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Mutein humaéanniho faktoru nekrézy nadord, zpisob jeho vyroby, farmaceuticky
prostiedek na jeho bazi a sekvence DNA, kter jej kéduje

Oblast technik

Vynalez se tykd muteinu huméanniho nadorového nekrotického faktoru, zpisobu jeho vyroby,

farmaceutického pfipravku na jeho bazi, tohoto muteinu pro léCeni chorob a sekvence DNA,
ktera zahrnuje sekvenci DNA, ktera koduje tento mutein.

Dosavadni stav techniky

Nekroticky faktor nadord, ¢i konkrétnéji nadorovy nekroticky faktor-alfa (TNF-a), je cytokin,
ktery produkuji zejména stimulované makrofagy. TNF-a vykazuje nejen pozoruhodnou
cytotoxicitu va¢i riznym néadorovym buiikdm [Carswell adalSi, Procd. Nat. Acad. Sci.
U.S.A. 72, 3666 az 3670 (1975)], nybrz hraje i mnohonasobnou ulohu jako mediator zanétu
a imunitni odpovédi [piehled lze nalézt v Beutler a Cerami, Ann. Rev. Immunol. 7, 625 az 655
(1989), Bonavista a Granger (red.) "Tumor Necrosis Factor: Structure, Mechanism of Action,
Role in Disease and Therapy" Karger, Basilej (1990)]. Primarni struktura huméanniho
nadorového nekrotického faktoru-alfa (hTNF-a) byla dedukovana znukleotidové sekvence
cDNA, ktera byla klonovana a exprimovana v E. coli [Pennica a dalsi, Nature 312, 724 az 729
(1984); Marmenout a dal3i, Europ. J. Biochem. 152, 515 az 522 (1985); Wang a dalsi, Science
228, 149 az 154 (1985); Shirai a dalsi, Nature 313, 803 az 806 (1985)]. Zjistilo se, Ze existuje
pozoruhodna homologie aminokyselinové sekvence (30 %) mezi hTNF-a ahumannim
lymfotoxinem, ktery byva &asto oznat¢ovan nazvem humanni nadorovy nekroticky faktor - beta
(hTNF-B). hTNF-B je cytokin, ktery produkuji hlavné lymfocyty [Gray a dalsi, Nature 312, 721
az 724 (1984); Fiers a dalsi, Cold Spring Harbour Symp. 51, 587 az 595 (1986) ].

V dosavadnim stavu techniky jsou také popsany litky hTNF-a s modifikovanou sekvenci
aminokyselin, tzv. TNF-a-muteiny [(viz napiiklad Yamagishi a dalsi Protein Engineering 3,
713 az 719 (1990), nebo Fiers v "Tumor Necrosis Factors: Structure, Function and Mechanisms
of Action" Aggarwal a Vilcek (red.), Marcel Dekker Inc. , New York - v tisku, nebo Fiers a dalSi
v Bonavista a Granger, str. 77 az 81 (viz vy3e)]. TNF-a-muteiny se staly také predmétem
nékolika patentovych pfihlasek, napfiklad mezinarodnich patentovych prihlasek, publikovanych
pod &isly WO 86/02381, WO 86/04606, WO 88/06625, evropskych patentovych prihlaSek,
publikovanych pod ¢&isly 155 549, 158 286, 168 214, 251 037 a 340 333, a némecké zvetejnéné
patentové piihlasky DE-OS 3 843 534.

V dosavadnim stavu techniky jsou také popsany muteiny lymfotoxinu, napfiklad v evropskych
patentovych pfihlaskach, publikovanych pod &isly 250 000, 314 094 a 336 383.

Biologické G¢inky TNF jsou zprostiedkovany specifickymi receptory, totiz receptorem, ktery
vykazuje zdanlivou molekulovou hmotnost 55 kD pii elektroforéze na polyakrylamidovém gelu
s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE) (p55-TNF-R), a receptorem, ktery vykazuje zdanlivou
molekulovou hmotnost 75 kD na SDS-PAGE (p75-TNF-R). Obé¢ tyto formy receptorit TNF byly
klonovany, totiz pS5-TNF-R Loetscherem a dal$imi [Cell 61, 351 az 359 (1990)] a p75-TNF-R,
napiiklad Dembicem a dalsimi [Cytokine 2, 53 az 58 (1990)] (oba tyto receptory jsou také
popsany v evropské patentové piihlasce &. 90116707.2). Nedavno se zjistilo, Zze oba tyto
receptory vazou s vysokou afinitou nejen TNF-a, nybrz také TNF-f3 [Shonfeld a dal3i, J. Biol.
Chem. 266, 3863 az 3869 (1991) ].
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Je dobfe znamo v tomto oboru, Ze na zakladé biologickych Gcinnosti mize byt TNF-a cennou
slouteninou pfi 1é¢bé ruznych chorob. Tak napfiklad se mize TNF-a samotného nebo
v kombinaci s interferonem pouZivat jako u¢inného protinadorového ¢inidla [Brouckaert a dalsi,
Int. J. Cancer 38, 763 az 769 (1986)]. Velkym omezenim jeho 3ir§iho terapeutického vyuziti je
v3ak jeho systemicka toxicita [Taguchi T. a Sohmura Y., Biotherapy 3, 177 az 186 (1991)].

Bylo zji3téno, Ze u mysi je humanni TNF-a (hTNF-a), ktery se vaze pouze k menSimu my3imu
TNF-receptoru (murinni p55-TNF-R), mnohem méné toxicky nez murinni TNF-a (mTNF-a),
ktery se vaze jak k p55-TNF-R, tak k p75-TNF-R. Tak napfiklad, u mysi C57B16 ¢ini hodnota
LDs, pfiblizné 10 pug/my$ u mTNF-a, a 500 pg/my$ u hTNF-a [Brouckaert a dal3i, Agents and
Actions 26, 196 az 198 (1989); Everaerdt B. a dal$i Biochem. Biophys. Res. Comm. 163, 378 az

385 (1989), Lewis M. a dal3i. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2830 (1991) ]. Zda se tedy, ze p75-
TNF-R hraje zvlastni tlohu pfi systemické toxicite.

hTNF-a. a mTNF-a se vaZzou pfiblizné stejné k humannimu p55-TNF-R a humannimu p75-TNF-
R. Mutanty hTNF-a, které si zachovaly biologickou ucinnost, zprostfedkovanou hp55-TNF-R,
ale které témét ztratily viechnu u¢innost, zprostiedkovanou hp75-TNF-R, jsou viak funk&nimi
ekvivalenty hTNF-ao v murinnim systému a oekava se, ze budou mit snizenou systemickou
toxicitu u primatt.

Muteiny humanniho naddorového nekrotického faktoru, které vykazuji podstatny rozdil mezi svou
vazebnou afinitou k humannimu receptoru p75 nadorového nekrotického faktoru (hp75-TNF-R)
a k humannimu receptoru pS5 nadorového nekrotického faktoru (hp55-TNF-R), jsou popsany
v evropské patentové piihlasce ¢. 91119128.6.

Podstata vynalezu

Nyni se zjistilo, ze¢ muteiny hTNF nebo jejich farma ceuticky vhodné soli, které maji
aminokyselinovou sekvenci humanniho nadorového nekrotického faktoru, zménénou
piinejmen3im v poloze 86 (kde je misto serinového zbytku pfitomen threoninovy zbytek),
si zachovavaji vazebnou aktivitu k hp55-TNF-R, ale téméf uplné ztratily vSechnu vazebnou
afinitu k hp75-TNF-R. Dale byly také nalezeny takové hTNF muteiny, které si zachovaly
biologickou u¢innost, zprosttedkovanou hp55-TNF-R, ale jiz se nevazou khp75-TNF-R.
Muteiny hTNF podle vynéalezu se neomezuji na tento typ muteinu. Zahrnuji také muteiny
dalsiho typu, které se sice vazou vyluéné k hp55-TNF-R, ale které ztratily schopnost vyvolavat
funkéni odpovéd’ bunék.

Pfedmétem tohoto vyndlezu jsou muteiny huminniho  nekrotického faktoru a jejich
farmaceuticky vhodné soli, které vykazuji selektivni vazebnou afinitu k humannimu receptoru
p55 nadorového nekrotického faktoru (hpS5-TNF-R) ajejichz aminokyselinova sekvence
humanniho nadorového nekrotického faktoru je zménéna pfinejmensim v poloze 86, kde je
ptitomen threoninovy zbytek misto serinového zbytku.

Sekvence aminokyselin humanniho TNF-a podle autord a dal3i (viz vyse) vypada takto:
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VAL ARG SER SER SER ARG THR PRO SER ASP LYS PRO VAL ALA HIS

20 30
VAL VAL ALA ASN PRO GLN ALA GLU GLY GLN LEU GLN TRP LEU ASN

40
ARG ARG ALA ASN ALA LEU LEU ALA ASN GLY VAL GLU LEU ARG ASP

50 60
ASN GLN LEU VAL VAL PRO SER GLU GLY LEU TYR LEU ILE TYR SER

70
GLN VAL LEU PHE LYS GLY GLN GLY GYS PRO SER THR HIS VAL LEU

80 90
LEU THR HIS THR ILE SER ARG ILE ALA VAL SER TYR GLN THR LYS

100
VAL ASN LEU LEU SER ALA ILE LYS SER PRO CYS GLN ARG GLU THR

110 120
PRO GLU GLY ALA GLU ALA LYS PRO TRP TYR GLU PRO ILE TYR LEU

130
GLY GLY VAL PHE GLN LEU GLU LYS GLY ASP ARG LEU SER ALA GLU

140 150
ILE ASN ARG PRO ASP TYR LEU ASP PHE ALA GLU SER GLY GLN VAL

157
TYR PHE GLY ILE ILE ALA LEU

Tuto sekvenci zverejnili také Marmenout a dalsi (viz vySe), Wang a dal§i (viz vyse) a Shirai
a dal3i a konkrétnéji je pro maturovany TNFo kdédovana nukleotidovou sekvenci vloZzeného
plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNFa (viz obr. 1a a 1b a ptiklad I.

Muteiny hTNF, definované vySe, mohou mit pozménénu aminokyselinovou sekvenci hTNF
v jedné nebo vice pfidavnych polohach, prednostné v jedné nebo dvou pfidavnych polohach,
pficemz prednostnimi polohami jsou zejména polohy 29, 31, 32, 29 a 32 nebo 31 a32. V téchto
ptidavnych polohich se mlze  pouzit jakékoliv aminokyseliny, prednostné jakékoliv
aminokyseliny, ktera se vyskytuje v pfirodé. V piipadé substituci v poloze 29 se dava prednost
serinu, glycinu nebo tyrosinu, zejména serinu. V pfipad€ substituci v poloze 31 se dava
pfednost kyseliné glutamové nebo asparaginu. V piipadé substituci v poloze 32 se dava prednost
tyrosinu, tryptofanu nebo threoninu, pfi¢emz obzvlasté vyhodny je tryptofan a threonin.

hTNF muteiny podle tohoto vyndlezu mohou obsahovat dalsi aminokyselinové substituce,
pokud takové substituce neméni  jejich selektivni vazebnou afinitu vic¢i pS55-TNF-R.
Aminokyselinové substituce v proteinech a polypeptidech, které v podstaté neméni biologickou
aktivitu, jsou vtomto oboru znamy ajsou naptiklad popsiany v H. Neurath aR. L. Hill
v "The Proteins" Academic Press. New York (1979), zejména na obr. 6. str. 14. Nejcastéji
pozorované aminokyselinoveé substituce jsou:

Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu,  Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr,

Ser/Asn,  Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe,  Ala/Pro, Lys/Arg,

Asp/Asn, Lewlle, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly
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a naopak, hTNF muteiny podle tohoto vynalezu mohou piidavné obsahovat sekvence nékolika
aminokyselin, které jsou kédovany sekvencemi "linkeru". Tyto sekvence mohou vzniknout z
expresnich vektori, pouzitych pro expresi hTNF muteind, popsanych vyse.

hTNF muteiny podle tohoto vynalezu mohou také obsahovat specifické sekvence, které se
prednostné vazou k afinitnimu nosi¢ovému materialu. Jako ptiklady takovych sekvenci je mozno
uvést sekvence, obsahujici alespoii dva sousedni histidinové zbytky (viz Evropska patentova
prihlaska, publikovana pod &islem 282042). Tyto sekvence se selektivné vazou k pryskyticim
s niklovym chelatem nitrilotrioctové kyseliny (Hochuli a Débeli, Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368,
748 (1987); Evropska patentova ptihlaska, publikovana pod &islem 253303). hTNF, které
obsahuji takovou specifickou sekvenci, mohou byt vdzany bud’ k C-konci, nebo N-konci, nebo
obéma témto koncim aminokyselinové sekvence hTNF muteinu.

hTNF muteiny podle tohoto vynalezu je také mozno spojovat sriiznymi tézkymi fetézci
imunoglobulinu nebo lehkymi fetézci polypeptidd. Tak vznikaji chimerické hTNF mutein-
imunoglobulinové polypeptidy, které by mohly mit zvySeny polo€as Zivotnosti in vivo. ZvySeny
pologas Zivotnosti in vivo byl napiiklad demonstrovan u chimerickych polypeptidi, které se
skladaji z prvnich dvou domén konstantnich oblasti tézkého fetézce nebo lehkého fetézce
savéiho imunoglobulinu (viz Traunecker a dalsi, Nature 331, 84 az 86 [1988] a Evropska
patentova piihlaska, publikovana pod Cislem 394827).

hTNF muteiny je také mozno spojovat s polymery, napiiklad polyethylenglykolem nebo
polypropylenglykolem o molekulové hmotnosti 500 az 20 000 Dalton. To vede k chranénym
hTNF muteinovym latkam, které by mohly byt v podstaté neimunogenni. K dispozici je a bylo
popsano nékolik zpisobti spojovani polymeru s polypeptidem (viz napiiklad US patent
4179 337.

Z hTNF muteinii podle vynélezu se dava piednost zejména témto latkdm:

THr*-TNFa, Ser”-Thr¥-TNFa, Glu®'-Thr*-TNFa, Trp*>-Thr*-TNFa, Ser”-Trp**-Thr*-TNFa
nebo Asn’'-Thr'2-Thr**-TNFa

hTNF muteiny podle tohoto vyndlezu je mozno vyrabét postupy, které jsou o sob& znamé
vtomto oboru akteré jsou napiiklad popsany v Sambrook adal$i [Molecular Cloning.
A Laboratory Manual, druhé vydani, Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour
Laboratory Press, USA (1989)] nebo v nasledujicich odstavcich. Zda hTNF muteiny jeSté
vykazuji selektivni vazebnou afinitu vi¢i p55-TNF-R, lze zjistit zpGsobem, popsanym
v nasledujicich ptikladech. Alternativné je také mozno hTNF muteiny podle tohoto vynalezu
chemicky syntetizovat standardnimi postupy, které jsou znamé vtomto oboru, prednostné
postupy v tuhém stavu, jako jsou postupy, popsané v Merrifield (J. Am. Chem. Soc. 85, 2149 az
2154 [1963]). Pfedmétem vynalezu jsou také soli téchto muteint. Tyto soli je mozno vyrabét
0 sobé znamymi zptsoby.

Predpoklada se, Ze strategie, ktera spodiva v "odfiznuti" prosp&Snych alinnosti TNFo od
nezadoucich G&innosti, za pouziti slou¢enin, které se specificky vazou k jednomu nebo druhému
TNF-receptoru, jako jsou hTNF muteiny podle tohoto vynalezu, je moZno pouzit obecné
i u jinych chorobnych stavi, pfi nichz hraje TNF svou roli.

Pfedmétem vynalezu jsou také sekvence DNA, které obsahuji sekvenci DNA, kédujici vySe
popsané hTNF muteiny. Tyto sekvence DNA je mozno zkonstruovat z vychozich genomovych
nebo cDNA-sekvenci, kédujicich hTNF, jak je to posano v dosavadnim stavu techniky (viz
vyse), za pouZziti zndmych metod nebo mutagenezi in vitro (viz napfiklad Sambrook a dal3i,
1989). Tato mutageneze se miize provadét nahodné za ucelem ziskani velkého poctu mutanti,
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které lze potom zkouset na pozadované vlastnosti za pouziti vhodnych zkusebnych systémi,
mistné orientovanou mutagenezi, t. j. mutagenezi, pfi niz dochdzi k mutaci definovanych poloh
dané sekvence DNA [viz naptiklad Sambrook a dalsi, 1989, 15, 51-15, 113], nebo mutagenezi za
pouziti fetézové reakce, probihajici v pfitomnosti polymerazy (viz napiiklad White a dalsi,
Trends in Genetics 5, 185 az 189 [1989]).

Jednim zchemickych mutagent, kterych se ¢asto pouzivd pro ndhodnou mutagenezi, je
hydrogensifi¢itan sodny, kterym se pfevadi cytosinovy zbytek na uracilovy zbytek, ¢imz dochazi
k piechodu C na T (standardni zkratky nukleotidi) [Tento zpisob je napiiklad popsan
v publikaci Shortle a Nathans, Procd. Nat. Acad. Sci. USA 75, 2170 az 2174 (1978) nebo Pine
a Huang, Meth. Enzym. 154, 415 az 430 (1987)]. Tento mutagen pisobi vyhradné na
jednovlaknovou DNA, zatimco exprese mutované cilové sekvence DNA se dosahuje za pouZziti
dvouvlaknového plazmidového vektoru. Jednou moznosti, jak se vyhnout nutnosti provadét
reklonovani ve vektorech pro mutagenezi a expresi, je pouziti tzv. "phazmidi". Phazmidy jsou
vektory, které kromé plazmidového poéatku replikace nesou také pocatek replikace, pochazejici
z vlaknitého fagu. Jako priklady takovych phazmidi je mozno uvést pMa- pMc-phazmidy, které
jsou popsany v publikaci Stanssen a dal$i (Nucleic Acids Res. 17, 4441 az 4454 (1989) ]. Za
pouziti tohoto exprimacniho systému je mozno zkonstruovat tzv. struktury "gap-duplex” [viz také
Kramer a dalsi Nucl. Acids Res. 12, 9441 az 9456 (1984)], v nichz je pouze sekvence kodujici
TNF (viz vy$e) v jednovlaknové konfiguraci, a proto je dosazitelna pro specificky chemicky
mutagen. Struktury gap-duplex, kterych se ma pouZzit pro ndhodnou mutagenezi, je mozno
konstruovat zpuisobem, popsanym pro vyrobu takovych struktur, které jsou uréeny pro mistné
specifickou mutagenezi (Stanssen a dal3i, viz vy3e), pouze s tim rozdilem, Ze (-) vlakno obsahuje
stejny gen aktivni odolnosti proti antibiotiku, jako (+) vlakno. Za pouziti rliznych restrikénich
mist v sekvenci DNA, ktera koduje hTNFa, je mozno ménit Sitku mezery ("gap"). Jako pfiklady
takovych restrikénich mist je mozno uvést mista Clal-Sall (470 nukleotidi), BstX1-BstXl
(237 nukleotidd) nebo Styl-Styl (68 nukleotidi). Na takové konstrukty gap-duplex se potom
mize plsobit rostoucimi koncentracemi (az do 4M) sifiCitanu, nafez se provede nékolik
dialyzaénich stupid (Shortle a Natans, viz vyse). Pomoci takovych phazmidovych konstruktl 1ze
potom transformovat vhodnou prokaryotickou hostitelskou buiiku zplsoby, které jsou o sobé
znamé (napfiklad Sambrook adal$i, viz vySe uvedend publikace). Pod vyrazem "vhodna
prokaryoticka hostitelska buiika" se v tomto kontextu rozumi hostitelska burika, kterd nema
specifickou parovaci funkci, takZe uracilovy zbytek zlstdvda v DNA zachovan v pribéhu
replikace, pfiCemz tato hostitelska bufika je schopna exprimovat odpovidajici mutovany TNF.
Takové specifické hostitelské kmeny jsou v tomto oboru znamy; z kment E. coli se naptiklad
jedna o E. coli BW 313 [Kunkel. T. A., Procd. Natl. Acad. Sci. USA 82, 488 az 492 (1985)].
Pomoci vhodnych zku3ebnich systémi se potom provede skrining, za G¢elem nalezeni klonu,
které exprimuji pozadovany hTNF mutein. Tak napiiklad je mozno kazdou kolonii na
mikrotitrové plotné inokulovat do vhodného média, obsahujiciho relevantni antibiotikum. Buiiky
je mozno podrobit lyzi pfidavkem lyzozymu, po niz se provede nékolik cyklli zmrazovani a tani.
Po vysrazeni nukleovych kyselin a centrifugaci se mize supernatantu kazdé kolonie ptimo pouzit
pii vhodnych zkouskach, které jsou napiiklad popsany v prikladu [la a IIb nebo prikladu VIIL, pti
nichz se mék vazba k p75-TNF-R a p55-TNF-R na povrchu Zzivych bun€k nebo v precisténé
forme.

Je-li to zadouci, mohou se specificka mista mutace stanovit napfiklad analyzou restriknich
fragmentil (viz napfiklad Sambrook a dal3i, vye uvedend citace). Stanovenim sekvence DNA
téchto fragment( je mozno uréit pfesnou polohu mutace a pokud takova mutace vede k nahradé
aminokyseliny, je moZno novou aminokyselinu odvodit ze stanovené sekvence DNA. DNA-
sekvenovani se muze provadét zplsoby, které jsou o sobé znamy v tomto oboru, napfiklad za
pouziti T7 polymerazy na superhelix DNA, pomoci obchodné dostupné soupravy pro
sekvenovani (Pharmacia, Uppsala, Svédsko).
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Jak jiz bylo uvedeno vy3e, dal3i moznosti mutace dané sekvence DNA je mistné orientovana
mutageneze. V 3irokém rozsahu pouZivand strategie pro tento typ mutageneze byla puvodné
navrzena Hutchinsonem a Edgellem (J. Virol. 8, 181 [1971]) a zahrnuje hybridizaci syntetického
oligonukleotidu, nesouciho pozadovanou substituci nukleotidu, k cilové oblasti jednovlaknové
sekvence DNA, do niz ma byt mutace zavedena [piehled je uveden napfiklad v Smith. Annual
Rev. Genet. 19, 423 (1985)]. Zlepsené metody jsou uvedeny ve druhé az Sesté citaci Stanssena
a dalsich (1989).

Jednou takovou piednostni metodou je metoda Stanssena a dalSich (1989), pii niz se pouziva
"gapped duplex DNA", kterou piivodné popsali Kramer a dalsi roku 1984 [viz vySe uvedena
citace a citace Kramer a Fritz. Methods in Enzymology, (1987), Academic Press Inc., USA],
s tim rozdilem, Ze se pro selekci vlakna, obsahujiciho mutaci, pouzivd geni odolnosti proti
antibiotikiim misto funké&nich geni M13, kromé phazmidové technologie, kterou také popsali
Stanssen a dali (1989) (viz vy$e uvedena citace). Vyhodou tohoto postupu je také moZnost
provadét nasledné cykly mutageneze, aniz by bylo nutno pfenasSet gen do nového vektoru pro
mutagenezi, druhé kolo mutageneze se 1isi pouze v selekci na jiny antibioticky marker (Stanssen
a dalsi, viz vy3e). Pro kontrolu lze pouzit mistné specifické zpétné mutageneze mutantu na TNF
divokého typu. Kromé toho, pouziti oligonukleotidu, ktery vytvari nebo nici restrikéni misto
genu TNF, umoziiuje kontrolovat mutant nejen hybridizaci k oligonukleotidu, pouzitému pro
mistné orientovanou mutagenezi, nybrz také na zakladé pfitomnosti nebo nepfitomnsti
restrikéniho mista. Pro vytvofeni série hTNF muteinu, v nichz je v definované poloze jejich
aminokyselinové sekvence aminokyselina divokého typu nahrazena jakoukoliv aminokyselinou,
vyskytujici se v pfirodé, se pouZiva série oligonukleotidi se vSemi moznymi kodony
v definované poloze.

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, dal$i moznosti, jak mutovat danou sekvenci DNA, je mutageneze za
pouziti fetézové reakce s polymerazou (PCR). Zaklady této metody jsou popsany v publikaci
Whitea a dal3ich (1989), pficemz zlep3ené postupy jsou napfiklad popsany v publikaci Innis
a dalsi (PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press, Inc. , (1990)).

PCR je metoda in vitro, ktera se hodi pro vyrobu velkych mnozstvi specifickych fragmenti DNA
o definované délce asekvenci zmalych mnozstvi templatové DNA. PCR je zaloZena na
enzymatické amplifikaci fragmentu DNA, lemovaného dvéma oligonukleotidovymi primery.
které se hybridizuji k opaénym vlaknim cilové sekvence. Primery jsou orientovany tak, ze jejich
3' konce sméfuji k sob&. Opakované cykly tepelné denaturace templatu, tepelné hybridizace
primert ke komplementarnim sekvencim a prodluzovani hybridizovanych primerti pomoci DNA
polymerazy vedou k amplifikaci segmentu mezi 5' konce primerd PCR. Vzhledem k tomu, Ze
produkt prodluzovani kazdého primeru muze slouzit jako templat pro dalsi primer, v kazdém
cyklu se v podstaté zdvojnasobi mnozstvi fragmentu DNA, produkovaného v piedchozim cyklu.
Vzhledem k tomu, Ze primery jsou fyzicky zabudovany do amplifikovaného produktu a chyby
mezi 5' koncem primeru atemplatem podstatné neovliviiuji ucinnost amplifikace, je mozno
pozménovat amplifikovanou sekvenci zavadénim pozadované mutace do amplifikované DNA.
Za pouziti tepelné stalé Taq DNA polymerazy, izolované ztermofilni bakterie Thermus
aquaticus, je mozno se vyhnout denaturaci polymerazy, ktera jinak vyZzaduje pfidavek enzymu po
kazdém stupni tepelné denaturace. Tento vyvoj vedl k automatizaci PCR za pouziti raznych
zafizeni pro jednoduché cyklovani teploty. Kromé toho, specifi¢nost amplifikaéni reakce se zvysi
tim, Ze se pouzije vyssich teplot pro hybridizaci primeru a prodluzovéni. Zvyseni specifi¢nosti
zlepSuje celkovy vytézek amplifikovanych produktd tim, Ze se minimalizuje konkurence
necilovych fragmentd o enzym a primery.

Navrhovani a syntéza oligonukleotidi se mohou provadét zpisobem zndmym v tomto oboru,
ktery je napfiklad popsan v publikaci Sambrook a dalsi (1989), nebo v nékteré z publikaci, které
byly uvedeny vy3e v souvislosti s mistné orientovanou mutagenezi.
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Jakmile se vytvoti sekvence DNA koédujici hTNF mutein podle tohoto vynalezu, je moZno
piistoupit k expresi pomoci phazmidové technologie, popsané vyse, nebo pomoci jakéhokoliv
jiného vhodného pronebo eukaryotického expresniho systému, dobfe znamého v tomto oboru
(viz naptiklad Sambrook a dalsi, vySe uvedena citace).

Exprese se prednostné provadi v prokaryotickych burikach, napfiklad E. coli. Bacillus subtilis
apod., pfiéemz prednost se dava E. coli, zejména kmenim E. coli K12, napiiklad M15
[popsanym jako DZ 291, Villarejo a dali v J. Bacteriol 120, 466-474 (1974)] , HB 101 [ATCC
¢. 33694] WK6 (Stranssens a dal3i, viz vyse), nebo E. coli SGI3009 [Gottesman a dalsi J.
Bacteriol 148, 265 az 273 (1981) ]. Exprese hTNF muteinti podle tohoto vynalezu se také mize
provadét v nizSich nebo vyssich eukaryotickych buiikach, jako jsou naptiklad kvasinkové buiiky
(jako Saccharomyces nebo Pichia atd.), vlaknité houby (jako Aspergillus atd.), nebo bunécnych
liniich (jako jsou vaje¢nikové bunéné linie Cinského kiecka atd.), pfiemz expresi
v kvasinkovych buiikach se dava prednost [viz Sreekrishna adal$i. Biochem. 28, 4117-4125
(1989); Hitzeman adal3i. Nature 293, 717 az 722 (1981); Evropskd patentova piihlaska
publikovana pod &islem 263311]. Exprese hTNF muteini podle tohoto vynilezu se v takovych
systémech miize provadét bud’ intracelularng, nebo po vhodné adaptaci genu také extracelularné
(viz Leemans a dalsi, Gene 85, 99 az 108, 1989).

Vhodnymi vektory pro pouziti pfi expresi v E. coli jsou napfiklad vektory, které uvadéji
Sambrook a dal3i ve vy3e uvedené citaci, nebo Fiers a dal§i v "Procd. 8th Int. Biotechnology
Symposium" [Soc. Franc, de Microbiol., Pafiz (Durandt a dal3i red.), str. 680 az 697 (1988)],
nebo konkrétnéji vektory ze skupiny pDS [Bujard a dal$i Methods in Enzymology, red. Wu
a Grossmann. Academic Press. Inc, sv. 155, 416 az 433 (1987); Stiiber a dal$i, Immunological
Methods, red. Lefkovits a Pernis. Academic Press. Inc., sv. IV 121 az 152 (1990)], jako
napiikiad

pDS56/RBSII, SphI-TNFa(Thr86) (viz priklad I), nebo

pDS56/RBSII, Sphl-TNFo(Trp32Thr86) (viz priklad III), nebo

pDS56/RBSIHI, SphI-TNFa(Ser29Thr86) ,

pDSS6/RBSII, SphI-TNFa(Ser29Trp32Thr86) ,

pDS56/RBSIIL, Sphl-TNFa(Asn31Thr32Thr86), nebo

pDS56/RBSII, Sphl-TNFa(Glu31Thr86) (viz priklad [V).

Jelikoz lze stémito specifickymi pDS56/RBSII-plazmidy diky jejich specifickym prvkim
promotor/operator a ribosomalnim vazebnym mistim dosahnout vysoké urovné exprese, je
mozZno tyto plazmidy udrzovat v buitkach E. coli pouze za piedpokladu, Ze je aktivita prvku
promotor/operéator potlacena vazbou lac represoru k operatoru. Aktivitu promotoru je mozno
restaurovat pfi pozadované hustoté bunék pridavkem IPTG, ktery inaktivuje represor a uvoliuje
promotor. JelikoZ vétsina kment E. coli neposkytuje dostatek represorovych molekul pro tplné
potladeni funkce promotorovych sekvenci, pfitomnych v téchto plazmidech s vysokym poctem
kopii, takové kmeny E. coli, jako je E. coli M15 nebo SG13009, je tieba transformovat nejprve
plazmidem, jako je pREP4 (viz obr. 2a a 2b), kédujicim lac represor, pied tim, nez se provede
jejich transformace specifickymi pDS56/RBSI-plazmidy podle vynalezu. Teprve potom lze tyto
plazmidy stabilné udrzet v buikach E. coli. Kromé toho, ze pREP4 kéduje lac represor, obsahuje
také oblast plazmmidu pACYC184 [Chang a Cohen, J. Bacteriol. 134, 1141 az 1156 (1978)],
kterd obsahuje viechny informace, potiebné pro replikaci a stabilni transmisi na dcefiné buiiky
[dalsi informace lze také nalézt v "System for high level production in E. coli and rapid
purification of recombinant proteins: Application to epitope mapping, preparation of antibodies
and structure function analysis”, Stiiber a dalsi, v Inmunological Methods, sv. IV, str. 121 az
152, Lefkovitz a Pernis (red.), Academic Press, New York (1990)].

Transformace hostitelskych bunék vySe popsanymi vektory se mizZe provadét jakymkoliv
konvenénim postupem (viz napfiklad Sambrook adaldi, vySe uvedena citace). Pokud je
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hostitelska burika prokaryoticka, jako naptiklad E. coli, pfipravuji se kompetentni buriky, které
jsou schopny piijmout DNA zbunék, sklizenych po exponencidlni fazi ristu, apotom se
zpracovavaji znamou metodou s chloridem vapenatym. Transformace se také muZze provést po
vytvofeni protoplastu hostitelské buiiky, nebo jinymi metodami, zndmymi v tomto oboru, které
jsou naptiklad popsany v publikaci Sambrooka a dalsich (viz vyse).

Hostitelské organismy, které obsahuji pozadovany expresni vektor, se obvykle nechaji rist za
podminek, které jsou pro jejich riist optimalni. V p¥ipadé prokaryotického hostitele se na konci
exponencialniho rastu, kdy poklesne narust po¢tu bun€k za ¢asovou jednotku, vyvola exprese
pozadovaného hTNF muteinu, tj. DNA, ktera koduje pozadovany hTNF mutein, se transkribuje
a provede se translace transkribované mRNA. Indukce se mlize provést pfidanim induceru nebo
derepresoru k ristovému médiu, nebo zménou fyzikalniho parametru, napiiklad zménou teploty.
V expresnich vektorech, kterych se pouziva v pfednostnich provedeni tohoto vynalezu, se
exprese kontroluje lac represorem. Pfidavkem isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG)
dojde k derepresi sekvence, kontrolujici expresi, a tim se indukuje syntéza pozadovaného hTNF
muteinu.

hTNF muteiny podle tohoto vynalezu, produkované transformovanymi hostitelskymi bufikami,
popsanymi vy3e, se mohou izolovat z kultivaéniho média pted nebo po otevieni bunék a/nebo
extrakci jakoukoliv vhodnou metodou, ktera je znama v chemii proteinii a peptidi, jako je
napiiklad srazeni siranem amonnym, dialyza, ultrafiltrace, gelova filtrace nebo ionexova
chromatografie, gelova elektroforéza, izoelektricka fokusace, afinitni chromatografie, jako je
imunoafinitni chromatografie. HPLC apod. Jako konkrétni ptednostni metody je mozno uvést
sraZeni siranem amonnym a/nebo polyethyleniminem, dialyzu, afinitni chromatografii, napfiklad
na fenylagaréze, konkrétné fenyl-sephardze, nebo ionexovou chromatografii, konkrétné na
MONO-O- a/nebo MONO-Smatrici (Pharmacia, Uppsala, Svédsko). Zvlaité¢ vhodnymi jsou
metody, popsané v Tavernier a dalsi, J. Mol. Biol. 211, 493 az 501 (1990), a metody, popsané
v piikladu V.

Pfedmétem vynalezu je tedy také zpusob vyroby hTNF muteini, definovanych vyse, ktery se
vyznaduje tim, Ze se transformovana hostitelska buiika, popsana vyse, kultivuje ve vhodném
médiu a ze supernatantu kultury nebo samotné hostitelské buiiky se izoluje mutein, nacez se
tento mutein popfipadé pfevadi na farmaceuticky vhodnou siill. Predmétem vynalezu jsou také
viechny slouceniny, vyrobené timto zplisobem.

hTNF muteiny podle vynalezu jsou charakteristické tim, Ze vykazuji selektivni vazebnou afinitu
viéi humannimu p55-TNF-R. Tuto vlastnost lze stanovit jakoukoliv zkuSebni metodou, znamou
v tomto oboru, ktera se hodi pro méfeni vazebnych afinit. Tak napfiklad vazbu samotného TNF
a muteind podle tohoto vynéilezu je mozno méfit za pouziti bun€¢k v bunécné kultuie, které
exprimuji oba typy TNF-receptorti v odlisném stupni, jako jsou naptiklad bunky Hep-2, které
vylu¢né exprimuji humanni p55-TNF-R, a buiiky U937 nebo HL60, které kromé toho exprimuji
také humanni p75-TNF-R [viz Brockhaus a dalsi, Procd. Nat. Acad. Sci. USA 87, 3127 az 3131
(1990); Hohmann a dalsi, J. Biol. Chem. 264, 14927 az 14934, (1989); Loetscher a dalsi (1990);
Dembic adaldi (1990) ]. Vazebné afinity je také mozno stanovovat pfimo za pouziti
purifikovaného nativniho nebo rekombinantniho pS5-TNF-R a p75-TNF-R, jak je to konkrétné
popsano v piikladech, nebo za pouziti odpovidajicich rozpustnych analogi téchto receptor.

Pod oznaenim "selektivni vazebna afinita pro receptor p55 humanniho nekrotického
nadorového faktoru” se v kontextu piedloZzeného vynalezu rozumi rozdil ve vazebné afinité ke
dvéma typim receptord TNF, ktery je vzhledem k pouzitému zkuSebnimu systému dostate¢né
signifikantni, aby bylo moZno konstatovat, ze se mutein podle vynalezu selektivné vaze k p55-
TNF-receptorim, podobné jako TNF divokého typu, pficemz v3ak tento mutein v podstaté ztratil
schopnost funkéné relevantni vazby k hp75-TNF-R. V kontextu zkuSebniho systému, kterého se
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pouziva v ptikladech, toto oznaCeni konkrétné€ji znamena, Zze hodnota Kp specifického hTNF
muteinu podle vynalezu je 10x nebo vickrat (s vyhodou alespoii asi 100x) vy3si neZ hodnota Kp
TNFa divokého typu, pfi stanoveni zkouskou vazby in vitro s rekombinantnim rozpustnym hp75-
TNF-R, zatimco jeho hodnota Kp, stanovena zkouskou vazby in vitro srekombinantnim
rozpustnym hp55-TNF-R se nelisi o vice nez dvojnasobek, ve srovnani s TNFa divokého typu.
Je samoziejmé, Zze uvadéné konkrétni hodnoty Kp maji slouzit pouze pro ilustrativni acely
a v zadném rozsahu neomezuji vynélez.

hTNF muteiny podle tohoto vynalezu vykazuji protinddorovou uéinnost, kterou lze prokazat
metodami, znamymi v tomto oboru.

hTNF muteiny je mozno podavat samotné nebo v kombinaci s jednou nebo vice pfidavnymi
slou¢eninami podle vynalezu ve formé farmaceuticky vhodnych oralnich, injekénich nebo
topickych ptipravki. Pfi podavani se bude pouzivat takovych davek, aby se u pacienta dosahlo
mnoZstvi u€inné sloueniny, které je schopno uéinné modifikovat biologickou funkci, kterou
hTNF muteiny maji.

Dalsim pfedmétem tohoto vynalezu jsou proto pfipravky, obsahujici hTNF muteiny podle tohoto
vynalezu ve spojeni s kompatibilnimi farmaceuticky vhodnymi nosi¢ovymi latkami. Mize se
pouzivat jakychkoliv vhodnych nosi¢ovych latek. Jako nosiové latky prichazeji v avahu
organické nebo anorganické latky, které se hodi pro enterdlni, perkutdnni nebo parenteralni
podavani. Jako vhodné nosi¢e je mozno uvést vodu, Zelatinu, arabskou gumu, laktdzu, Skrob,
stearan hofe¢naty, mastek, rostlinné oleje, polyalkylenglykoly, vazelinu apod. Farmaceutické
piipravky mohou kromé toho obsahovat také jiné farmaceuticky ucinné latky. V souladu
s obvyklou praxi vyroby farmaceutickych pfipravki je také mozno pfidavat dalsi piisady, jako
jsou ochucovadla, konzervaéni latky, stabilizatory, emulgatory, pufry apod.

Farmaceutické piipravky je mozno upravovat na jakékoliv obvyklé formy, véetné a) pevnych
forem pro oralni podavani, jako jsou tablety, kapsle, pilule, prasky, granule apod.; b) kapalnych
forem pro oralni podavani, jako jsou roztoky, sirupy, suspenze, elixiry apod.; c) pfipravki pro
parenteralni podavani, jako jsou sterilni roztoky, suspenze nebo emulze; ad) pfipravkd pro
topické podavani, jako jsou roztoky, suspenze, masti, krémy, gely, mikronizované prasky,
aerosoly apod. Farmaceutické ptipravky je mozno sterilizovat a/nebo mohou obsahovat pomocné
piisady, jako jsou konzervacni latky, stabilizatory, smacedla, emulgatory, soli pro zménu
osmotického tlaku a/nebo pufry.

Z parenteralnich davkovacich forem pfichazeji v Gvahu infuzni roztoky nebo injekCni roztoky.
Injekce je mozno podavat intravendzné nebo intramuskularné. Pipravky podle vynalezu mohou
také obsahovat jiné terapeuticky u¢inné latky. V souladu s béznou praxi farmaceutické vyroby je
také mozno k nim pfidavat konzervaéni latky, stabilizatory, emulgatory, pufry apod.

Proti hTNF muteinim podle vynalezu je kone¢né mozno vypéstovat protilatky. Téchto protilatek
se mlze pouzivat dobfe znamym zplsobem k diagnostickym nebo terapeutickym uceliim, jakoz
i k purifikaénim G¢elim. Protilatky je mozno ziskat tak, Ze se savcim nebo ptakim injikuje
dostate¢né mnozstvi vakcinového ptipravku, obsahujictho hTNF mutein podle vynélezu,
a kompatibilni farmaceuticky nosi¢, aby se vyvolala produkce protilatek proti tomuto hTNF
muteinu. Vhodné mnozstvi hTNF muteinu, kterého je v tomto pfipadé zapotiebi, je odbornikiim
v tomto oboru znamé, nebo je lze stanovit rutinnim experimentovanim. Pod oznacenim
"farmaceuticky nosi¢", jak se ho pouziva v kontextu tohoto vynalezu, se rozuméji standardni
latky, které je mozno podavat lidem, nebo typické pomocné latky, pouzivané v ockovacich
latkach pro zvirata.
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TNF je silnym pleiotropickym cytokinem. Jeho &etné rizné ii¢innosti, jako je napiikiad i¢innost
ristového faktoru na imunni buiiky, (&innost mediatoru pfi zanétech nebo G€innost induktoru
specifickych genti v endotheliu, je moZno spatfovat v kontextu obrany hostitele vuci infekei
a poranéni. TNF také vykazuje vysokou systemickou toxicitu. Skodlivé Gginky bakteriemie
a septického $oku nebo bakteridlni meningitis jsou do zna¢né miry mediovany endogennimi
cytokiny, mezi nimiz hraje TNF &asnou a dilezitou ilohu. Kromé toho mnohé buiiky a bunééné
linie jsou citlivé viéi piimé cytotoxické iCinnosti TNF. V protinaddorové Gc¢innosti TNF, jak
vyplyva ze studii na zvitatech, se pravdépodobné spojuji rizné systemické GCinky s celularni
toxicitou.

Tato fakta tvoii raciondlni zaklad pro vyvoj novych terapeutickych strategii za pouziti hTNF
muteind podle tohoto vynalezu. Pii téchto strategiich se zejména plné vyuzivda moznosti
rozdéleni mnoha riznych G&innosti hTNF na Zzadouci a nezadouci. Jednim ptikladem je pouziti
hTNF muteind podle tohoto vynalezu ve vysokych davkach, jako protinadorovych ¢inidel, coZ je
umoznéno snizenou systemickou toxicitou téchto latek. Tak lze obejit striktni omezeni davky
hTNF divokého typu pti 1é€b& pacientt, trpicich rakovinou, které je vnuceno vysokou toxicitou
hTNF. Potencialni pouziti hTNF muteini podle tohoto vynélezu se viak neomezuje na lé¢bu
rakoviny. Pfi 1é¢bé jakékoliv choroby, pti niz hraje TNF prospésnou tlohu jako obranny faktor
hostitele proti bakterialni infekci [viz napfiklad Kindler V. a dalsi Cell 56, 731 az 740 (1989);
Nakano Y. adalsi J. Immunol. 144, 1935 (1990)], nebo jako mediator pfi zanétech, se mize
dosahnout uzitku za pouziti [é¢iva, které je specifické vii¢i receptorim 55kDa TNF typu, jako
jsou hTNF muteiny podle tohoto vynalezu. Bylo jiz také ukazano, ze TNF ma svou Glohu pfi
kachexii [napfiklad Beutler B. a Cerami, viz vy$e uvedena publikace], a TNF muteini podle
tohoto vynalezu, které maji nizkou systemickou toxicitu, by bylo moZno pouZivat pro
antiobezitni terapii. I pii 16¢b& chorob, které jsou charakteristické toxickymi d¢innostmi
nadmérného uvoliovani TNF, které vedou k septickému 3oku nebo bakterialni meningitis, se
miZe dosahnout uzitku za pouziti 55kDa TNF receptor-specifickych agonisti, jako jsou muteiny
podle tohoto vynalezu, poptipadé v kombinaci s antagonisty TNF.

Obsirny piehled nové se objevujici role TNF pii novych terapiich, pfi nichZ je mozno ofekavat,
7e bude velmi vyhodny specificky charakter TNF agonistli pS5-receptorového typu, které mayji
snizenou systemickou toxicitu a jsou schopny spustit pouze nékteré z mnoha riznych uinnosti
TNF ve srovnani s TNF divokého typu, byl publikovan v Tumor Necrosis Factors, The
Molecules and their Emerging Role in Medicine, B. Beutler red. Raven Press, 1992, ISBN
0-88167-852-X. Tento piehled zahrnuje také vyuziti G¢innosti TNF pfi modulaci endothelilnich
bunéénych homeostatickych vlastnosti a neurofilni adheze, ischemii tkani a poskozeni reperfuzi,
pfi plsobeni na osteoblasty a osteoklasty pfi resorpci kosti, pii plisobeni jako riistového faktoru
obecné na mnohé tkané a pfi hematopoiesi, jakoZz i pfi plisobeni na metabolismus a vyZzivu.
Indukce specifickych genu, zajist'ujicich mechanismy bunécné ochrany, jako je indukce Mn,O;-
dismutazy, o niZ je znamo, ze je pod kontrolou p55-TNF-R [Lewis a dalsi Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88, 2830 (1991); Tartaglia a dal3i Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 9292 (1991)], nebo ptima
cytotoxicita TNF u nékterych bunék, to viechno poskytuje racionalni zaklad pro nové moZnosti
terapeutickych strategii za pouziti TNF agonistu, které specificky plsobi na urcité receptory.
Vlastnosti TNF, jakozto faktoru rustu/diferenciace pfi vytvafeni lymfokinem aktivovanych
zabijegskych bunék (LAK), zfejmé pfispivaji k protinddorovym G¢innostem TNF.

Dilezitym aspektem je, Ze viechny tyto G&innosti je mozno posilit nebo modulovat kombinaci
s jinymi rekombinantnimi cytokiny, jako je naptiklad interferon-gamma.

Vynalez je podrobnéji popsan v nasledujicich ptikladech provedeni. Tyto pfiklady maji vyhradné

ilustrativni charakter a v Zddném sméru neomezuji rozsah vynalezu. V prikladech se pouziva
odkazu na pfipojené obrazky.
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Jsou zavedeny nasledujici zkratky: Symboly B, E, H, S, Xb a X oznaéuji $tépici mista pro
restrikéni enzymy Bgll, EcORI, HindIIl, Sall, Xbal a Xhol.

\ Q predstavuje regulovatelny prvek promotor/opera-

tor N250PSN250P29,

s el e St predstavuje syntetické ribosomalni vazebné

misto RBSII,SphI,

- predstavuje geny pro TNFa (TNFa), B-laktamézu

(bla), chloramfenikol acetyltransferasu (cat), lac represor

(lacI) a neonmycin fosfotransferasu (neo),

predstavuje transkripéni terminatory t, fagu

lambda (to) a Tl rrnB operonu E. coli (T1),
D et predstavuje replikaéni oblasti plazmidd pBR322
M

a pREP4 (repl.)

ssmmemm) - predstavuje kédovaci oblast pod kontrolou

N250PSN250P29 a RBSII,SphI.

Piehled obrazki na vykrese

10 Naobr. la je zndzornéna schematicka kresba plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNFa.
Na obr. Ib je uvedena Gplna nukleotidova sekvence plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNFa. V této
sekvenci jsou oznaéeny sekvence, rozpoznané restrikénimi enzymy zobr. la. Znazornéna
aminokyselinova sekvence pfedstavuje v tiipismenovém koédu sekvenci maturovaného TNFa
15 (157 aminokyselin).
Na obr. 2a je uvedena schematicka kresba plazmidu pREP4.

Na obr. 2b je uvedena Gplna nukleotidova sekvence plazmidu pREP4. V této sekvenci jsou
20 oznadeny sekvence, rozpoznané restrikénimi enzymy z obr. 2a.

Na obr. 3 je znazornéna piiprava fragmentu EcoRI-Hindlll, kédujiciho TNFa muteiny Thr*-
TNFa.
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Na obr. 4 je znizornéna nukleotidova sekvence fragmentu 1 plazmidu pDS56/RBSI, Sphl-
TNFo(Trp32).

Na obr. 5 je znazornéna nukleotidova sekvence fragmentu 1 plazmidu pDS56/RBSII, Sphi-
TNFa(Ser29).

Na obr. 6 je znazornéna nukleotidova sekvence fragmentu 1 plazmidu pDS56/RBSII, Sphi-
TNFa(Ser29Trp32).

Na obr. 7 je znazornéna kompetitivni vazba humanniho TNFa divokého typu a Thr®, Trp*>-Thr*
a Ser”-Trp*>-Thr*® muteind k rekombinantnim huméannim TNF receptorim p-75 a p-55.

Mikrotitrové plotny, povledené rekombinantnim huméannim fizovanym proteinem p-75TNF-R-
IgGgamma3 (okénko A) arekombinantnim humannim fizovanym proteinem p-55TNF-R-
IgGgamma3 (okénko B), se inkubuji s radioznaéenym huméannim TNFa za pfitomnosti riiznych
koncentraci TNFo divokého typu (plné krouzky), Thr86 muteinu (prazdné krouzky), Trp*>-Thr*
muteinu (prazdné ctverecky) a Ser”-Trp*>-Thr* muteinu (prazdné trojuhelniky). Po 3 hodinach
pii teploté mistnosti se stanovuje vazana radioaktivita v pocita¢i gamma rozpadi.

Na obr. 8 je znazornéna kompetitivni vazba humanniho TNFa divokého typu a Ser®-Thr*,
Glu®-Thr* a Asn®'-Thr*2-Thr® muteind k rekombinantnim TNF receptoram p-75 a p-55.

Mikrotitrové plotny, povle¢ené rekombinantnim huménnim fizovanym proteinem p-75TNF-R-
IgGgamma3 (okénko A) arekombinantnim humannim fizovanym proteinem p-55TNF-R-
IgGgamma3 (okénko B), se inkubuji s radiozna¢enym humannim TNFa za pfitomnosti riznych
koncentraci TNFa divokého typu (plné krouzky), Ser”-Thr*® muteinu (prazdné krouzky), Asn’'-
Thr2-Thr*® muteinu (prézdné &tverecky) a Glu’'-Thr® muteinu (prézdné trojihelnicky). Po 3
hodinach pfi teploté mistnosti se stanovuje vazana radioaktivita v po¢itati gamma rozpadu.

Pokud neni uvedeno jinak, rozumi se pod procentickymi udaji u pevnych latek v pevnych
smésich udaje hmotnostni, u kapalnych latek v kapalnych smésich daje objemové a u pevnych
latek v kapalnych smésich udaje typu hmotnost/objem, které lze vyndsobenim deseti prepoCitat
na tdaje g/l.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad I
Vyroba Thr**-TNFa
Plazmid pDS56/RBSII, Sphl-TNFa

Humanni TNFa expresni plazmid pDS56/RBSII, SphI-TNFa (viz obr. 1) je zdrojem TNFa genu
pro pkipravu rinych TNFa muteint podle tohoto vynélezu. Transformovany kmen E. coli M15
[pREP4;DS56/RBSII, SphI-TNFa] byl v souladu s Budapest'skou dohodou o ukladani mikro-
organismi pro patentové ugely uloZen ve sbirce Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH (DSM) v Branschweigu. SRN, dne 8. zafi 1991 pod piiristkovym Cislem
DSM 6713.

Mutageneze TNFa genu za pouziti PCR
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Provedou se dvé PCR reakce s plazmidem pDS56/RBSII, SphI-TNFa (obr. 1), jako templatovou
DNA, za pouziti soupravy Perkin-Elmer Cetus GeneAmp(R) DNA Amplification Reagent Kit
s AmpliTaq(R) Recombinant Taq DNA Polymerase [viz obr. 3].

Reakce se provadi sprimery 17/F (5-GGCGTATCACGAGGCCCTTTCG-3'; primer 17/F
obsahuje nukleotidy 3949-3970 plazmidu pDS56/RBSII, SpHI-TNFat), a29/M22 (5-
GTAGGTGACGGCGATGCGGCTGATGGT-3"; primer 29/M22 obsahuje nukleotidy, které jsou
komplementarni vi€i nukleotidim 378-352 plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNFa mutovana baze
je podtrzena).

Reakce Il se provadi sprimery 29/MR1 (5-CAGACCAAGGTCAACCTCCTC-3'; primer
29/MR1 obsahuje nukleotidy 379-399 plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNFa), a 17/0 (5'-
CATTACTGGATCTATCAACAGG-3"; primer 17/0 obsahuje nukleotidy, které jsou komple-
mentarni vii¢i nukleotidim 748-727 plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNFa).

Pfi typickém experimentu 10 pl templatu DNA (long), 5 pl jednoho a5 pl druhého primeru
(vzdy 100 pmol), 16 pul ANTP smési (1,25 mM dATP, dGTP, dCTP a dTTP), 10 pl 10x reakéniho
pufru (100 mM Tris-Hcl o pH 8,3, 500 mM chloridu draselného, 15 mM chloridu hofeénatého
a0,1 % Zzelatiny), 1 pl (5 jednotek), AmpliTaq”’DNA polymerazy a 53 ul vody se smicha
v Eppendorfové trubici a piekryje 80 ml mineralniho oleje (Perkin-Elmer Cetus). Trubice se
pienesou do termélniho cyklovacde pro DNA (TRIO-Thermoblock. Biometra), udrzuji 1 minutu
pfi 94 °C, potom se provede 35 cyklid taveni DNA (1 minuta pti 94 °C), hybridizace primert
(1 minuta pti 50 °C) a prodluzovani primert (3 minuty pii 72 °C). Po dalSich dvou minutach pfi
72 °C se reakéni smési ochladi na teplotu mistnosti a extrahuji chloroformem. DNA, ktera je
pfitomna ve vodné fazi, se srazi ethanolem a podrobi elektroforéze na 6% polyakrylamidovém
gelu (Sambrook a dalsi, 1989). Po obarveni DNA ethidiumbromidem se z gelu izoluji fragmenty
1 a Il (viz obr. 3) a piecisti (Sambrook a dalsi, 1989).

Vyroba DNA fragmentu, kédujiciho Thr**-TNF-c

Fragmenty | a Il se enzymaticky fosforyluji a potom vzajemné liguji (Sambrook a dalsi, 1989).
Provede se tepelna inaktivace ligazy a Stépeni restrikénimi enzymy EcORI a HindIIl a DNA se
podrobi elektroforéze na 6% polyakrylamidovém gelu. DNA se obarvi ethidiumbromidem
a v gelu se izoluje EcORI-HindllI fragment A (viz obr. 3), ktery se potom pfecisti (viz vyse).

Vyroba plazmidu, kédujiciho Thr**-TNF-o

EcORI-HindIII fragment A se vsune standardnimi metodami [Sambrook a dalsi 1989] do EcORI-
HindIlIl otevieného plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNF-a za vzniku plazmidu pDS56/RBSII,
Sphl-TNF-o(Thr86). Vyrobi se plazmidova DNA (Birnboim a dalsi, 1979) a totoZnost kodujici
oblasti pro TNF-a mutein se potvrdi sekvenovanim dvouvlaknové DNA (Sambrook a dalsi,
1989).

Vyroba Thr**-TNF-o

Plazmid pDS56/RBSII, SphI-TNF-a(Thr86) se transformuje do bunék M15, které jiz obsahuji
plazmid pREP34, standardnimi metodami (viz vyse). Transformované buriky se nechaji rist pfi
37 °C v LB médiu (Sambrook a dalsi, 1989), obsahujicim 100 mg/ml ampicilinu a 25 mg/l
kanamycinu. Pfi dosazeni optické hustoty asi 0,7 az 1,0 (pfi 600 nm) se ptida IPTG az do finalni
koncentrace 2 mM. Po dal3ich 2,5 az 5 hodinéach pti 37 °C se buiiky sklidi odstredénim.
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Priklad II
Vyroba Glu>' TNF-a a Asn®' Thr**-TNF-a
Principy

TNF-a muteiny Glu®'-TNF-a a Asn’' Thr1*>-TNF-a se vyvrobi postupem, ktery je podrobng
popsan v ptikladu I pro ptipad vyroby Thr*-TNF-a. Proto jsou v popisu vyroby TNF-a. muteini,
uvedenych vyse, specifikovany pouze primery, pouzité pii PCR reakci I a II. Kromé toho jsou
uvedeny nazvy expresnich plazmidim, kédujicich riizné TNF-a muteiny.

Vyroba Glu’'-TNF-a.

PCR reakce se provadi s primery 17/F (5-GGCGTATCACGAGCCCTTTCG-3'; primer 17/F
obsahuje  nukleotidy 3949 plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNF-a), a2l/M5 (5-
ATTGGCCCGCTCGTTCAGCCACTGGAGCTGCCCCTC-3"; primer 21/MS5 obsahuje nukleo-
tidy, které jsou komplementarni vi¢i nukleotidim 219-184 plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNF-
o, mutované baze jsou podtrzeny. PCR reakce II se provadi sprimery 21I/MR (5-
GCCCTCCTGGCCAATGGCGTGG-3"; primer 21/MR obsahuje nukleotidy 220-241 plazmidu
pDS56/RBSII, SpHI-TNF-o), a 17/0 (5-CATTACTGGATCTATCAACAGG-3', primer 17/0
obsahuje nukleotidy, které jsou komplementarni vi¢i nukleotidim 748-727 plazmidu
pDS56/RBSII, SphI-TNF-at).

Vysledného expresniho plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNF-a(Glu31) se pouzije pro produkci
GIu®'-TNF-a a pii konstrukci plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNF-a(Glu31Thr86) (viz ptiklad
V).

Vyroba Asn® Thr’-TNF-«

PCR reakce se provadi s primery 17/F (5-GGCGTATCACGAGGCCCTTTCG-3"; primer 17/F
obsahuje nukleotidy 3949-3970 plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNF-a), a21/M6 (5-
ATTGGCAGTGTTGTTCAGCCACTGGAGCTGCCCCTC-3";  primer 21/M6  obsahuje
nukleotidy, které jsou komplementarni vaéi nukleotidiim 219-184 plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-
TNF-o, mutované baze jsou podtrzeny. PCR reakce se provadi sprimery 21/MR (5'-
GCCCTCCTGGCCAATGGCGTGG-3"; primer 21/MR obsahuje nukleotidy 220-241 plazmidu
pDS56/RBSII, Sphl-TNF-a), a 17/0 (5'-CATTACTGGATCTATCAACAGG-3'; primer 17/0
obsahuje nukleotidy, které jsou komplementdrni vi&i nukleotidim 748-727 plazmidu

pDS56/RBSII, SphI-TNF-a.
Vysledného expresniho plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNF-a(Asn31Thr32) se pouzije na

produkci  Asn®-Thr'>-TNF-a apti konstrukci plazmidu pDSS6/RBSII,  Sphl-TNF-
o(Asn3 1 Thr32Thr86) (viz ptiklad IV)

Priklad III

Vyroba Trp** Thr®*-TNF-a
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Principy

Pro vyrobu Trp*’Thr®-TNF-a se zkonstruuje expresni plazmid pDSS56/RBSII, SphI-TNF-
o(Trp32Thr86), kterého se potom pouZije pro Trp*’-Thr**-TNF-a v E. coli.

Konstrukce plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNF-o(Trp32Thr86)

V3iechny expresni plazmidy, popsané v ptikladech [ a II, obsahuji stejnd dvé mista pro restrik&ni
enzym Bgll, jako plazmid pDS56/RBSII, Sphl-TNF-a (viz obrazek 1). Jedno z téchto mist je
umisténo v B-laktamazovém genu, zatimco druhé je umisténo v TNF-a genu. Toto druhé misto
rozdéluje kddujici oblast pro TNF-ot na dvé &asti: jedna ¢ast koduje aminokyseliny 1 az 36 TNF-
o, zatimco druha &ast koduje aminokyseliny 37 az 157 TNF-a (viz obr. 1b).

Pii konstrukci plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNF-a(Trp32Thr86) se standardnimi metodami
(Sambrook a dalsi, 1989) vyrobi fragmenty DNA 1 a 2. Fragment 1 (sekvence jsou uvedeny na
obr. 4) je maly Bgll fragment plazmidu pDSS6/RBSII, Sphl-TNF-a(Trp32) s regulovatelnou
promotorovou a koédujici oblasti pro Trp’-TNF-a az do aminokyseliny 36. Fragment 2 je velky
Bgll fragment plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNF-a(Thr86) s kodujici oblasti pro Thr®-TNF-a,
podinaje aminokyselinou 37 a replikaéni oblasti plazmidu. Fragment 1 se liguje s enzymaticky

defosforylovanym fragmentem 2 (Sambrook a dalsi, 1989) za vzniku plazmidu pDS56/RBSI],
SphI-TNF-a(Trp32Thr86).

MI15(pREP4;pDS56/RBSII, Sphl-TNF-o(Trp32) buiiky byly uloZzeny v souladu s Budapest'skou
dohodou o ukladani mikroorganismi pro G¢ely patentového fizeni ve sbirce Deutsche Sammiung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) v Braunschweigu, SRN, 19. listopadu
1990 pod prirGstkovym ¢islem DSM 6241.

Produkce Trp**Thr**-TNF-a

Plazmid pDS56/RBSII, SphI-TNF-o(Trp32Thr86) se transformuje do bunék E. coli M15, které
jiz obsahuji plazmid pREP4, standardnimi metodami. Transformované butiky se nechaji rast pfi
37 °C vLB médiu (Sambrook a dal§i, 1989), obsahujicim 100 mg/ml ampicilinu a 25 mg/l
kanamycinu. Pii dosaZeni optické hustoty asi 0,7 az 1,0 (pti 600 nm) se pfida IPTG az do finalni
koncentrace 2 mM. Po dal$ich 2,5 az 5 hodinach pii 37 °C se buriky sklidi odstfedénim.

Priklad IV

Vyroba SerThr¥-TNF-a. Ser”Trp3°Thr*-TNF-a.. Glu*' Thr*’- TNF-a a Asn®' Thr’The*-
TNF-co

Principy

TNF-o muteiny Ser”®Thr* TNF-a.. Ser® Trp > Thr*-TNF-a. Glu* The*-TNF-a a Asn’' Thr'*Thr*-
TNF-a. se vyrobi zpisobem, ktery je podrobné popsan v piikladu III pro ptipad vyroby
Trp**Thr¥®-TNF-a. Proto jsou v popisu vyroby TNF-a mutein@, uvedenych vyse, specifikovany
pouze fragmenty DNA, odpovidajici fragmentu 1 z pfikladu III. Déle jsou zde uvedeny nazvy
expresnich plazmida, kédujicich rizné TNF-c muteiny.
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Vyroba Ser”®Thr**-TNF-a

Fragment 1 (sekvence jsou na obr. 5) je maly Bgll fragment plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNF-
o (Ser29) s regulovatelnou promotorovou a kddujici oblasti pro Ser”-TNF-a az do amino-
kyseliny 36. Fragment 1 se liguje s enzymaticky defosforylovanym fragmentem 2 (viz ptiklad 3)
(Sambrook a dalsi, 1989) za vzniku plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNFa(Ser29Thr86), kterého
se potom pouzije pro produkct Ser Thr*®-TNF-a v E. coli.

M15 (pREP4;pDS56/RBSII, SphI-TNF-o(Ser29)) buiiky byly uloze v souladu s Budape3t'skou
dohodou o ukladani mikroorganismi pro Gcely patentového fizeni ve sbirce Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) v Braunschweigu, SRN,19. listopadu
1990 pod piirastkovym ¢islem DSM 6240.

Vyroba Ser® Trp**Thr**-TNFa

Fragment 1 (sekvence jsou na obr. 6) je maly bgll fragment plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-
TNFa(Ser29Trp32) s regulovatelnou promotorovou a kédujici oblasti pro Ser®Trp’>-TNFa az
do aminokyseliny 36. Fragment | se liguje s enzymaticky defosforylovanym fragmentem 2 (viz
priklad III) (Sambrook adalsi, 1989) za vzniku plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNFa-
(Ser29Trp32Thr86), kterého se potom pouzije pro produkci Ser®Trp*2 Thr*®-TNFa v E. coli.

Vyroba Glu*' Thr*®-TNFa

Fragment 1 je maly Bgll fragment plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNFa(Glu31) s regulovatelnou
promotorovou a kodujici oblasti pro Glu’'-TNFa az do aminokyseliny 36. Fragment 1 se liguje
s enzymaticky defosforylovanym fragmentem 2 (viz ptiklad III) (Sambrook a dalsi, 1989) za
vzniku plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNFo(Glu31Thr86), kterého se potom pouZije pro
produkci Glu*' Thr*®-TNFa v E. coli.

Vyroba Asn® Thr*?Thr**-TNFa

Fragment 1 je maly Bgll fragment plazmidu pDS56/RBSII, SphI-TNFa(Asn31Thr32) s regulo-
vatelnou promotorovou a kodujici oblasti pro Asn’ 'Thr’-TNFo. az do aminokyseliny 36.
Fragment 1 se liguje s enzymaticky defosforylovanym fragmentem 2 (Sambrook a dal$i, 1989) za
vzniku plazmidu pDS56/RBSII, Sphl-TNFa(Asn31Thr32Thr86), kterého se potom pouZije pro
produkci Asn’ Thr’Thr**-TNFa v E. coli.

Ptiklad V

Purifikace humannich TNFa muteinu

Jeden litr noéni kultury bunék E. coli, které byly transformovany a indukovany vy3e popsanym
zplisobem, se izoluje centrifugaci a potom resuspenduje ve 20 ml 50mM Tris, ph 7,2, 200mM
chloridu draselného, 50mM chloridu hofegnatého a 5% glycerolu. Buriky se rozbiji ve
Francouzském lisu za tlaku 137,4 MPa. Po vy&efeni centrifugaci (70 000 x g, 30 min, 4 °C) se
ptida pevny siran amonny az do vysledné koncentrace 30 %. Roztok se 1 hodinu micha pfi
teploté mistnosti a potom se 20 minut odstfed’uje pii 10 000 x g a teploté 4 °C. Supernatant se
prefiltruje pies filtr s péry 0,45 um a koncentrace siranu amonného v ném se upravi na 70 %.
Vysrazené proteiny se odstfedi, rozpusti ve 20 ml 20mM Tris o pH 9,0 a roztok se dialyzuje proti
stejnému pufru pies noc pti 4 °C. Vzorek dialyzovaného produktu o objemu 1 ml se nanese na
sloupec MonoQ (HR 5/5, LKB-Pharmacia), ktery je ekvilibrovan ve 20mM Tris o pH 9,0. Eluce
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se provadi linearnim gradientem chloridu sodného (0 az 400mM ve 20mM Tris o pH 9,0) pfi
pritokové rychlosti 0,5 ml/min. Zachycené frakce o objemu 0,5 ml se analyzuji na pfitomnost
TNFa muteind elektroforézou na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS-
PAGE). Pozitivni frakce se spoji, dialyzuji proti 20mM 2-morfolinethansulfonové kyseliné
(MES) o pH 6,0 ananesou na sloupec MonoS (HR 5/5, LKB-Pharmacia), ekvilibrovany ve
20mM MES o pH 6,0. Proteiny se eluuji linedrnim gradientem chloridu sodného (0 az 400mM ve
20mM MES o pH 6,0) pii prutokové rychlosti 0,5 ml/min. V rozmezi od 250mM do 350mM
roztoku chloridu sodného se eluuji rizné TNFa muteiny ve formé elektroforeticky ¢istych
proteinti. Po dialyze proti roztoku chloridu sodného, pufrovanému fosfitem (PBS), se stanovi
koncentrace proteinu pomoci stanoveni proteini BCA (Pierce Chemical Company) za pouziti
humanniho TNFa divokého typu jako standardu.

Priklad VI

Kompetitivni vazba huménniho TNFa a muteinti k rekombinantnim humannim receptorim p75-
TNF-R a p55-TNF-R

Pro zkousku kompetitivni vazby se mikrotitrové plotny povleCou rekombinantnimi fuzovanymi
proteiny humanni p75-TNF- R-humanni IgGgamma3 ahuménni p55-TNF-R-humanni
IgGgamma3, rozpusténymi v PBS na koncentraci 0,3 pg/ml a 0,1 pg/ml (100pl/jamka, pies noc
pii 4 °C) [Loetscher H. a dalsi J. Biol. Chem. 266, 18324 az 18329 (1991); Lesslauer W. a dal3i,
Eur. J. Immunol. 21, 2883 az 2886 (1991)]. Po blokovani blokovacim pufrem (50mM Tris, pH
7,4; 140mM chlorid sodny; 5mM kyselina ethylendiamintetraoctova, 0,02% azid sodny, 1%
netu¢né sudené mléko) se mikrotitrové plotny oplachnou PBS a inkubuji s 10 ng/ml humanniho
1251-TNFa, znadeného lodogenovou metodou (Pierce Chemical Company), az do dosaZeni
aktivity asi 30 uCi/ug, za pfitomnosti riznych koncentraci muteini. Objem &ini 100 pl/jamka
a kazda koncentrace se zkousi 3 x. Po 3 hodinach pfi teploté mistnosti se jamky dukladné
oplachnou PBS a stanovi se radioaktivita v po¢itati gamma rozpadi.
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CZ 283533 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Mutein humdanniho faktoru nekrézy nador, vykazujici selektivni vazebnou afinitu
k humannimu receptoru p55 faktoru nekrézy nadord, v némzZz je aminokyselinovd sekvence
humanniho faktoru nekrézy nadort

VAL ARG SER SER SER ARG THR PRO SER ASP LYS PRO VAL ALA HIS

20 30
VAL VAL ALA ASN PRO GLN ALA GLU GLY GLN LEU GLN TRP LEU ASN

40
ARG ARG ALA ASN ALA LEU LEU ALA ASN GLY VAL GLU LEU ARG ASP

50 60
ASN GLN LEU VAL VAL PRO SER GLU GLY LEU TYR LEU ILE TYR SER

70
GLN VAL LEU PHE LYS GLY GLN GLY GYS PRO SER THR HIS VAL LEU

80 90
LEU THR HIS THR ILE SER ARG ILE ALA VAL SER TYR GLN THR LYS

100
VAL ASN LEU LEU SER ALA ILE LYS SER PRO CYS GLN ARG GLU THR

110 120
PRO GLU GLY ALA GLU ALA LYS PRO TRP TYR GLU PRO ILE TYR LEU

130
GLY GLY VAL PHE GLN LEU GLU LYS GLY ASP ARG LEU SER ALA GLU

140 150
ILE ASN ARG PRO ASP TYR LEU ASP PHE ALA GLU SER GLY GLN VAL

157
TYR PHE GLY ILE [ILE ALA LEU

zménéna alesponi v poloze 86, kde je pritomen threoninovy zbytek misto serinového zbytku,
a jeho farmaceuticky vhodné soli.

2. Mutein podle naroku 1, vnémz je sekvence aminokyselin zménéna v jedné nebo vice
pfidavnych polohach, pfednostné v jedné nebo dvou pridavnych polohach, a jeho farmaceuticky
vhodné soli.

3. Mutein podle naroku 2, vnémz je sekvence aminokyselin zménéna v polohach 29 a 86;
31a86;32a86;29,32a86;a3l,32a 86, ajeho farmaceuticky vhodné soli.

-18 -
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4. Mutein podle narokil 1 az 3, zvoleny ze souboru, zahrnujictho THr**-TNFa, Ser”-Thr*-
TNFa, Glu*'-Thr®-TNFa, Trp>-Thr**- TNFa, Ser®-Trp*>-Thr**-TNFa nebo Asn*'-Thr-Thr*-
TNFa, a jeho farmaceuticky vhodné soli.

S. Sekvence DNA, ktera zahrnuje sekvenci DNA, kédujici mutein podle nékterého z naroku 1

az 4.

6. Mutein podle nékterého z naroki 1 az 4 pro 1éceni chorob.

7. Zpisob vyroby muteinu podle nékterého z narokli | az4, vyznadujici se tim, ze
se kultivuji hostitelské buiiky ve vhodném médiu a ze supernatantu kultury nebo samotnych

hostitelskych bunék se izoluje mutein atento mutein se popfipadé pievede na svou
farmaceuticky vhodnou stl.

8. Farmaceuticky pfipravek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje alespoii jeden mutein
podle nékterého z narokt 1 az 4, popfipadé v kombinaci s pfidavnymi farmaceuticky vhodnymi
latkami a/nebo netoxickymi, inertnimi, terapeuticky vhodnymi nosi¢ovymi latkami.

15 vykresi
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CCTGTAGCCC ATGTTGTAGC AAACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
Provalalad isvalvalAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

Bgll
GCTGAACCSC TGGGCCAATG CCCTCCIGEC
plLeuAsnArg TrrAlaAsnA laleu

3l
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3gll
GGAAGGGCC

AGTCTATTAA
AGTTTGCGEA
GICGTTIGET
TTACATGATC
CCGATCGTIG
GGCAGCALTG
CIGIGACTGG

CGACCGAGTT

CGTGCACCCA
GIGAGCAAMA
CACGGARAATG

ATTTATCAGS

CGIATCACGA

%hol

AATAGATTCA

AGGAGAAATT

CCIGTAGCCC
ProvalalaHd

GTCCAACCSC
pSerAsnArg
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Obr. . 3

2

GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC

TOGTIGCCSS

ACGTIGTTCC
» ~
Shd

IoCAT

CCCCAIGTIG

GCTCTIGCCS
TTAAAAGTGC
GATCTTACCG
ACTGATCTIC
ACAGGAAGGC
TIGRATACTC
GITATTGICT
CAAATAGGGG
AGAAACCATT

GGCCCTTICS

CATAAAAAAT

ATTGIGAGCG

AAGCATGGTC
val
1

“l‘Gﬂ-!-‘G-ﬂ

CATTGCTACA

pm>~_~

TCAGCTCCSS
TGCAAAAMAG
GTTGGCCGA
TIACTGTCAT

ACCAAGTCAT

TAAGTAGTTC

GGCATCGTGG

TTCCCAACGA

CGGTTAGCIC

GIGITATCAC

GCCAGTTRAT .
TGTCACGCTC
TQRAGGCGAG
CTICEGTCCT

TCQATGGTTAT

GCCATCCGIA AGATGCTTIT

TCTGAGAATA GTGTATGCGG

GGCGTCAATA

TTATTTIGCTT

GATAACAATT

AGATCATCTT
ArgSerSerS

CGGGATAATA CCGCGCCACA

AAAACGTTCT

CCAGTTCGAT

TCGGEGTGAA

GTAACCCACT

ACTTTCACCA GCGITTICIGG

AARALMAGGGA ATAAGGGCGA

TITTTCAATA TTATTGAAGC

TACATATTIG

AATGTATTTA

ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC

CATTAACCTA TAAAAATAGG

TGTGAGCGGA TAACAATTAT

EccRI
TCACACAGAA TTCATTAAAG

CTCGAACCCC
erArgThrPr

ATGTTGTAGC AAACCCTCAA GCTGAGGGGT
isvalvalal aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr

CGGGCCAATG
ArgAlaAsna

2l

Bgll
CCCTCCTEEC
laLeu
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Obr, ¢

Bqll
GGAAGGGCC GAGCGCAGAA

AGTCTATTAA TTGTTGCCSG
AGTTTGCGEA ACGTTGTTIGC
GTCGTTIGGT ATGGCTTCAT
TTACATGATC CZCCATGTTG
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA
GGCAGCACTG CATAATTCIC
CTGTGACTGG TGAGTACTCA
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC
TAGCAGAACT TTAAAAGTGC
AACTCTCAAG GATCTTACCG
CGTGCACCCA ACTGATCTTC
GTGAGCAARA ACAGGAAGGC
CACGGAAATG TTGAATACTC
A GTTATIGTCT
GAAAAATAAA CAAATAGGGG
CTGACGTCTA AGAAACCATT
CGTATCACGA GGCCCITTCG
Xhol
~CTCGAGAAAT CATAAAAAAT
AATAGATTCA ATTGTGAGCG
AGGAGAAATT AAGCATGGTC

val
1

CCTGTAGCCC ATGTIGTAGC
Provalalad isValvalal

GTCCAACCGT TGGGCCAATG
pSerAsnArg TrpAlaAsnA
31

GTGGTCCIGC AACTTTATCC GCCTCCATCC
GAAGCTAGAG TAAGIAGTTC GCCAGTTAAT
CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCIC -
TCAGCTCCGG TTCCCMACGA TCAAGGCGAG
TGCAAARAAG CGGTTAGCTC CTTCGGICCT
GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT
TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG
GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCIGG
AAAATGCCGC AARAAAGGGA ATAAGGGCGA
ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGRAGC
CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
TTCCGOGCAC ATTTCCCOGA AAAGTGCCAC

ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG

TCTTCAC-

TTATTTGCIT TGIGAGCGGA TAACAATTAT

EcoRI
GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG

AGATCATCTT CTCGAACCCC GAGTGACAAG

ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
11
AAACCCTCAA GCTGAGGGGT AGCTCCAGTG
aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

BglI
CCCTCCTGGC
laLeu
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