIFNAR2 a

hIFNB znadenymi °°P. Hybridizace prob&hla v modifikovaném

roztoku podle Church et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
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1991-1995 (1984). Pufr obsahoval 0,25 M fosforecnan sodny
s hodnotou pH 7,2, 0,25 M chlorid sodny, 7 % dodecylsulfat
sodny (sDS), 1 mM etylylendiamintetraoctové kyselina a 100
pg/ml  tRNA  z mikroorganizmu E. coli. Sondy znalené 2p  se
vytvorily ' za pouziti bé&zZné dostupnych sad (,High Prime"
Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) a zde popsanych
postupl. Nezac&lenéna radioaktivita  se odstranila
chromatografili na kolonach Sephadex G-50. FPo hybridizaci se

bloty promyly. Nejprisnéjsi pouZzivané podminky jsou 0,2 x 33C,

0,1 % SpDs  pfi
autoradiografii.

teploté
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Exprese interfuznich proteinl

Y supernaténtech

transfekované do bunék CHO se analyzoval

°C.

7z interfiznich

Bloty

se

konstrukci

vystavily

do&asné

a sila exprese IFNARZ

a IFNP za pouziti IFNARZ specifického testu ELISA a IFNB

ELISA (Tora

v tabulce ¢. IV.

y) -

Vysledky

této

analyzy

jsou

uvedeny

Tabulka &. IV: Interfuzni konstrukce docasné transfekované do
bunék CHO

{Identifi |RIFNP* hIFNR2+ |hIFNP# hIFNP## |nIFNAR2# IFN/IENA
kace U/ml ng/ml ng/ml pmol pmol R
vzorku
0GS 29 175 1094 0,146 6,571 31,802 0,207
1Gs 24 906 994 0,125 5,602 28,890 0,194
2GS 13 597 600 0,068 3,063 17,442 0,175
3GS 14 998 718 0,075 3,378 20,857 0,162
4GS 9 998 535 0,050 2,251 15,538 0,145
5GS 9 597 540 0,048 2,161 15,698 0,138
IFNAR2Z Nezjisti 1176 34,200

lo se

Kultiva& |Nezjisti |0
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ni lo se

médium

%+ stanovilo se za pouZiti kitu TORAY

+ stanovilo se za pouzZiti hIFNAR2 ELISA

4 zaloeno na specifické aktivité 2,0 x 105 U/mg (2 x 10° /mg)
#4 zalozeno na molekulové hmotnosti 22 200 (prumérna molekulova
hmotnost hIFNP stanoveno analyzou MALDI-TOF)

¢ zalozZenoc na molekulové hmotnosti 34 400 (pramérna molekulova

hmotnost stanovend analyzou MALDI-TOF) .

se zvydujici se delkou linkery je moZné pozorovat ‘sniZuje
mno¥stvi detekovatelného IFNARZ a IFNB. V této dobé neni moZné

stanovit, zda je to zpusobeno snizujicim se mnozstvim

interfuizniho proteinu exprimovaného jak se prodluzuje délka
linkeru nebo zda se vzrustajici délkou linkeru se IFNB muZe
vézat na vazebné misto IFNARZ a proto neni zcela detekovatelny
testy ELISA. Je znadmo, Zze test IFNB detekuje pouze IFNB, ktery

netvori komplex.

Analyza westernovym prenosem fuzniho proteinu IFNAR2/IFNB

7a G&elem stanovit, Ze se interfuzni proteiny exprimujl ve
vhodné molekulové hmotnosti a Ze se neexprimuje volny IFNP, se
analyzovaly supernatanty 2z transfekovanych bunék westernovym
pfenosem za pouziti protilatek ant-IFNB =za ucelem detekovat
interfuzi. Vysledky uvedene analyzy jsou zobrazeny na obréazku
&. 13.

S 15 pl supernatantd z bun&k CHO se docasné transfekovaly
konstrukci IFNAR2/IFNP (drdha 1 az 6) nebo konstrukci IFNARZ

(dréha 7), kultivadnim médiem (dréha 8) nebo IFNB (drédha 9) se
provedl test SDS-PAGE za nereduk&nich podminek. Pak nisledoval

elektricky pfenos na membranu PVDF. Membrana se testovala
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sondou s kralicimi protilatkami proti-IFNB a vyvijela se

alkalickou fosfatazou spojenou kozimi anti-kralic¢imi

protilatkami za pouziti kitu detekujici luminiscenci Western-

Star.

V supernatantech libovolnych volnych konstrukci se

nedetekoval 2Za&dny volny IFNB. KaZda konstrukce exprimovala

protein, ktery  vhodnou molekulovou hmotnostil odpovidal

interfazni konstrukci. Molekulova hmotnost se zjistila testem

westernova prenosu.

Priklad 10:
Anti-virova aktivita interfuznich molekul
se

U ka’dého supernatantu kultury obsahujici interfuzi

a anti-virova aktivita pomocl testu cytopaticity, pEi

bunky)

testoval

kterém se bunky WISH /lidské amniotické vystavily

plisobeni VSV, co? nasleduje po pfidani bud IFNB (kontrola) nebo

interfuzi. Vysledky jsou uvedeny na obrazku ¢. 14.

Supernatanty bunék CHO, které obsahuji exprimované

rekombinantni proteiny (Jak detekuje test ELISA a westernuv

pfenos) nebpo samotné kultiva&ni médium kultury bunék CHO se
pridalo ve dvou kopiich do horni fady desticek s 96
prohlubnémi s rovnym dnem vhodnych pro kultivaci tkanovych

kultur v objemu 75 ul/prohluben. Do zbyvajicich prohlubnich na

destiéce se ptidalo 50 pl testovaciho média bun&k WISH. Kazdy
vzorek se fedil v tfinasobném postupném Fedéni tak, Ze se
z prohlubni, které obsahuji supernatanty (horni rada),
odstranilo 25 ul a prenesly se do vedleji rady, ktera obsahuje
50 gl m testovaciho média WISH. V prohlubnich, které obsahujil
pozitivni kontroly se supernatant v horni fadé& nahradil
testovacim médiem WISH, které obsahuje 1 000 IU/ml lidského
IFNB, ktery byl sériové tPinasobné Ffedén podél délky desticky.

Do kaZdé prohlubnévse pak pfidalo 50 pl pun&&né suspenze WISH

(0,6 x 10° bun&k /ml v testovacim médiu WISH) tak, Ze konelna
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xoncentrace v horni Fad& obsahujici REBIF® je 500 IU/ml a
po&atedni Fedéni supernatantd bunék CHO je 1:2. PO 24 hodinach
inkubace v atmosféfe 5 % CO2 pEi teplot& 37 °C se do kazdé
prohlubné (mimo té&ch, oznalenych jako neinfikované kontrolni
prohlubn&) pfridalo 50 pul testovaciho média WISH, které obsahuje
virus vesikularni stomatitidy (1:10). Po 48 hodinach kultivace
se stanovila konverzi MTT Zivotaschopnost bunék WISH.
Anti-virova aktivita zprostfedkovana interfuznimi
molekulami se stanovila normalizaci fediciho faktoru
supernatanti nezbytnych pro dosa?eni EC50 ku ECS50 stanovené
pro &istény standard lidského IFNB. Jak roste dilka linkeru

roste také anti-virova aktivita interfuznich konstrukci.

Priklad 11:

Tento ptiklad je farmakokineticka studie lidského komplexu
IFNB/sIFNAR2 u mySi po intravenézni aplikaci. Porovnavaji se
ptedem vytvorene komponenty komplexu a odd&lend injektovane
komponenty komplexd. 36 my3i kmene D2F1 (6 aZ 8 tydna starych)
(hmotnost kaZdého je 20 g) se odd&lily do &tyf skupin:

Skupina 1 obsahuje devét my3i, kterym se injekci
aplikovala intravenézné jedna davka roztoku o objemu 200 pl,
pfidemZ roztok obsahuje 50 000 IU/ml lidského TIFNP (konecna
davka je 10 000 IU/ my$).

Skupiné& 2 (devet my3i) se aplikovalo 200 pl roztoku, ktery
obsahuje 50 000 IU/ml lidského IFNP a 125 mg/ml sSIFNARZ (pomé&r
2,5 ng/I0).

Skupiné 3 (devét my3i) se aplikovalo (1) 200 pl roztoku
obsahujiciho 125 mg/ml pak (2) 200 ml roztoku obsahujiciho 50
000 IU/ml lidského IFNB )pomé&r 2,5 ng/IU).

Skupiné 4 (devé&t my3i) se aplikovalo (1) 200 pl roztoku
obsahujiciho 625 mg/ml a pak (2) 200 ml roztoku obsahujiciho

50 000 IU/ml lidského IFNB (pomér 10 ng/I0) .
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Ve specifikovaném Case se shromézdily krevni vzorky (objem
jednoho vzorku je p¥iblizné& 200 ul) tak, Ye se poru3il retro-
orbitalni vendézni tkanivo kapilarou. U t¥i my3i z kaZdé
skupiny se odebiraly vzorky krve 0,05, 2 a 12 hodin po
aplikaci. U tfi my$i z kazdé skupiny se vzorky krve odebiraly
0,54 a 24 hodin po aplikaci a u tZi myéi v ka?dé skupiné se
vzorky krve odebiraly 1, 8 a 48 hodin po aplikaci. Vzorky krve
se nechaly srafet po dobu jedné hodiny p¥i teplot& mistnosti a
provedla se mikrocentrifugace. Sérz se uskladnila ptri teplote
_70 °C a? do doby, kdy se sebraly vsechny vzorky. V sérech se
testovala pritomnost lidského IFNB testem ELISA specifickym pro

IFNB za pouZziti kitu Toray pro test ELISA lidského IFNB (TBF,
Inc.) a bioaktivita za pouZiti antivirového testu WISH.

Vysledky testu ELISA specifickiho pro IFNB jsou zobrazeny
na obrazku &. 15A a vysledky an-ivirového testu WISH jsou
zobrazeny na obréazku ¢. 15B.

Je moZné vidét, Ze poloCas rozpadu IFNP injektovaného Jjako
komplex IEFNAR2 je podobny jako polctas rozpadu injektovany IFNP
nasledujici separovanou injekeci IFNAR. Tyto vysledky Jjsou
konzistentni s in vivo tvorkou komplexu IFNB/IFNAR2

s prodlouZenym polocCasem rozpadu.

Pfiklad 12:

Mysi C57BL/6 se o%et¥ily komplexem ,univerzalni® IFN
(lidsky IFNoA/D) a sIFNARZ. M&¥il se ochranny uc¢inek, co se
tyka cytotoxicity, a porovnaval se s aplikaci raznych davek
samotného univerzalniho IFN nebo s kontrolou. Prvni skupiné se
aplikovalo 5 X 10° TU univerzalnizo IFN v komplexu s 5 ng/IU
SIFNAR. Druhé skupind se aplikovalo 5 x 10%® IU univerzalniho
IFN. Tfeti skupin& se aplikovalo 5 x 10¢ IU univerzalniho IFN a
dtvrté skupin& se aplikovalo PBRS/2 % NMS. V pripadé kazde
- téchto my8i se NK aktivita mé&fila Jjako cytotoxicita

slezinnych bunék proti NK cilovym bufikdm YAC-1. vysledky jsou
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uvedeny na obrazku <. 16. NK aktivita je podstatné vys8s8i u
my$i o8etrenych komplexem univerzalni IFN/sIFNAR2 ve srovnani

s my3ima o3etfenyma pouze univerzalnim IFN.

Priklad 13:

Jak se wuvadi shora v textu, farmakokineticka studie
ukézala dramatickeé prodlouZeni polocCasu rozpadu IFN typu I
v séru, kdyZz se aplikoval jako komplex s sIFNR2, <cozZ Je
rozpustnd forma podjednotek receptoru IFN. Vysledky in vitro
naznaduji, Ze fyzikalni spojeni s IFNAR? vede ke stabilizaci
v normalnim pripadé labilniho IFN. Za udelem stanovenl zda
zesileny profil PK a stabilizadni G&inek IFNAR2Z zpusobuje
sesileni a prodlouzZeni 4&innosti zprosttedkované IFN in vivo,
se vyvinul model, Ve kterém se my3im s tézZkym kombinovanym
deficitem imunity (scid/scid) aplikuje letédlni davka bunécné
linie lymfomu Daudiho lidskych B pundk citlivé na IEN
(popisuje se V publikaci Ghetie et al., Cancer Research 51:
5876 (1991), Ghetie et al., Blood 80: 2315 (1990)). U téchto
my3i doslo k paralyze mezi 14 a? 20 dnem po injekci nadorovych
punék ve spojeni s histologickym dikazem rozptyleného lymfomu.
Je nutné poznamenat, Ze pfeziti  téchto my3i Jje moZné
prodlouzit v z4dvislosti na davce denni podkozni aplikaci
lidského IFNP. Tento model se pouzivd pro hodnoceni IFNAR2 jako
tinidla, které zesiluje biologickou aktivitu spojenou s IFN
typ 1 in vivo.

7a Uéelem- stanovit vztah mezi prum&rnym Casem paralyzy a
davkou IFNP v Daudiho modelu scid, péti skupinam my$i 5
BALB/cByJSmn-scid/scid, 4 az 5 tydnd starych, pohlavi Zenského
se aplikovalo podkoZné 200 pl lidského IFNB na Jjednu my$ a den
kazdy den, ode dne 0 do dne 30. Standardni davka Daudiho bunék
ziskand ze zmrazené z4sobni suspenze je 5 X 10% pbuné&k na jednu
my3 v PBS. Aplikuje se podkozni injekci do zatylku v den O.

Skupindm my31 se aplikovalo ndsledujici mnoZstvi IEFN.
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Skupina 1: 135 x 10% IU/my8 (675 x 104 TU/ml)
Skupina 2: 45 x 10' IU/my8 (225 x 10* IU/ml)
Skupina 3: 15 x 10% IU/my3 (75 x 10* 1U/ml)
Skupina 4: 5 x 10* IU/myS (25 x 10* IU/ml)
Skupina 5: PBS s 2% NMS.

Cas paralyzy Jjako jednotlivé a primérné hodnoty Jjsou

zobrazeny v tabulce ¢. V.

Tabulka ¢. V
Dny paralyzy Promé&r (+SD)
Skupina 1 26, 31, 35, 37, 40 33,8 (5,4)
Skupina 2 |20, 23, 23, 23, 26. 23,0 (2,1)
Skupina 3 20, 20, 22, 22, 23 21,4 (1,3)
Skupina 4 17, 18, 18, 18, 18 17,8 (0,5)
Skupina 5 14, 14, 15, 15, 15 14,6 (0,6)
Je mozné vidét, Ze pramé&rny Cas paralyzy

v xenoimplantatovém modelu Daudi/scid je moZné prodlouZit
denni aplikaci lidského IFNB podkoZni injekci. Tento zpusob Jje

zavisly na davce.

pPriklad 14:

7a udelem stanovit, zda protinadorovy a&inek IFNP se maZe
zesilit vytvorenim komplexu s IFNAR2 v poméru 2,5 ng/IU se
sedm skupin po péti mysich ofet¥ilo podle stejneho protokolu
uvedeného v prikladu 13 s tou vyjimkou, Ze testované materialy

se aplikovaly kazde skupin& jsou néasledujici:

Pouze IFNB/my3 IFNP plus sIFNAR2/myS3

Skupina 1 2x 10° IU Skupina 4 2x 10° IU plus 0,5 Hg

Skupina 2 2x 10° IU Skupina 5 2x 10° IU plus 5,0 ug

Skupina 3 2x 10° IU Skupina 6 2x 10° IU plus 50,0
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Skupin& 7 se aplikovaly Daudiho

butiky, oSetfeni je pouze fedéné

Sas paralyzy se uvadi jako jednotlivé a prim&rné hodnoty

v nasledujici tabulce:

Tabulka &. VI:

Dny paralyzy Pramé&r (SD)
Skupina 1 16, 16, 17, 18, 19 17,2 (1,3)
Skupina 2 17, 18, 18, 19, 19 ’ 18,2 (0,8)
Skupina 3 17, 17, 17, 18, 18 17,6 (0,9)
Skupina 4 17, 17, 18, 18, 19 17,8 (0,8)
Skupina 5 17, 18, 19, 20, 20 18,8 (1,3)
Skupina 6 21, 22, 22, 23, 26 22,8 (1,9)%
Skupina 7 16, 16, 17, 17, 17 16,6 (0,6)

%+ Podstatné& odlisny (hodnota p Je mensi nebo rovno 0,05) ve

srovnani se stejnou koncentraci IFNB, ktery neni ve formé
komplexu, parove porovnani skupin se provedlo zpusobem ANOVA.

Je moZné vidét, Ze anti-nadorova aktivita nizké davky IFNP
> x 10* 1IU/my3/den a Daudi/scid xenoimplantatovy model
podstatné zesilil vznikem komplexu s IFNARZ2.

V daldim experimentu (neni wuveden) se studoval ucinek
frekvence injekci na prumérnou dobu paralyzy. Stanovilo se, zZe
v Daudi/scid

podstatné zvydena protinaddorova aktivita

xenoimplantatovém modelu se miize ziskat oSetfenim komplexem
IFNB/IFNAR G2, kdyZ se zavadi injekci pouze jednou za tyden. To

se porovnava s ucinkem volného IFNP , ktery se aplikuje jednou

za den. Dale v dal3im experimentu (neni ukazan) se testoval
optimadlni pomé&r IFNAR ku IFNB. Zjistilo se, Ze optimalni pomér

IFNAR2 ku IFNB p¥i zesileni anti-nadorové aktivity pfi Jjedné
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koncentraci IFNP (2x10%/IU/my3/den) bylo 2,5 ng IFNAR2 na pg
IFNB.

Ve druhém experimentu se zjistilo, Ze optimadlni pomér
IFNAR2 ku IFNP pfi zesileni =nti-nadorové aktivity pEi
koncentraci IFNB 5 x 10 IU/my3/den byl 0,3 ng IFNAR2 na pg
IFNB. Tyto dva experimenty indikuji, Ze optimalni pomér zavisi
na koncentraci IFNP a zda se, e &im vy33i koncentrace IFNB,
tim je nutny niZsi pomeér.

V jiném experimentu za pouziti stejného modelu se

stanovilo, e aplikace samotneho IFNAR2 nezvyduje pocet

ptezitych mySi.

Priklad 15:

Tento priklad Je farmakokiretickad studie, ktera se
provedla za G&elem stanoveni polocCasu rozpadu interfizni
molekuly 5GS v séru my$i po Jjedné davce pomoci intravendzni
injekce. 21 mysi, samic, kmen B6D2Fl (6 aZ 8 tydnd) (kaZda ma
hmotnost 20 g) se rozdélily do tFi skupin nasledujicim
zplUsobem:

Skupina 1: obsahuje devét my3i, kterym se intravendzni
injekci zavedlo Vv jedné davce 200 pl roztoku obsahujici 100 000
TU/ml interfuze 5GS (kone&na davka je 20 000 IU/my$ nebo 5 %
10° 1U/kg) .

Skupina 2: deviti my$im se aplikovalo 200 wpl roztoku

obsahujici 100 000 IU/ml lidského IENB.

Skupina 3: obsahuje t¥i mydi, kterym se neaplikovala Zz&4dné
injekce a které slou?i jako negativni kontrola.

Za predpokladu, Ze objem kxrve Je pfiblizZiné 2 ml/my3
teoretickd hodnota Cmax ~a Tmax je 10 000 IU/ml v pfipadé
skupiny 1 a 2. Krev tfech my3i =z kaidé skupiny 1 a 2 se
testovala 0,05, 2 a 12 hodin po aplikaci. Krev t¥fech my$i
- kazdé skupiny 1 a 2 se testovala 0,5, 4 a 24 hodin po

aplikaci a krev tfech my3i z ka?dé skupiny 1 a 2 se testovala
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1, 8 a 48 hodin po aplikaci. V séru se testovala pritomnost

bioaktivniho lidského IFNP za pouziti testu WISH.

Vysledky jsou uvedeny na obrazku &. 17. Zatimco IENB jJe
odstranéna prakticky bezprosttedng, interfizni molekula
pretrvavad v seru dlouho po injekci. To naznaduje, Ze fuzni

protein ma pozadovany stabilizadni G&inek.
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1. Molekula obsahujici komplex interferonu'typu I (IFN) a

podjednotky receptoru lidského interferonu o/p (IFNAR), ktery

je schopen se véazat na IEN typ I komplexu, ve kterém se

uvedeny IFN typ I vadZe na uvedeny IFNAR kovalentni vazbou nebo

peptidovou vazbou,

kde IFN typ I m& sekvenci v podstaté& obsahujici sekvenci

a) ptrirozeného IFN typ I,

b)
biologickou aktivitu IFN typu I,

fragmentu latky popsané v odstavci a), ktery vykazuje

c) varianty latky popsané v odstavci a) nebo b), ktera

g sekvendni identitu s latkou popsanou

alesponn 70
nebo D)

vykazuje
v odstavci a) a kterada vykazuje Dbiologickou aktivitu
IFN typu I,

d)

kéduje sekvence DNA, jenz hybridizuje s komplementem ptirozené

varianty latky popsané v odstavci a) nebo b), kterou

sekvence DNA kdédujici latky popsanou v odstavci a) nebo b) za

sttedné prisnych podminek a kterd vykazuje biologickou

aktivitu IFN typu I nebo

sole nebo funkéniho derivatu latky popsané v odstavci

e)
a), b), c) nebo dj, kterd vykazuje biologickou aktivitu IFN
typu I a

kde uvedeny IFNAR vykazuje sekvenci v podstaté obsahujicl
sekvenci

f) polypeptidového Fetézce pfirozeného lidského IFNAR,

g) fragmentu latky popsané v odstavci f), ktery vykazuje

biologickou aktivitu IFNAR,

h) které

varianty latky popsané v odstaveci f) nebo g),

Q

o

vykazuje alesponn 70 % sekvenéni identity

nebo b) a kterd vykazuje biologickou aktivitu

v odstavci a)

TFNAR,

s latkou popsanou

seowe
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i) varianty latky popsané v odstavci f) nebo g), kterou
kéduje DNA sekvence, jenZz hybridizuje s komplementem ptirozené
DNA sekvence koédujici 1latku popsanou v odstavei f) nebo g) za
st¥edné prisnych podminek a. ktera vykazuje biologickou
aktivitu IFNAR nebo

j) sole nebo funk&niho derivatu latky popsané v odstavci

f), g), h) nebo 1), ktera vykazuje biologickou aktivitu IFNAR.

2. Molekula podle naroku 1, kde uvedeny IEN typ I se vaie

na uvedeny IFNAR kovalentni wvazbou.

3. Molekula podle naroku 1, kde uVedeny IFN typu I se vaize

na uvedeny IFNAR peptidovou vazbou.

4. Molekula podle naroku 3, kde uvedeny IFN typ I Je

spojen s‘uvedenym IFNAR pomoci peptidového linkeru.

5. Molekula podle naroku 4, kde uvedeny peptidovy linker
je (GGGGS)n, kde n = 1 aZ 5.

6. Molekula podle naroku 1, kde IFN typ I je IFNa, IFNP

nebo IFN®.
7. Molekula podle ndroku 6, kde uvedeny IFN typ I je IFNB.

8. Molekula podle naroku 1, kde uvedeny IFNAR je beta

podjednotka receptoru lidského interferonu a/p (IFNARZ).

9. DNA kédujici fuzni protein, kteer‘je molekula podle

naroku 3.

10. Hostitelska bunka, vyznadcujicil se

t im, % e se transformovala vektorem nesoucim DNA podle
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ndroku 9 takovym zplsobem, ktery umoZiuje expresi uvedeného

fuzniho proteinu.

11. Zplsob pripravy fdzniho proteinu,
vyznacujici se t im, 2% e zahrnuje kultivaci
hostitelské buiky podle néroku 10 a ziskéni exprimovaného

fuzniho proteinu.

12. Zptsob zlepSeni doby skladovani interferonu typu I,
vyznacujici se tim 2Ze se zahrnuje skladovéani
uvedeného interferonu ve formé& komplexu podle naroku 1 nebo
komplexu, kde uvedeny IFN se vaZe na uvédeny IFNAR

nekovalentni vazbou.

13. Farmaceutickd kompozice obsahujici farmaceuticky

prijatelny nosi¢ a komplex interferonu - typu I . (IFN) a
podjednotku receptoru lidského interferonu a/f (IFNAR), ktery
je schopen se vazat na IFN typ I komplexu, kde

uvedeny IFN typu I m& sekvenci v podstaté obsahujici
.sekvenci

a) prirozeného IFN typu I

b) fragmentu latky popsané v odstavci a), ktery vykazuje
biologickou aktivitu IEN typu I, ’

c) varianty latky popsané v odstavci a) nebo b), které
vykazuje alesponnl 70 % sekvencni identitu s latkou popsanou
v odstavci a) nebo b) a kterd vykazuje biologickou aktivitu
IFN typu I,

d) varianty latky popsané v odstavci a) nebo b), kterou
kéduje sekvence DNA, jenZ hybridizuje s komplementem pfirozené
sekvence DNA kdédujici létkd popsanou v odstavci a) nebo b) za
stfedné prisnych podminek a kterad wvykazuje biologickou

aktivitu IFN typu I nebo

s e

e

e
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e) sole nebo funk&niho derivatu latky popsané v odstavci
a), b), c) nebo d), kterd vykazuje biologickou aktivitu IFN
typu I a

kde uvedeny IFNAR vykazuje sekvenci v podstaté obsahujici
sekvenci

f) polypeptidového'fetézce pfirozeného lidského IFNAR,

g) fragmentu latky popsané v odstaveci f), ktery vykazuje
biologickou aktivitu IFNAR,

h) Varianty»létky popsané v odstavci £) nebo g), které
vykazuje alespoii 70 % sekvencni identity s ldtkou popsanou

v odstavci f) nebo g) a kterd vykazuje biologickou aktivitu
IFNAR,
i)~ wvarianty léatky popsané v odstavei f) nebo g), kterou

kéduje DNA sekvence, jenZ hybridizuje s komplementem prirozené

DNA sekvence kédujici latku popsanou v odstavci f) nebo g) za

stfedn& prisnych podminek a ktera vykazuje biologickou

aktivitu IFNAR nebo

3 sole nebo funk&niho derivatu latky popsané v odstavci

f), g), h) nebo i), kterd vykazuje biologickou aktivitu IFNAR.

14) PouZiti receptoru lidského interferonu o/B (IEFNAR) pri

vyrobé medikamentu pro zesileni biologickych G¢inkl

(IFN), sekvenci

interferonu typu I kde uvedeny IFNAR ma

v podstaté& obsahujici sekvenci
a) ptirozeného IFN typu I,
b)
biologickou aktivitu IEN typu I,

fragmentu latky popsané v odstavci a), ktery vykazuje

c) varianty latky popsané v odstavci a) nebo b), které

%

vykazuje alespoit 70 % sekvenini identitu s latkou popsanou

v odstavci a) nebo b) a kterd vykazuje biologickou aktivitu
IFNAR,
d) varianty latky popsané v odstavci a) nebo b), kterou

kéduje sekvence DNA, jenZ hybridizuje s komplementem pfirozeneée

nebo b) za

sekvence DNA kdédujici latku popsanou v odstavci a)
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sttednd prisnych podminek a kterd vykazuje biologickou
aktivitu IFNAR nebo
e) sole nebo funk&niho derivatu latky popsané v odstavci

a), b), c) nebo d), kterd vykazuje biologickou aktivitu IFNAR.

15. Pouziti komplexu interferonu typu I (IFN) a

podjednotky receptoru lidského interefronu o/B (IFNAR), ktery
je schopen se véazat na IFN typ 1 komplexu, p¥i vyrobé
medikamentu pro prodlouZeni uéinku IFN typ I in vivo,
kde uvedeny IFN typ I mé& sekvenci v podstaté& obsahujici

sekvenci »

a) prirozeného IFN typu I

b) fragmentu l&tky popsané v odstavci a), ktery vykazuje
biologickou aktivitu IEN typu I,

“¢) varianty 1latky popsané v odstavci @ a) nebo” b); které
vykazuje alespoit 70 % sekvenéni identitu s latkou popsanou
v odstavci a) nebo b) a kterd vykazuje biologickou aktivitu
IFN typu I,

d) varianty latky popsané v odstavci a) nebo b), kterou

kéduje sekvence DNA, jenZz hybridizuje s komplementeﬁ pfirozené

sekvence DNA kédujici latku popsanou v odstavci a) nebo b) za

st¥edn& prisnych podminek a ktera vykazuje Dbiologickou

aktivitu IFN typu I nebo

e) sole nebo funk&niho derivatu latky popsané v odstavci
a), b), c) nebo d), ktera vykazuje biologickou aktivitu IFN
typu I a ) ‘

kde uvedeny IFNAR vykazuje sekvenci v podstaté obsahujici
sekvenci
f) polypeptidového feté&zce pfirozeného lidského IFNAR,
g) frégmentu latky popsané v odstavci f), ktery vykazﬁje
biologickou aktivitu IFNAR,
h) varianty latky popsané v odstavci f) nebo g), ktera

vykazuje alespot 70 % sekvenéni identity s latkou popsanou
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v odstavei f) nebo g) a kterd vykazuje biologickou aktivitu
IFNAR,

i) varianty latky popsané v odstavci f) nebo g), kterou
koduje DNA sekvence, jeni hybridizuje s komplementem prirozené
DNA sekvence koédujici latku popsanou v odstavei f) nebo g) za
stfedn& pfisnych podminek a ktera vykazuje Dbiologickou
aktivitu IFNAR nebo

3) sole nebo funk&niho derivatu latky popsané v odstavci

f), g), h) nebo i), kterd vykazuje biologickou aktivitu IFNAR.

16. Molekula podle naroku 1, kterd se pouZiva Jako

medikament.

17. PouZiti podle naroku 15, kde uvedeny komplex obsahuje

nekovalentni komplex uvedeného IFN typu I a uvedeny IFNAR.

18. PouZiti podle néaroku 16, kde uvedeny IFN typu I a
uvedeny‘ IFNAR se aplikovaly oddélené a uvedeny komplex se

vytvo¥il in vivo.

19. Pouziti podle naroku 15, kde uvedeny komplex obsahuje
komplex, ve kterém uvedeny IFN typu I se vdZe na uvedeny IFNAR

kovalentni vazbou.

20. Pou?iti podle né&roku 15, kde uvedeny komplex obsahuje
fuzni protein, ve kterém uvedeny IFN typu I se vidZe na uvedeny

IFNAR peptidovou vazbou.

21. Pou?iti podle naroku 20, kde uvedeny IEN typ 1 je

spbjen s uvedenym IFNAR pomoci peptidového linkeru.

22. Pouziti podle naroku 15, kde uvedeny IFN typ I je IFN

o, IFNP nebo IFN®.
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23 Pou?iti podle néaroku 22, kde uvedeny IFN typu I je

IFNB.

24. Pouziti podle néroku 15, kde uvedeny IFNAR je beta

podjednotka receptoru lidského interferonu a/f (IFNARZ).
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-29 Signalni peptid

MLLSQNAFIV
FKISLRNFRS
22
ILSWELKNHS
SFCDLTDEWR
72
STHEAYVTVL
IVGFTNHINV
122
MVKFPSIVEE
GNFTYIIDKL
172
IPNTNYCVSV

RSLNLVLMVY

IVPTHYTLLY

EGFSGNTTLF

ELQFDLSLVI

YLEHSDEQAV

GGGSGGGGSM

221 hIFNQ
SYNLLGFLOR
EEIKQLQQFQ
272
KEDAALTIYE
YHQINHLKTV
322
LEEKLEKEDF
AWTIVRVEIL
372
RNFYFINRLT

Aminokyseliny:

SSNFQIQKLIL

MLQNIFAIFR

TRGKLMSSLH

386
GYLRN

/s~

Ao — 4107

1 hIFNAR2

ISLVFGISYD
TIMSKP;DLK
SCSHNFWLAI
EEQSEGIVKK
IKSPLKCTLL
WQLNGRLEYC
QDSSSTGWNE

LKRYYGRILH

-29- -1,signdlni sekvence
+1-210,11dsky 1IFNAR2
211-220, 2N Gly4Ser linker
221-386,1idsky 1FNB

SPDYTDESCT
VVKNCANTTR
DMSFEPPEFE
HXPEIKGNMS

2107211 GS linker
DPGQESEFSG
LKDLMNFDIP

TIVENLLANV

YLKAKEYSHC
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