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Néazev vynalezu:

Amino-terminalné zkraceny MCP-2, molekula
DNA, expresni vektor, hostitelsk4 buiika a
farmaceuticky prostiedek

Anotace:

Reseni se tyka amino-terminalné zkraceného MCP-2
(chemotakticky protein-2 monocytit), kterému chybi NH,-
terminalni aminokyseliny odpovidajici aminokyselinovym
zbytkiim 1-5 pfirozeného MCP-2, ktery ma antagonistickou
aktivitu k chemokinu. Re$eni se dale tyka cDNA, kédujici
tento zkraceny chemokin, vektoru, obsahujiciho tuto DNA,

hostitelské buiiky s obsahem tohoto vektoru a farmaceutického
prostfedku s obsahem uvedeného proteinu.
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Amino—terminilné zkriceny MCP-2, molekula DNA, expresni vektor, hostitelska buiika
a farmaceuticky prostredek

5 Oblast techniky

Vynalez se tyka amino—termindlné zkraceného MCP-2 (chemotakticky protein—2 monocyti),
kterému chybi NH,—terminalni aminokyseliny odpovidajici aminokyselinovym zbytkim 1-5
pfirozeného MCP-2, ktery ma antagonistickou aktivitu k chemokinu. Vynalez se dale tyka

10  c¢DNA, kodujici tento zkraceny chemokin, vektoru, obsahujiciho tuto DNA, hostitelské buriky
s obsahem tohoto vektoru a farmaceutického prostfedku s obsahem uvedeného proteinu.

Dosavadni stav techniky

Chemokiny tvofi rodinu malych prozanétlivych cytokinti s chemotaktickymi a aktivacnimi vlast-
nostmi pro leukocyty. Podle pozice prvnich cysteini mize byt rodina chemokinti délena na C-C,
C—X—C a C—X;—C chemokiny (Baggiolini M. et al., 1994; Baggiolini M. et al., 1997; a Taub, D.

et al., 1996).

20
Mnoho C-X-C chemokini, jako je interleukin 8 (IL-8), jsou chemotaktické faktory pro neutro-
fily, zatimco C—C chemokiny, jako je monocytovy chemotakticky protein 3 (MCP-3), jsou aktiv-
ni na rizné leukocyty, véetné monocytt, lymfocytil, eosinofili, bazofili, NK bunék a dendritic-
kych bun¢k.

25

NHy—koncova doména chemokintli se GCastni vazby na receptor a zpracovani NR; konce miize
bud’ aktivovat chemokiny, nebo miiZe zcela inaktivovat chemokiny.

Z C-X—C chemokinu desti¢kového bazického proteinu se stava neutrofilovy chemotakticky pep-
30 tid (NAP-2) pouze po odstranéni 24 NH,—koncovych zbytkii (Walz A. et al., 1989 a Van Damme
J. etal., 1990).

Delece az 8 NH,—koncovych zbytki z IL-8 vede k vy$si chemotaktické aktivité, ale dalsi Ste€peni
Glu-Leu—Arg motivu, ktery je umistén pfed prvnim Cys ve vSech chemotaktickych C-X-C
35 chemokinech, zplisobuje kompletni inaktivaci (Clark—Lewis L. et al., 1991).

Podobné, NHy—koncova proteolyza (az 8 aminokyselin) jiného C—X—C chemokinu, granulocyto-
vého chemotaktického proteinu 2 (GCP-2), nema Zadny vliv na chemotaktickou aktivitu neutro-
fili (Proost, P. et al., 1993a).

40
Syntetické C—C chemokiny MCP-1, MCP-3 a RANTES bez 8-9 NH,—koncovych aminokyselin
jsou inaktivni pro monocyty a jsou pouzitelné jako antagonisté receptori (Gong J. et al., 1996; a
Gong J. et al., 1995).

45 Prodlouzeni RANTES o jeden methionin vede ke kompletni inaktivaci molekuly a Met—
RANTES se chova jako antagonista vzhledem ke skuteénému RANTES (Proudfoot A. E. et al.,
1996).

Klon lidského MCP-2 (monocytarniho chemoatraktantniho proteinu-2) byl izolovan diferencial-
50  nim skriningem knihovny s cDNA sondami ziskanymi od stimulovanych versus klidovych lym-
focytii periferni krve (PBL) (byl nejprve oznaéen ,,HC14%, Chang H. C. et al., 1989). Proteinova
sekvence ziskana z cDNA byla identicka se sekvenci piecisténého pfirozeného MCP-2; nicméng,
byla také izolovana domnéla alelicka varianta, ve které Gln 46 nahrazuje Lys 46 (Van Coillie et
al., 1997).
55
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MCP-2 byl také syntetizovan technikou syntézy na pevné fazi (Proost P. et al., 1995).

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvofi amino-terminalné zkraceny MCP-2 (chemotakticky protein—2 monocy-
ti), kterému chybi NH,—termindlni aminokyseliny odpovidajici aminokyselinovym zbytkim 1-5
ptirozeného MCP-2, ktery ma antagonistickou aktivitu k chemokinu.

10 Piesngji je predmétem predkladaného vynalezu MCP-2(6-76), coz je MCP-2, kterému chybi 1—
5 NH,—terminalni aminokyseliny, jak je uveden na obr.1 a vSEQIDNO:3 nebo
v SEQ ID NO: 4.

Takovy amino-termindlné¢ zkraceny MCP-2 podle piedkladaného vynalezu mize byt
15 v glykosylované nebo v neglykosylované forme.

Termin ,,antagonista chemokinu®“ znamena ,pusobici antagonisticky vzhledem Kk pfirozenému
99! 2
kompletnimu chemokinu®.

20 Jinym prfedmétem piedkladaného vynalezu je molekula DNA obsahujici DNA sekvenci kédujici
amino—koncové zkraceny MCP-2 podle predkladaného vynalezu, vCetné v podstaté stejnych
nukleotidovych sekvenci.

Termin ,,v podstaté stejna nukleotidova sekvence zahrnuje vsechny dalsi nukleotidové sekvence,
25 které — z diivodii degenerace genetického kodu — také kdduji danou aminokyselinovou sekvenci.

Vynilez také obsahuje expresni vektory obsahujici vys$e uvedené DNA, hostitelské buiiky trans-

formované takovymi vektory a zplisob pfipravy takovych amino-terminalné zkracenych MCP-2

podle pfedkladaného vynalezu pomoci kultivace uvedenych transformovanych bunék ve vhod-
30 ném kultivaénim médiu.

DNA sekvence kédujici proteiny podle predkladaného vynalezu miZe byt insertovana a ligovana
do vhodného plazmidu. Po ptipravé je expresni vektor vloZen do vhodné hostitelské buiiky, ktera
potom exprimuje vektor za zisku pozadovaného proteinu.

35
Exprese jakéhokoliv rekombinantniho proteinu podle predkladaného vynalezu, jak je zde popsa-
na, mize byt provedena v eukaryotickych buiikich (napfiklad v kvasinkach, hmyzich nebo
v sav¢ich butikach), nebo v prokaryotickych bunkach, za pouziti vhodnych expresnich vektord.
Miize byt pouzita jakakoliv v oboru znama technika.

40

Napftiklad, DNA molekuly kédujici proteiny ziskané jakymkoliv vySe uvedenym zpuisobem jsou
insertovany do vhodné konstruovanych expresnich vektor technikami zndmymi v oboru (viz
Sambrook et al., 1989). Dvoufetézcovd cDNA je navazina na plazmidové vektory homopoly-
mernim napojenim nebo restrikéni vazbou vyzadujici pouziti syntetickych DNA linkert nebo

45 technik ligace lepivych koncii: DNA ligdzy jsou pouZity pro ligaci DNA molekul a neZadouci
vazbé je zabranéno reakci s alkalickou fosfatizou.

Pro umoznéni exprese pozadovaného proteinu by mél expresni vektor také obsahovat specifické
nukleotidové sekvence obsahujici transkripéni a translaéni reguladni sekvence navazané na DNA
50 kodujici pozadovany protein takovym zplisobem, aby umoZiiovaly expresi genu a produkci pro-
teinu. Za prvé, pred genem, ktery ma byt transkribovan, musi byt umistén promotor rozpoznava-
ny RNA polymerazou, na ktery se tato polymeraza navaZe a tak iniciuje proces transkripce. Pou-
ziva se mnoho takovych promotori, které pracuji s riznou G¢innosti (silné a slabé promotory).
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Pro eukaryotické hostitele mohou byt pouZity rizné transkripéni a translaéni regulaéni sekvence,
které jsou vybrané podle vlastnosti hostitele. Mohou byt ziskany z virovych zdrojd, jako jsou
adenoviry, hovézi papiloma—viry, Simian virus a podobné, kde tyto regulaéni signaly jsou asoci-
ovany surCitym genem, ktery ma vysokou uroveri exprese. Pfiklady jsou TK promotor Her-

--------

signaly mohou byt vybrany tak, Ze umoznuji represi a aktivaci a tim modulovani exprese geni.

DNA molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci pro protein podle predkladaného vynalezu je
insertovana do vektoru obsahujiciho operativné navazané transkripéni a translaéni regulaéni sig-
10 naly, ktery miZe integrovat vybranou genovou sekvenci do hostitelské buriky.

Buriky, které byly stabiln¢ transformované vlozenou DNA, mohou byt selektovany tak, zZe je do
nich zaroven vloZen jeden nebo vice markerti umoziujicich selekci hostitelské buiiky obsahujici
expresni vektor. Marker miize také udélovat fototrofii auxotrofnimu hostiteli, miize zpisobovat

15 bioresistenci na biocidy, naptiklad na antibiotika nebo té€zké kovy jako je médi, a podobn&. Vyb-
rany markerovy gen miiZe byt navazan pfimo na exprimovanou DNA sekvenci, nebo miize byt
vloZen do stejné buiiky soucasnou transfekci. Pro optimalni syntézu proteint podle pfedkladané-
ho vynélezu mohou byt také nutné dalsi elementy.

20  Mezi vyznamné faktory pfi vybéru uréitého plazmidu nebo virového vektoru patii: schopnost
rozpoznani a selekce hostitelskych bun¢k obsahujicich vektor od hostitelskych bunék neobsahuji-
cich vektor; pocet kopii vektoru, které jsou nutné v uréitém hostiteli; a to, zda je poZzadovéno, aby
se jednalo o kyvadlovy vektor pro hostitelské buriky riznych druhi.

25 Po pripravé vektoru nebo DNA sekvence obsahujici konstrukt pro expresi, mize byt DNA
konstrukt vloZzen do vhodné hostitelské butiky jakoukoliv vhodnou technikou: transformaci,
transfekci, konjugaci, protoplastovou fisi, elektroporaci, sraZzenim fosfore¢nanem vapenatym,
ptimou mikroinjekci, atd.

30 Hostitelské butiky mohou byt prokaryotické nebo eukaryotické. Vyhodné jsou eukaryotické buii-
ky, napfiklad sav¢i buiiky, jako jsou lidské, mysi buiiky a ovaridlni bufiky ¢inského krecka
(CHO), protoze umoZziiuji post—translaéni modifikace proteinovych molekul, v&etné spravného
skladani a nebo glykosylace ve spravnych pozicich. Také kvasinky mohou provadét post-trans-
la¢ni modifikace peptidu vCetné glykosylace. Existuje mnoho rekombinantnich DNA strategii,

35 které vyuZivaji sekvence silnych promotori a vysokého poétu kopii plazmidu, které mohou byt
pouzity pro produkci pozadovanych proteinii ve kvasinkach. Kvasinka rozpoznava vedouci
sekvenci na klonovaném savéim genovém produktu a secernuje peptidy obsahujici vedouci
sekvenci (tj. prepeptidy).

40 Po vlozeni vektoru jsou hostitelské bufiky kultivovany v selektivnim médiu, ve kterém selektivné
rostou buiiky obsahujici vektor. Exprese sekvence klonovaného genu vede k produkci pozadova-
nych proteint.

Amino—koncové zkraceny MCP-2 podle piedkladaného vynalezu mize byt ptipraven jakymko-

45 liv jinym postupem zndmym v oboru, konkrétn& dobfe znamymi postupy chemické syntézy, vyu-
Zivajicimi automatickych syntezatort na pevné fazi, po které nasleduje chromatografické pre&is-
téni.

Chemokiny podle predkladaného vynalezu mohou byt, naptiklad, syntetizovany Fmoc (9—fluor-
50 enylmethoxykarbonyl), tBoc (t-butoxykarbonyl) nebo jinou podobnou chemickou syntézou
s nebo bez vhodnych chranicich skupin pro vedlejsi fetézce na riiznych aminokyselinich. Ami-
nokyseliny s nebo bez vhodnych chranicich skupin pro vedlejsi fetézce jsou preaktivovany —
napiiklad HBTU/HOBt (2—(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3—tetramethyluromiumhexafluorfos-
fat/1-hydroxybenztriazolem) — a jsou navazany na rostouci peptidovy fetézec. Pied adici dal§iho
55 zbytku je z-amino skupiny odstranéna chrénici skupina (napiiklad Fmoc). Po syntéze jsou
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vSechny chranici skupiny odstranény a intaktni kompletni peptidy jsou ptedistény a chemicky
nebo enzymaticky skladany (véetné tvorby disulfidovych mustkd mezi cysteiny) na pfislusné
chemokiny podle predkladaného vynalezu.

5 Precisténi piirozenych, syntetickych nebo rekombinantnich proteinii je provedeno jakoukoliv
v oboru zndmou metodou, tj. konvenénimi postupy obsahujicimi extrakci, sraZeni, chromatogra-
fii, elektroforesu a podobné (viz naptiklad Proost P. et al., 1996). Dalsim pfegisténim, které miize
byt pouZito pro precisténi proteinii podle piedkladaného vynalezu, je afinitni chromatografie
vyuzivajici monoklonélnich protilatek nebo afinitity pro heparin, které se vazi na cilovy protein a

10 které jsou pfipraveny a imobilizovany na gelové matrici obsazené v kolong. Surové piipravky
obsahujici proteiny jsou vneseny do kolony. Protein se navaze na kolonu prostfednictvim speci-
fické protilatky, zatimco nedistoty prochazeji kolonou. Po promyti se protein eluuje z gelu zmé-
nou pH nebo iontové sily.

15 Amino-terminaln€ zkraceny MCP-2 podle predkladaného vynalezu je uZite¢ny pro terapii a/nebo
diagnostiku onemocnéni, pfi ktery je pozadovana antagonizace aktivity chemokinu. Pfiklady
takovych onemocnéni jsou: zanétlivd onemocnéni, onemocnéni souvisejici s angiogenezi a hema-
topoesou, nadorova onemocnéni, infekéni onemocnéni, véetné HIV, autoimunitni onemocnéni,
atherosklerosa, onemocnéni plic a onemocnéni kiize.

20
Proto pfedkladany vynalez v dalSim aspektu obsahuje pouziti proteinu podle predkladaného
vynalezu pii vyrobé 1éku pro 1é¢bu vyse uvedenych onemocnéni.

Lék je vyhodné piipraven ve formé farmaceutického prostfedku obsahujiciho protein podle pred-
25 kladaného vynalezu spolu s jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i a/nebo piisa-
dami. Takové farmaceutické prostiedky jsou jesté dalsim aspektem piedkladaného vynalezu.

DalSim aspektem piedkladaného vynalezu je zpisob 1é¢by vySe uvedenych onemocnéni obsahu-
jici podani farmakologicky aktivniho mnoZstvi amino-terminalné zkraceného MCP-2 podle

30 predkladaného vynalezu jedinci, u kterého existuje riziko vzniku takového onemocnéni nebo
Jjedinci, u kterého jiz existuje takové onemocnéni.

Pfedkladany vynalez bude nyni popséan v nasledujicich ptikladech, které nijak neomezuji rozsah
predkladaného vyndlezu. V piikladech jsou uvedeny odkazy na obrazky uvedené dale.

35
Piehled obrazki na vykresech
Obr.1  ukazuje aminokyselinovou sekvenci MCP-2 a jeho znamych variant. Signalni sekvence
40 Jjsou uvedeny kurzivou, zatimco C—zbytky jsou tuénym pismem. Sipky ukazuji prvni
aminokyseliny amino-terminalné zkraceného MCP-2(6-76) podle piedkladaného
vynalezu.

Obr. 2. SDS-PAGE amino—terminalné zkraceného MCP-2(6-76):
45 draha 1: pfirozeny MCP-2 (1-76), (100 ng/drahu);
draha 2: ptirozeny MCP-2 (1-76), (30 ng/drahu);
draha 3: pfirozeny MCP-2 (6-76), (30 ng/dréhu); a
draha 4: synteticky MCP-2 (1-76), (60 ng/drahu).
Gely byly vyvijeny za reduk¢nich podminek a proteiny byly barveny stfibrem.
50
Obr.3  ukazuje srovnani chemotaktické ulinnosti modifikovanych forem MCP-2. Intaktni
pfirozeny (nat) a synteticky (syn) MCP-2(1-76), NH,~terminalné zkraceny pf¥irozeny
MCP-2(6-76) a COOH-terminaln& zkraceny MCP-2(1-74) byly testovany na chemo-
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taktickou aktivitu pro THP-1 buiiky. Vysledky predstavuji primémy CI SEM pro &tyfi
nebo vice nezavislé pokusy.

Obr.4  Prirozeny MCP-2 je slabsi agonista nez MCP-1 v mobilizaci vapniku v monocytech.
Intaktni MCP-2 (15, 50 a 150 ng/ml) zvySuje v zavislosti na ddvce (Ca2"); v THP—
1 burikach. Jsou uvedeny vysledky jednoho reprezentativniho pokusu ze dvou provede-
nych.

Priklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1: Amino—terminalné zkraceny MCP-2

Material a metody

Chemokin a imunotest

MCP-2 byl syntetizovan a precistén zplisobem popsanym diive (Proost P. et al., 1995).

Specifické Ab proti lidskému MCP-2 byly ziskany od mysi a byly afinitn& pre¢itény na Sepha-
rosové koloné, na kterou byl navazan synteticky MCP-2, podle navodu vyrobce (CNBr activated
Sepharose 4B, Pharmacia, Uppsala, Sweden).

ELISA plotny byly potaZeny afinitné pfe¢idténou protilatkou proti lidskému MCP-2 a biotinylo-
vana anti-MCP-2 protilatka byla pouZita jako zachycovaci protilatka. Detekce byla provedena
peroxidasou znaéenym streptavidinem a TMB. Detekeéni limit pro MCP-2 ELISA byl pfiblizné
0,1 ng/ml.

Produkce a preéisténi MCP-2

Monocytarni chemotaktické proteiny byly predistény z kondicionovaného média ziskaného
z mononuklearnich bun€k perifernf krve ze 132 krevnich odbéri ziskanych od Blood Transfusion
Centers of Antwerp and Leuven (Proost, P. et al., 1996).

Erytrocyty a granulocyty byly odstranény sedimentaci v hydroxyethylovém $krobu (Fresenius
AG, Bad Homburg, Germany) a gradientni centrifugaci v roztoku metrizoatu sodného
(Lymphoprep; Nyegaard, Oslo, Norway).

Mononuklearni buiiky (60 x 10° bunék) byly inkubovény (5 x 10° bungk/ml) s 10 g/ml ConA a
2 g/ml LPS. Po 48 az 120 hodinach bylo kondicionované médium odebrano a bylo do pfecisténi
uchovavano pii -20 °C.

Pfirozeny MCP-2 byl pfeidtén Ctyfstupiiovym predistovacim postupem, jak byl popséan dfive
(Proost, P. et al., 1996).

Struéné, kondicionované médium bylo koncentrovano na skle s kontrolovanou velikosti pér
nebo na kyselin€ kiemicité a bylo Easte¢ng predisténo afinitni chromatografii na heparin—Sepha-
rosové kolon¢ (Pharmacia).

Frakce obsahujici MCP-2 imunoreaktivitu byly dale precistény za pouziti Mono S (Pharmacia)
kationtové iontoméni¢ové chromatografie a byly eluovany v NaCl gradientu pfi pH 4,0.
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Ptirozeny MCP-2 byl pftecistén do homogenity pomoci RP-HPLC na C-8 Aquapore RP-
300 koloné (Perkin Elmer, Norwalk, CT) uvedené do rovnovahy 0,1% kyselinou trifluoroctovou
(TF)). Proteiny byly eluovany v acetonitrilovém gradientu.

5  Biochemicka charakterizace MCP forem pomoci SDS-PAGE, analyzy aminokyselinové sek-
vence a hmotnostni spektrometrie.

Cistota frakci ziskanych zkolony byla testovana SDS-PAGE za redukénich podminek na
Tris/glycinovych gelech (Proost, P. et al., 1996). Proteiny byly barveny stfibrem a byly pouzity

10 nasledujici markery (Mr) relativni molekulové hmotnosti: OVA (Mr 45000), karboanhydraza
(Mr 31000), sojovy trypsinovy inhibitor (Mr 21500), -laktoglobulin (Mr 18400), lysozym
(Mr 14400) a aprotinin (Mr 6500).

NH,-terminalni sekvence pfecisténych chemokini byla stanovena Edmanovou degradaci na
15 pulznim kapalinovém 477A/120A proteinovém sekvenatoru (Perkin Elmer) s N-methylpiperidi-
nem jako kopulaéni bazi. Blokované proteiny byly $t€peny mezi Asp a Pro v 75% kyseliné mra-
venci po dobu 50 hodin. Material traveny kyselinou mravendi byl sekvenovan bez dalsiho pre-
cisténi.
20  MrMCP-2 byla stanovena ionizaci laserem za pfitomnosti matrice v kombinaci s detektorem
doby letu (MALDI/TOF-MS) (Micromass TofSpec,Manchester, UK). Kyselina —kyan—4-hydro-

xyskoficova a cytochrom C byly pouzity jako matrice a vnitini standard, v pfislusném potadi.

Detekce chemotaktické aktivity

25
MCP-2 byl testovan na svou chemotaktickou ucinnost na Cerstvé piecisténych monocytech
(2 x 10° bun&k/ml) nebo monocytarnich THP-1 buiikach (0,5 x 10° bungk/ml; 2 dny po subkulti-
vaci) v Boydenové mikrokomiirce za pouZiti polyvinylpyrrolidonem zpracovanych polykarbo-
natovych membran s velikosti porti 5 m.

30

Vzorky a buriky byly fedény v HBSS (Life Technologies/Gibco BRL, Paisley, Scotland) doplng-

ném 1 mg/ml lidskym sérovym albuminem (Red Cross Belgium). Po 2 hodinové inkubaci pfi

37 °C byly buiiky fixovany a barveny Diff—Quick barvicimi roztoky (Harleco, Gibbstown, NJ) a

buriky, které migrovaly skrz membrany byly pocitany mikroskopicky v 10 olejovych imersnich
35 polich pti 500—nasobném zvétseni.

Chemotakticky index (C.I.) vzorku (troji provedeni pro kazdou komirku) byl vypoéitan jako
pocet bun¢k migrujicich do testovaného vzorku déleny poétem bunék migrujicich do kontrolniho
I média.
40
V pokusech desensitizace byly buiiky inkubovéany s biologicky inaktivnimi variantami chemo-
kint po dobu 10 minut pfi 37 °C pted tim, neZ byly vlozeny do komirky. Procento inhibice C.1.
bylo vypocitano za pouziti C.I. pro HBSS—zpracované kontrolni buriky vzhledem k vzorku jako
referencni hodnotg.
45
Detekce intracelularnich koncentraci Ca**

Intracelularni koncentrace Ca®* ((Ca®");) byla métena zpiisobem popsanym dfive (Wuyts A: et al.,
1997). petisténé THP-1 buiiky (107 bunék/ml) byly inkubovany v Eaglové minimalnim esen-

50 cidlnim médiu (EMEM, Gibco) + 0,5% FCS s fluorescentnim indikatorem fura-2 (2,5 M fura—
2/AM, Molecular Probes Europe BV, Leiden, the Netherlands) a 0,01% Pluronic F-127 (sigma,
St. Louis, MO).

Po 30 minutach pii 37 °C byly bunky dvakrat promyty, byly resuspendovany v koncentraci
55 10° bungk/ml v HBSS s 1 mM Ca* a 0,1% FCS (pufrovanym s 10 mM Hepes/NaOOH pti
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pH 7,4). — Pied tim, nez byla zméfena fura—2 fluorescence LS50B luminiscentniho spektrofoto-
metru (Perkin Elmer) byly butiky uvedeny do rovnovahy pfi 37 °C po dobu 10 minut.

Po excitaci pfi 340 a 380 nm byla fluorescence detekovana pii 510 nm. (Ca’"); byl stanoven
z grynkiewiczovi rovnice (Grynkiewicz G. et al., 1985). Pro stanoveni R, byly buiiky lyzovany
za pouZziti 50 M digitoninu. Potom bylo za pouziti 20 mM Tris upraveno pH na 8,5 a hodnota
Ruin byla ziskana po adici 10 mM EGTA k lyzovanym butikam. PouZita hodnota k byla 224 nM.

Pro desenzitizatni pokusy byly monocyty nebo THP-1 buiiky nejprve stimulovany pufrem,
chemokinem nebo antagonistou chemokinu v riznych koncentracich. Jako druhy stimul byl pou-
zit MCP-2 v koncentraci indukujici vyznamné zvyseni (Ca’"), po prestimulaci pufrem. Druhy
stimul byl pfidan 2 minuty po adici prvniho stimulu. Procento inhibice zvy3eni (Ca>"); v reakci na
druhy stimul bylo vypocitano srovnanim signalu po prestimulaci chemokinem nebo antagonistou
chemokinu se signalem po ptidani pufru.

Vysledky
Izolace post—translacné zpracovanych forem MCP-2

Specificka a sensitivni ELISA byla pouzita pro ziskéani riznych forem MCP-2 produkovanych
mitogenem a endotoxinem.

Kondicionované medium bylo pielidténo standardnimi technikami izolace (Proost, P. et al.,
1996), vCetné adsorpce na sklo s danou velikosti porti a chromatografie na heparin—Sepharose.

Potom bylo provedeno piecisténi FPLC mono s kationtovou iontomé&nicovou chromatografii a
potom piecisténi za pouziti C—8 RP HPLC. Molekulové hmotnosti byly méteny SDS-PAGE a
MALDI/TOF-MS.

Byly izolovéany riizné formy MCP-2: kromé autentického 7,5 kDa MCP-2(1-76) byl do homo-
genity pieCistén za pouziti RP-HPLC NH,~terminaln& zkraceny 7 kDa MCP-2, ktery postrada
5 zbytk (MCP-2(6-76) a byla provedena analyza jeho aminokyselinové sekvence (obr. 2). Za
pouziti MALDI/TOF-MS (tabulka 1) byla stanovena molekulova hmotnost 8881 Da pro intaktni
MCP-2 (teoretickd Mr 8893 Da), zatimco pro MCP-2(6-76) byla stanovena molekulova hmot-
nost 8365 Da, coz potvrzuje deleci péti NH,—terminalnich aminokyselin (teoreticka Mr 8384 Da).
Funkéni srovnani téchto ptirozenych forem MCP-2 v testu chemotaxe THP-1 bunék ukazalo, Ze
MCP-2 je aktivni jesté pii 5 ng/ml, zatimco zkraceny MCP—2(6—76) nema chemotaktickou akti-
vitu pfi testovani v koncentracich od 0,6 do 60 ng/ml (obr. 3). Byla také srovnavana udinnost
intaktniho pfirozeného MCP-2 s u¢innosti syntetického MCP-2(1-76) a COOOH-terminaing
zkracenou syntetickou formou (Proost P. et al., 1995) bez dvou zbytkti (MCP-2(1-74)).

Bylo zjisténo, Ze minimalni u¢inné chemotaktické koncentrace t&chto forem jsou také 5 ng/ml
(obr. 3). Ackoliv je v testech chemotaxe specifickd aktivita pfirozeného intaktniho MCP-1 a
MCP-2 srovnatelna (Van Damme J. et al., 1992), je mobilizatni kapacita MCP-2 stile jesté
predmétem debaty.

Nicméné, v pokusech mobilizace Ca,. byly minimalni G&inné koncentrace jak pro ptirozeny, tak
pro synteticky MCP-2(1-76) 10-krat vy3§i nez minimalni G&inné koncentrace pro ptirozeny
intaktni MCP-1(1-76) (obr. 4), zatimco MCP-2(6-76) byl inaktivni.

Nicméng, intaktni MCP-2 (50 ng/ml) byl schopen zpiisobit desensitizaci pro MCP-2 (15 ng/ml)
a MCP-3 (10 ng/ml) za zisku 52% a 45% inhibice chemotaxe, v ptislusném poiadi.

Z divodii nizké specifické aktivity MCP-2 v testech mobilizace Ca>* byla inhibice chemota-
xe MCP-2(6-76) provedena v Boydenové mikrokomiirce. ProtoZe je popsano, e MCP-2 zkfize-
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né inhibuje aktivni MCP-1, MCP-2 a MCP-3 v testu chemotaxe monocytl (Sozzani S. et al.,
1994), provedli jsme testovani toho, zda pfirozeny inaktivni MCP-2(6—76) mize také inhibovat
chemotaxi zprostfedkovanou MCP-1, MCP-2, MCP-3 a RANTES (Tabulka 2). Pre-inkuba-
ce THP-1 se 100 ng/ml inaktivniho MCP-2(6-76) mtize vyznamn¢ inhibovat chemotaxi induko-

5 vanou 10 ng/ml MCP-1 (63%), S ng/ml MCP-2 (75%), 30 ng/ml MCP-3 (62%) a
mi prislusnych MCP byla zcela (91 az 100%) inhibovana 100 ng/ml MCP-2(6-76). Dale, i kon-
centrace 10 ng/ml MCP-2(6-76) byla schopna vyznamné inhibovat chemotaktickou aktivitu
indukovanou MCP-1 (3 ng/ml), MCP-2(1,5 ng/ml) nebo MCP-3 (10 ng/ml) a RANTES

10 (30 ng/ml). Zaveérem, MCP-2(6-76) je produkovan za ptirozenych podminek, je inaktivni jako
chemoatraktant a antagonizuje nékolik C—C chemokinii, zejména MCP-3.

Tabulka 1: Biochemicka charakterizace pfirozenych forem MCP-2. Analyza NH,-terminalni
aminokyselinové sekvence a srovnani zji§ténych (SDS-PAGE a MALDI/TOF-MS) a

15 teoretickych Mr prirozenych MCP—izoforem precisténych C-8 RP-HPLC
MCP-forma |[NH_-termindlni Mr (Da)
sekvence
teoretickéd SDS-PAGE| MALDI/TOF-
neglykosylované MS
MCP-2(1-76) | blokované 8893 7500 8881
MCP-2(6-76) | SIPITCC 8384 7000 8365
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Tabulka 2: MCP-2(6-76) inhibuje chemotaktickou odpovéd” monocytd na MCP-1, MCP-2,

CZ 299478 B6

MCP-3 a RANTES v mikrokomirce

Chemokin roncentrace A'ntagonizace chemotaktické& % Inhibice
reakce®’ © chemotaxe
100 ng/mi
ol MCP-2(6-76)
MCP-1 10 223+79 83+38 63 21
3 15.0+8.0 1.3+03 99+1.0
MCP-2 5 360126 10.8 £6.1 75+£8.0
1.5 6.7+14 1.5+ 03 91+7.0
MCP-3 30 13.2+04 6.0+4.0 62 £31
10 3015 <1 100 £0.0
RANTES 100 63 £038 2613 75+ 19
30 40+08 1.5+ 03 77+16
pufr 10 ng/ml
MCP-2 (6-76)
MCP-1 10 12.7+23 10.5+3.8 24+18
3 7.5%0.0 3.0+03 69 +4.0
MCP-2 5 38053 27.2+49 30+£6.0
1.5 183 +4.6 92+14 45+23
MCP-3 30 13.2+19 80x1.0 3719
10 7.7t14 1.7+0.3 90 %60
RANTES 100 55+0.6 58109 1770
30 3.2+07 25+0.5 39+18

» MCP-1, MCP-2, MCP-3 nebo RANTES byly pridany jako chemoatraktanty do spodnich

jamek mikrokomiirky.

®) horni jamky mikrokomiirky byly naplnény THP-1 butikami preinkubovanymi s MCP-2(6—

76) nebo s pufrem.
) primérny CI SEM pro 3 nezavislé pokusy.
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Seznam sekvenci
(1) Obecné informace:

(i) ptihlasovatel:
(A) Jméno: Applied Research Systems ARS Holding N.V.
(B) Ulice: 14 Joohn B. Gorsiraweg
(C) Mésto: Curacao
(E) Stat: Nizozemské Antily
(F) Postovni kod (ZIP): Ne
(G) Telefon: 599-9-639300
(H) Telefax: 599-9-614129

(i1) Nazev vynalezu: Amino—terminalng zkraceny MCP-2 jako antagonista chemokini
(iii) Pocet sekvenci: 4
(iv) pocitaGova &teci forma:
(A) Typ média: Floppy disk
(B) potitac: IBM PC kompatibilni
(C) operaéni systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: Patent In Release #1.00, verze #1.30 (EPO)
(2) Informace pro SEQ ID NO: 1:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 99 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec:
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein

(iii) Hypoteticka: Ne
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(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: protein
(B) Umisténi: 1..76

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1
Met Lys Val Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu Leu Leu Met Ala Ala Thr
~-20 -15 =10

Phe Ser Pro Gln Gly Leu Ala Gln Pro Asp Ser Val Ser Ile Pro Ile
-5 1 5

Thr Cys Cys Phe Asn Val Ile Asn Arg Lys Ile Pro Ile Gln Arg Leu
10 15 20 25

Glu Ser Tyr Thr Arg Ile Thr Asn Ile Gln Cys Pro Lys Glu Ala Val
30 3s 40

Ile Phe Lys Thr Lys Arg Gly Lys Glu Val Cys Ala Asp ggo Lys Glu
45 50

Arg Trp Val Arg Asp Ser Met Lys His Leu Asp Gln ‘%e Phe Gln Asn
60 65

Leu Lys Pro
75

(2) Informace pro SEQ ID NO: 2:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 99 aminokyselin
15 (B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec:
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
20
(ii1) Hypoteticka: Ne

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: protein
25 (B) Umisténi: 1..76

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2

-11 -
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Met Lys Val Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu Leu Leu Met Ala Ala Thr
-20 -15 -10

Phe Ser Pro Gln Gly Leu Ala Gln Pro Asp Ser Val Ser Ile Pro Ile
-5 1 5

Thr Cys Cys Phe Asn Val Ile Asn Arg Lys Ile Pro Ile Gln Arg Leu
10 15 20 25

Glu Ser Tyr Thr Arg Ile Thr Asn Ile Gln Cys Pro Lys Glu Ala Val
30 35 40

Ile Phe Lys Thr Gln Arg Gly Lys Glu Val Cys Ala Asp Pro Lys Glu
45 50 55

Arg Trp Val Arg Asp Ser Met Lys His Leu Asp Gln Ile Phe Gln Asn
60 65 70

Leu Lys Pro
75

(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:

5 (i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 71 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec:
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein

iii) Hypoteticka: Ne

15 (xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

Ser Ile Pro Ile Thr Cys Cys Phe Asn Val Ile Asn Arg Lys Ile Pro
1 S 10 1S5

Ile Gln Arg Leu Glu Ser Tyr Thr Arg Ile Thr Asn Ile Gln Cys Pro
20 25 30

Lys Glu Ala Val Ile Phe Lys Thr Lys Arg Gly Lys Glu Val Cys Ala
35 40 45

Asp Pro Lys Glu Arg Trp Val Arg Asp Ser Met Lys His Leu Asp Gln
50 55 60

Ile Phe Gln Asn Leu Lys Pro
65 70

(2) Informace pro SEQ ID NO: 4
20

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 71 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec:
25 (D) Topologie: linearni

-12-
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(ii) Typ molekuly: protein

(iii) Hypoteticka: Ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4
Ser Ile Pro Ile Thr Cys Cys Phe Asn Val Ile Asn Arg Lys Ile Pro
1 S 10 15

Ile Gln Arg Leu Glu Ser Tyr Thr Arg Ile Thr Asn lle Gln Cys Pro
20 28 30

Lys Glu Ala Val Ile Phe Lys Thr Gln Arg Gly Lys Glu val Cys Ala
35 40 45
Asp Pro Lys Glu Arg Trp Val Arg Asp Ser Met Lys His Leu Asp Gln
$0 58 60

Ile Phe Gln Asn Leu Lys Pro
65 70

PATENTOVE NAROKY

1. Amino-terminaln¢ zkraceny MCP-2, chemotakticky protein—2 monocytii, kterému chybi
NH,-terminélni aminokyseliny odpovidajici aminokyselinovym zbytkim 1-5 pfirozeného MCP—
2, ktery ma antagonistickou aktivitu k chemokinu.

20
2. Amino-terminalné zkraceny MCP-2 podle naroku 1, ktery ma aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 3 nebo SEQ ID NO: 4.
3. Amino-terminalné zkraceny MCP-2 podle naroku 1 nebo 2, v glykosylované formé.

25

4. DNA molekula obsahujici DNA sekvenci kédujici amino-terminalné zkraceny MCP-2
podle jakéhokoliv z pfedeslych naroku, véetné nukleotidovych sekvenci, které v disledku dege-
nerace genetického kddu rovnéz kdduji uvedeny protein.

30 5. Expresni vektor obsahujici DNA molekulu podle naroku 4.

6. Hostitelska burika obsahujici expresni vektor podle naroku 5.

7. Rekombinantni zpiisob piipravy jakéhokoliv proteinu podle narokii 1 az 3, vyznadéu-
35  jici se tim, Ze se kultivuji buriky podle naroku 6 ve vhodném kultivaénim médiu.

8. Protein podle jakéhokoliv z narokt 1 az 3 pro pouziti jako 1ék.

9. Pouziti proteinu podle jakéhokoliv z naroki 1 az 3 pro vyrobu prostiedku pro terapii a/nebo
40 diagnostiku onemocnéni, pfi kterych je Zddouci antagonizovani G¢inké chemokinu.

-13-
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10. Pouziti podle naroku 9 pro vyrobu prostiedku pro 1é¢bu zanétlivych onemocnéni, HIV
infekce, onemocnéni souvisejicich s angiogenezi a hematopoesou a nadorovych onemocnéni.

11. Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje protein podle

s jakéhokoliv z narokt 1 az 3 spolu s jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i a/nebo
pfisadami.

4 vykresy

-14 -
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uCP-2

-23 1 ¢

MKVSAALLCL LLMAATFSPQ GLAQPDSVSI PITCCEFNVIN RKIPIQRLES YTRITNIQCP

KEAVIFKTKR GKEVCADPKE RWVRDSMKHL DQIFQNLKE
: 76

Varianta MCPp-2

~23 1 {
MKVSAALLCL LLMAATFSPQ GLAQPDSVSI PITCCENVIN RKIPIQRLES YTRITNIQCP
KEAVIFQTKR GKEVCADPKE RWVRDSMKHL DQIFQNLKP

76

OBR. 1
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25

Chemotaxe THP-1 buné&k {CI)

o W @ ! b4

few-e BgRONS RV~ 3mmﬁgg
nat (1-76) nat (6-76) syn (1-76) ;;m (1-74)
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Koncentrace MCP-2 {(ng/ml)

OBR. 3
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