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Oblast’ techniky

Predkladany vynalez sa tyka fizneho polypeptidu, ktory ma aminokyselinovu sekvenciu X-Y-Z alebo as-
poii jej Cast), sekvencia obsahuje aminokyselinovi sekvenciu glykozylovaného interferénu-beta (X), pricom
Y je volitelna spojovacia €ast’ a Z je polypeptid obsahujuci aspohi ¢ast’ polypeptidu iného, nez je glykozylo-
vany interferén-beta. Vyhodne je X I'udsky interferon-beta-1a. Vynalez sa tieZ tyka mutantov interferénu-be-
ta-la.

Doterajsi stav techniky

PouZitie polypeptidov a proteinov na systémové lie¢enie $pecifickych ochoreni je teraz bezne prijimanou
lekarskou praxou. Uloha, akii hraju latky tohto typu v terapii, je taka dolezita, Ze mnohé vyskumy si zamera-
né na syntézu velkého mnozstva tychto latok technolégiou rekombinantnej DNA. Mnohé z tychto molekul st
endogénne molekuly, ktoré s veI'mi G¢inné a Specifické vo svojom biologickom ti&inku.

Hlavnym faktorom, ktory obmedzuje uZito&nost' latok proteinového charakteru na ich zamyslané aplika-
cie, je to, Ze pri parentdlnom podéavani si z tela za velmi kratky &as eliminované. K tomu dochadza preto, ze
su metabolizované protedzami, lebo sa na ich eliminacii podiel'a beZna clearancia metabolickymi cestami
elimindcie proteinov, ako je napr. filtracia v oblickach. Problémy spojené s uvedenymi spésobmi podavania
proteinov su vo farmaceutickom priemysle dobre zname a boli preto pouZité rézne stratégie, ako ich riesit.

Peptidova rodina, ktora je cieFom klinického vyskumu a mnohych snih o zlepSenie podavania a biostimu-
lacie, je rodina interferénov. Interferony boli testované pri mnohych ochoreniach. PouZitie huménneho inter-
ferénu beta, jedného ¢lena tejto rodiny, je uz zavedené na liecenie roztrisenej mozgovo-miechovej sklerozy
(sclerosis multiplex). Dve formy rekombinantného interferonu beta boli povolené v Eurépe a v USA na lie-
Cenie tejto choroby. Jedna forma je interferon-beta-1la (ochranna znamka AVONEXY, vyrobca Biogen, Inc.,
Cambrige, MA). Terminy ,,interferén-beta-1a* alebo ,INF-beta-1a alebo INF-B-1a* alebo ,,interferon-j-
-1a® su v opise vynélezu pouZivané celkom zamenitelne. Inou formou je interferén-beta-1b (ochranna znim-
ka BETASERON®, Berlex, Richmond, CA), d’alej oznacovany ako ,.interferén-beta-1b*. Interferén beta-1a
je produkovany v cicav€ich bunkach pomocou prirodzenej sekvencie fudského génu a je glykozylovany, za-
tial' €o interferon beta-1b je produkovany v bunkach E. coli pomocou modifikovanej sekvencie Pudského gé-
nu, ktory obsahuje substiticiu, kde cystein je nahradeny serinom v pozicii 17 a nie je glykozylovany.

Uz skor bola priamym spdsobom porovnana relativna aktivita in vitro interferénu beta-1a a interferénu
beta-1b vo funkénom teste a bolo ukazané, Ze Specifickd aktivita interferénu beta-1a je priblizne 10x vy3sia
nez Specificka aktivita interferonu beta-1b (Runkel et al., 1998, Pharm. Res. 15: 641-649). V §tudiach, kto-
rych ciefom bolo zistit' Struktime pri¢iny rozdielnych aktivit, bola identifikovana glykozylacia ako jediny
znamy Struktirny rozdiel medzi uvedenymi dvoma produktmi, ktory ovplyviiuje $pecificku aktivitu. Vplyv
sacharidov sa prejavoval najmi u¢inkom na stabilizaciu $truktiry. Stabilizujici ui¢inok sacharidov na §trukti-
ru bol evidentny pri experimentoch s tepelnou denaturaciou a v analyze SEC. Nepritomnost’ glykozylacie tieZ
korelovala so zvySenou agregaciou a zvySenou citilivostou na tepelni denaturaciu. Enzymatické odstranenie
sacharidov z interferénu beta-1a pomocou PNGazy F viedlo k extenzivnej precipitacii deglykozylovaného
produktu.

Tieto $tidie ukazuju, Ze aj napriek konzervativnej aminokyselinovej sekvenci interferénu beta-1a a inter-
feronu beta-1b ide o odlisné biochemické jednotky a vi¢sina poznatkov o interferéne beta-1b nemdze byt ap-
likovana na interferén beta-1a a naopak.

Podstata vynalezu

Vynalez vyuZiva vyhody glykozylovaného interferénu-beta v porovnani s neglykozylovanou formou.
Najmi bola vyvinutd kompozicia obsahujica interferén-beta-1a so zvySenou aktivitou vzhladom na interfe-
ron beta-1b, ktory ma tieZ uZito¢né vlastnosti fiizneho proteinu veobecne bez toho, aby doslo k strate aktivi-
ty v porovnani s formami interferénu beta-1a, ktoré nie sii vo forme fiizneho proteinu. Teda boli uskuto¢nené
také modifikéacie, Ze produkty (t. j. fizne proteiny interferénu-beta-1a) si uchovavaju celu alebo vicsinu svo-
Jjej biologickej aktivity a pritom boli dosiahnuté nasledujice vlastnosti: zmenena farmakokinetika a farmako-
dynamika vedica k dlh§iemu biologickému poléasu a zmenam tkanivovej distribicie (napr. schopnost’ zostat’
dlhsi ¢as v cievach). Takato kompozicia predstavuje podstatny pokrok v odbore mediciny a farméacie a bola
by vyznamnym prispevkom na lieCenie ochoreni, kde interferén preukazal svoju uzZito¢nost', ako je napr.
skler6za multiplex, fibroza a dalSie zépalové a autoimunitné ochorenia, rézne druhy rakovin, hepatitida
a dalSie virusové ochorenia a ochorenia charakterizované neovaskularizaciou. Najmi schopnost’ zostavat
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dIhi €as v cievnom systéme umoZiiuje, aby bol interferon-beta la pouZity na inhibiciu angiogenézy
a potencialne tieZ na prestupenie hematoencefalickej bari€ry.

Predkladany vynalez sa najmi tyka izolovaného polypeptidu, ktory ma aminokyselinovu sekvenciu X-Y-
-Z, kde X je polypeptid majiici aminokyselinovii sekvenciu, alebo aspoti jej Cast, zodpovedajica aminokyse-
linovému interferénu-beta, Y je volitelna spojovacia Gast’ a Z je polypeptid obsahujici aspofi ast' polypepti-
du iného ne? je interferén-beta. Volitena ast’ (skupina) Y a nutna ast’ Z si naviazané bud’ na N- alebo C-
-koniec interferonu-beta (X). Vyhodny je X ludsky interferon-beta-1a.

Vo vyhodnych uskutoéneniach Z je asponi Cast’ konStantného useku imunoglobulinu a méZe pochadzat
z imunoglobulinu vybraného z triedy IgM, IgG, IgA a IgE. Pokial je imunoglobulin z triedy IgG, potom ide
o jeden z IgG1, IgG2, IgG3 a IgG4. Konstantny usek Fudského IgM a IgE obsahuje 4 konStantné useky a sice
CH1 (kib), CH2, CH3 a CH4, zatial’ ¢o konstantny usek Tudského IgG, IgA a IgD obsahuje len 3 konStantne
tseky a sice CH1 (kib), CH2 a CH3. V najvyhodnej$om fiiznom proteine podl'a vynalezu obsahuje konStant-
ny usek aspoii tsek kibu a domény CH2 a CH3.

V inom uskutoéneni je Sast’ Z aspoti Sast’ polypeptidu, ktory obsahuje domény podobné imunoglobulinu.
K prikladom takychto polypeptidov patri CD1, CD2, CD4 a ¢lenovia hlavnych histokompatibilnych antige-
nov 1. a IL. triedy.

Dal§im uskutoénenim vynalezu je fiizny protein majici amino-koncovy usek, ktory obsahuje aminokyse-
linovi sekvenciu interferénu-beta alebo jej ast’ a karboxy-koncovy usek, ktory obsahuje aspon ¢ast’ protei-
nu, iného neZ je interferén-beta. Karboxy-koncovy usek je vyhodny aspoti Eastou konstantného useku imu-
noglobulinu pochadzajiceho z triedy imunoglobulinov IgM, IgG, IgD, IgA alebo IgE. V najvyhodnejSom
fuznom proteine konStantny usek obsahuje aspoii kibovy tisek a domény CH2 a CH3.

Dalgim uskutoénenim vynalezu je fizny protein, ktorého interferén-beta cast’ (t. j. X v uvedenom vzorci)
bola mutovana, ¢im vznikli muteiny so selektivne zvy$enou antivirusovou a/alebo antiprolifera¢nou aktivitou
alebo s inymi vyhodnymi vlastnostami v porovnani s nemutovanymi formami interferénu-beta-1a.

Eéte dalim uskutodnenim predkladaného vynalezu je izolovana DNA kédujuca fiizny protein opisany
skor. Vynalez sa tyka tiez rekombinantnej DNA, ktord obsahuje izolovani DNA koédujucu opisany fuzny
protein a expresnu kontrolnu sekvenciu (t. j. sekvenciu riadiacu expresiu), kde expresna kontrolna sekvencia
je operativne spojena s DNA. Vynalez zahrfia tieZ hostiteI'ské bunky transformované rekombinantnou DNA
podla vynalezu.

Predkladany vynalez sa d’alej tyka spdsobu pripravy rekombinantného polypeptidu, ktory spociva v tom,
e sa poskytne populacia hostitel'skych buniek podla vynélezu, tato populacia hostiteI'skych buniek sa kulti-
vuje v podmienkach, kde je exprimovany polypeptid kédovany rekombinantnou DNA a nakoniec sa tento re-
kombinatny polypeptid izoluje.

Dalsi aspekt vynalezu sa tyka fiizneho proteinu interferonu-beta-1a, ktory obsahuje interferén-beta-1a a
dalsi polypeptid, s ktorym nie je v prirode asociovany, v podstate Cistej forme, pri¢om fiizny protein (skrate-
ne flizia) ma antivirusovii aktivitu, ktora je pribliZzna s antivirusovou aktivitou interferénu-beta-1a postradaju-
ceho d'alsi polypeptid.

Dalsim aspektom predkladaného vynalezu je farmaceutickd kompozicia obsahujica terapeuticky u¢inné
mnozZstvo fiizneho proteinu interferénu-beta-1a.

Este d’alsi aspekt vynalezu sa tyka inhibicie angiogenézy a neovaskularizacie pouZitim polypeptidov pod-
Ta vynalezu.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Obr. 1. ¢cDNA sekvencia a dedukovana aminokyselinova sekvencia fizie interferénu-beta s hisitidinovou
zna&kou (tieZ oznadované ako ,.his INF-beta* alebo ,,Hiss-znaceny* (6x His opisany ako SEQ ID NO: 63))

Na obrazku st uvedené tiplna DNA sekvencia (SEQ ID NO: 3) a proteinova sekvencia (SEQ ID NO: 4)
histidinom znadeného IFN-beta-1a. Stiepena signalna sekvencia VCAM-1 zanecha 3 zvySky amino-konca
(SerGlyGly) ,,upstream* od histidinovej znagky (His¢ (SEQ ID NO: 63), pozicia 4 az 9). Sekvencia enteroki-
nazovej spojky (linkera) (AspAspAspAspLys) (SEQ ID NO: 62) je od histidinovej znacky oddelena oddel'u-
jlicou sekvenciou (spacerom) (SerSerGly, pozicie 10 aZ 12). Prirodna sekvencia proteinu IFN-beta-1a pred-
stavuje sekvenciu Met18 az Asnl83.

Obr. 2. cDNA sekvencia a dedukovana aminokyselinové sekvencia fizie interferénu-beta-1a/Fc

Na obrazku st uvedené plnd DNA sekvencia (SEQ ID NO: 1) a proteinova sekvencia (SEQ ID NO: 2)
fazie ,,ludsky IFN-beta-1a/mys$i Fc*. Sekvencia l'udského IFN-beta-1a proteinu predstavuje zvySky 1 aZ 166
(pozicie DNA sekvencii 1 az 498). Sekvencia enterokinazovej spojky (linkera) (AspAspAspAspLys) zaujima
aminokyselinové zvysky 167 aZ 171 (pozicie DNA sekvencii 499 az 513). Sekvencia taZkého retazca mysie-
ho IgG2a zaujima aminokyselinové zvysky 172 aZ 399 (pozicia DNA sekvencie 514 aZ 437).
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Obr. 3. Vizba mutantov interferonu-beta so substituovanym alaninom na dimérny fiizny protein obsahujuci
extracelularnu doménu receptora interferénu typu I, IFINAR2/Fc

Viizbové afinity alaninom substituovanych mutantov IFN (A1 az E) na receptor IFNAR2 boli stanovené
postupom, ako je opisané v priklade 1 (€ast’ D). Histogram predstavuje vizobné afinity v teste v porovnani s
viizobnymi afinitami divého typu his-IFN-beta (v % d. t., divého typu). Hodnoty % d. t. boli vypocitané na-
sledovne: (afinita divého typu his-IFN-beta/afinita mutovaného IFN-beta) x 100. St uvedené hodnoty % d. t.
(O) pre jednotlivé experimenty (n=3) a priemerné hodnoty % d. t. (x) pre experimentalny stbor. Mutanty A2,
AB1, AB2 a E neviaZu IFNAR2/Fc v koncentracii 500 x vy3Sej, ako je EC50 divého typu (d. t.) his-IFN-beta

(*).

Obr. 4. Vizba mutantov interferonu-beta-1 so substituovanym alaninom na povrchovy komplex receptora in-
terferénu typu I (komplex IFNAR1/2) exprimovany na bunkach Daudi z Burkittovho lymfému

Receptorové vizbové vlastnosti mutantov so substituovanym alaninom (A1-E) boli stanovené pomocou
vézbového testu na povrchovy bunkovy receptor zalozeného na analyze FACS, ako bol opisany v priklade 1
(Cast’ D). Histogram predstavuje vizbové afinity v teste v porovnani s vizbovymi afinitami divého typu his-
IFN-beta (v % d. t., divého typu). Hodnoty % d. t. na kazdy mutant boli vypo¢itané nasledovne: (afinita divé-
ho typu his-IFN-beta/afinita mutovaného IFN-beta) x 100. Su uvedené hodnoty % d. t. (O) na jednotlivé ex-
perimenty a priememné hodnoty % d. t. (X) na experimentalny subor.

Obr. 5. Antivirusové aktivity mutantov interferénu-beta so substituovanym alaninom

Antivirusové aktivity mutantov so substituovanym alaninom (A1-E) boli stanovené na 'udskych bunkach
A549 infikovanych EMC virusom ako bolo opisané v priklade 1 (ast’ E). Histogram predstavuje aktivitu v
teste v porovnani s aktivitou divého typu his-IFN-beta (v % d. t., divého typu). Hodnoty % d. t. pre kazdy
mutant boli vypocitané nasledovne: (koncentracia divého typu his-IFN-beta (50 % cpe)/koncentricia muto-
van¢ho IFN-beta (50 % cpe) x 100. St uvedené hodnoty % d. t. (O) pre viacndsobné pokusy a priemerné
hodnoty z pokusného siboru (x).

Obr. 6. Antiprolifera¢né aktivity mutantov interferénu-beta so substituovanym alaninom

Antiproliferatné aktivity mutantov so substituovanym alaninom (A1-E) boli stanovené na Daudiho bun-
kach Burkittovho lymfému, ako bolo opisané v priklade 1 (Cast’ E). Histogram predstavuje aktivity v teste v
porovnani s aktivitou divého typu his-IFN-beta (v % d. t., divého typu). Hodnoty % d. t. pre kazdy mutant
boli vypocitané nasledovne: (koncentracia divého typu his-IFN-beta (50 % inhibicie rastu/ koncnetracia mu-
tovaného IFN-beta (50 % inhibicie rastu) x 100. St uvedené hodnoty % d. t. (O) na viacndsobné experimenty
a priemerné hodnoty % d. t. (X) pre experimentalny stibor.

Obr. 7. Relativne antivirusové a antiproliferaéné aktivity mutantov interferénu-beta so substituovanym alani-
nom

Relativne aktivity mutantov so substituovanym alaninom (A1-E) boli porovnané v teste antivirusovej (os
x) a antiproliferacnej (os y) aktivity. Na toto porovnanie boli pouZité hodnoty priemerného % divého typu
his-IFN-beta (% d. t., x) uvedené na obr. 5 a 6. Mutanty, ktoré vykazujii koordinované zmeny v oboch aktivi-
tach, sa objavia priamo na vertikélnej linii alebo v jej blizkosti. Mutanty vykazujice stratu/prirastok antiviru-
sovej aktivity, ktord nie je umerna zmene v antiproliferacnej aktivite, sa objavi vyrazne mimo diagonaly
(DE1, D, C1). Vyznamnost bola stanovena na zdklade smerodajnych odchylok pristusnych k pouzitej prie-
mernej hodnote % d. t.

Obr. 8. Antivirusova aktivita fizie interferonu-beta-1a/Ig

Aktivita interferénu-beta-1a (bol pouzity AVONEX"), lebo fizia interferon-beta-1a/mysi Ig2a v koncen-
traciach uvedenych na osi x boli hodnotené v antivirusovom teste pouzitim buniek I'udského plticneho karci-
nému (A549) infikovanych virusom EMC. Po dvojdennej inkubécii za pritomnosti virusu boli Zivé bunky za-
farbené MTT a misky boli vyhodnotené na &itacom zariadeni pri 450 nm a absorbancia, ktora je odrazom Zi-
votnosti buniek je uvedena na osi y. Smerodajné odchylky si uvedené ako stivislé useky. Koncentricia in-
terferénu-beta-1a (bol pouZity ako surovy medziprodukt AVONEXY), ktora poskytla 50 % maxima pri
450 nm a teda pri ktorej doslo k 50 % usmrteniu buniek virusom (,,50 % cytopaticky u€inok) bola 0,4 pM
a 50 % cytopaticky ucinok na fiizovany interferén-beta-1a bol priblizne 0,15 pM.

Obr. 9. Meranie antivirusovej aktivity interferénu-beta v plazme my3i oSetrenych fuziou interferonu-beta-
-la/Fc alebo interferénom-beta-1a

Mysiam bolo injikované bud’ 50 000 jednotiek interferénu-beta-1a (surovy medziprodukt AVONEXW®),
alebo 50 000 jednotiek fuzie interferonu-beta-1a/Fc. Krv z tychto zvierat sa ziskala retroorbitdlnym odberom
v rdznych €asoch po injekcii, ako ukazuje os x. Na kazdy ¢asovy bod bola odobrana krv aspoii z troch mysi,
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bola pripravena plazma a zamrazena aZ do stanovenia aktivity interferénu-beta v antivirusovom teste s bun-
kami Tudského plicneho karcinému (A549) po infekcii virusom encefalomyokarditidy. Zivé bunky sa zafar-
bili roztokom MTT, dosticky sa potom zmerali pri 450 nm na stanovenie absorbancie, ktora je odrazom Zi-
votnosti buniek a aktivity interferénu-beta. Na kazdej dosticke sa tieZ pripravili Standardné (kalibracné) kriv-
ky pouzitim interferénu-beta-1a ako AVONEX® a pouzili sa na kvantitativne stanovenie aktivity interferénu-
-beta v kaZzdej vzorke. Na grafe su zobrazené data jednotlivych zvierat.

Obr. 10. Uplna sekvencia a proteinova sekvencia otvorenych ¢itacich ramcov priamej fizie Pudského IFN-
-beta a Pudského IgG1Fc (ZL5107).

Obr. 11. Uplna DNA sekvencia a proteinova sekvencia otvoreného ¢itacieho ramca fiizneho proteinu Hludsky
IFN-beta/G4S linker/I'udsky IgG1Fc (ZL6206).

Obr. 12. Schematické znazornenie celkovej klonovacej a expresnej stratégie.
Uplné odborna literatiira citovana v opise je formou odkazu zahrnuta do opisu, pokial nie je uvedené inak.
V opise vynalezu su pouzivané nasledujiice terminy:

1. Definicie

,Interferon® (skratene oznadovany ako IFN) je maly, druhovo Specificky, jednoretazcovy polypeptid,
ktory sa tvori v bunkach cicavcov ako reakcia na expoziciu réznych induktorov, ako sit napr. virusy, poly-
peptidy, mitogény a pod. Najvyhodneji interferon podl'a vynilezu je glykozylovany Tudsky interferon-beta,
ktory je glykozylovany na 80. zvySku (Asn80) a vyhodne je pripraveny technikami rekombinantnej DNA.
Vyhodny glykozylovany interferén je oznadovany ,,interferén beta-1a“ (alebo tiez ,IFN-beta-1a", »IFN-3-
-1a“, ,interferén beta 1a“ alebo ,,intreferon-B-1a*, pri¢om vietky uvedené nazvy su pouZivané zamenitel'ne).
Termin ,,interferén-beta-1a“ podl'a vynalezu zahffia aj mutované formy interferénu (pozri priklad 1) za pred-
pokladu, Ze aj tieto mutanty st glykozylované na 80. zvysku (Asn80). Metédy pripravy proteinov technikami
rekombinantnej DNA s zndme vratane pripravy rdznych interferénov pozri napr. patenty US ¢&. 4 399 216,
5149 63625179 017 (Axel et al.) a 4 470 461 (Kaufman).

Vyhodné interferon-beta-1a polynukleotidy, ktoré mozno pouzit podla predkladaného vynalezu, boli od-
vodené zo sekvencii interferénu divého typu réznych stavovcov vyhodne cicavcov a boli ziskané metodami,
ktoré st odbornikovi zname a boli opisané, pozri napr. patent US 5 641 656 (udeleny 24. juna 1997, DNA
kodujici vtaéi interferonovy pro-protein typu I a zrely vtaéi interferon typu I), patent US 5 605 688 (25. feb-
ruara 1997 - rekombinantné psie a konské interferény typu I), patent US 5 231 176 (27. jula 1993, DNA mo-
lekula kédujiica Tudsky leukocytarny interferén), patent US 5 071 761 (10. decembra 1991, DNA sekvencia
kédujuca subsekvencie Tudskych lymfoblastoidnych interferénov LyIFN-alfa-2 a LyIFN-alfa-3), patent US
4970 161 (13. novembra 1990, DNA sekvencia kédujica Fudsky interferon gama). Patent US 4 738 931 (19.
aprila 1988, DNA sekvencia obsahujuca gén udského interferénu beta), patent US 4 695 543 (22. septembra
1987, Tudsky gén alfa-interferonu Gx-1) a US 4 456 748 (26. juna 1984, DNA sekvencia kédujica subsek-
venciu réznych prirodzene sa vyskytujucich leukocytovych interferénov). ‘

Vo vynaleze sa moZu pouZit tiez mutanty interferonu-beta-1a. Mutacie sa pripravuju v odbore znamymi
metédami cielenej mutagenézy. Okrem toho vynalez poskytuje funkéne ekvivalentné polynukleotidy interfe-
rénu-beta-1a, ktoré kéduji funkéne ekvivalentné polypeptidy interferénu-beta-1a.

Prvy polynukleotid interferénu-beta-1a je ,funkéne ekvivalentny* v porovnani s druhym polynukleoti-
dom interferonu-beta-1a, pokial spiia aspoti jednu z nasledujuicich podmienok:

a) ,funkéne ekvivalentny* je prvy polynukleotid, ktory hybridizuje s druhym polynukleotidom za Standard-
nych hybridizaénych podmienok a/alebo je degenerovanou sekvenciou vzhladom na sekvenciu druhého po-
lynukleotidu, najvyhodnejsie koduje mutant interferénu majuici (terapeuticki) aktivitu interferénu-beta-1a,

b) ,.funkéne ekvivalentny* je prvy polynukleotid, ktory kéduje expresiu aminokyselinovej sekvencie kédova-
nej druhym polynukleotidom.

Mozno zhrnut, Ze vieobecny termin , interferén* zahfiia, ale nie je obmedzeny iba na ne, vietky agensy
uvedené v predchadzajiicom texte a tieZ ich funk&né ekvivalenty. Termin ,,funkény ekvivalent v opise vyna-
lezu sa tyka proteinu interferénu-beta-1a alebo polynukleotidu kédujiceho interferon-beta-1a, ktory ma rov-
naky alebo lepsi prospesny uinok na cicavéieho prijemcu ako pdvodny interferon, na ktory sa funkény ekvi-
valent vztahuje. Odbornikovi je zrejmé, Ze funk&ne ekvivalentny protein moZe byt pripraveny rekombinant-
nou technikou, t. j. expresiou ,,funkéne ekvivalentnej DNA. Teda predmetom predkladaného vynalezu su
tiez interferony kédované prirodzene sa vyskytujucou DNA a tiez kédované DNA, ktord sa prirodzene nevy-
skytuje, ale koduje rovnaky protein, ako je kédovany prirodzene sa vyskytujicou DNA. Vd'aka degeneracii
nukleotidovych kédujicich sekvencii sa méZu pouzit iné polynukleotidy na kédovanie interferénov. K nim
patria celé alebo ¢asti uvedenych sekvencii, ktoré boli zmenené substiticiou réznych kodénov, ktoré kédujia
rovnaky aminokyselinovy zvy$ok v sekvencii, ide teda o uml¢ani zdmenu. Takéto zamenené sekvencie sa
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povaZuju za ekvivalenty tychto sekvencii. Tak napr. Phe (F) je kédovany dvoma kodénmi a sice TTC alebo
TTT, Tyr (T) je kédovany TAC alebo TAT a His (H) je kédovany CAC alebo CAT. Na druhej strane Trp
(W) je kédovany jedinym kodénom TGG. Teda je jasné, Ze pre dand sekvenciu DNA kédujucu konkrétny in-
terferén existuje mnoho degenerovanych DNA sekvencii, ktoré ho kéduju. Tieto degenerované sekvencie st
tieZ predmetom predkladaného vynalezu.

»Flzia® (tiez fazny polypeptid alebo fiizny protein) oznaduje kolinearne spojenie dvoch alebo viac protei-
nov alebo ich fragmentov prostrednictvom peptidovej kostry, a to vyhodne tak, Ze sa exprimuje polynukleo-
tidova molekula kédujuca tieto proteiny. K vyhodnym fitznym proteinom patri interferén-beta-1a alebo jeho
fragment kovalentne spojeny s druhou astou, ktoré je odlisna od interferonu. Specificky fiizny protein alebo
fuzia ,interferén-beta/Ig* je protein obsahujici molekulu interferénu-beta podla predkladaného vynalezu
(t. J. interferonu-beta-1a) alebo jej fragment, ktorej N-koniec alebo C-koniec je naviazany na N-koniec imu-
noglobulinového retazca, pri¢om ¢ast' N-konca imunoglobulinu je nahradens interferénom-beta-1a. Druhom
interferon-beta/Ig fizneho proteinu je fiizny protein , interferén-beta/Fc*, ¢o je protein obsahujiici molekulu
interferonu-beta podl'a predkladaného vynalezu (t. . interferén-beta-1a) spojent s aspoii Sastou kons$tantnej
domény imunoglobulinu. Vyhodni Fc fiizia obsahuje obsahujiicu molekulu interferénu-beta podla vynalezu
spojenu s fragmentom protiltky obsahujicim C-koncovii doménu tazkého imunoglobulinového retazca.

Termin ,,fizny protein* znamena tieZ protein interferénu-beta chemicky viazany prostrednictvom mono-
alebo heterofunk¢&nej molekuly na druhn &ast, ktora je odli¥na od proteinu interferénu-beta a je pripraveny de
novo z purifikovaného proteinu, ako bude d’alej opisané.

Termin ,rekombinanty” znamena v opise vynalezu protein pochadzajici z rekombinantnych cicavéich
expresnych systémov. Protein exprimovany vo vicsine bakterialnych kultir, ako je napr. E. coli, bude bez
glykanov a preto takyto expresny systém nie je vyhodny. Protein exprimovany v kvasinkach moZe obsahovat’
oligosacharidové Struktury, ktoré st odlisné od $truktir exprimovanych v cicav&ich bunkach.

Termin ,biologicky aktivny* pouZivany v predkladanom opise ako charakteristika interferénu-beta-1a
znamena, Ze prislu§ni molekula mé s opisanymi uskuto&neniami vynalezu homoldgiu v sekvencii aminoky-
selin dostatoénu na to, Ze vykazuje antivirusovu aktivitu pri merani iz vitro antivirusovym testom rovnakého
typu, aky je v priklade 1 (pozri opis d’alej).

Termin , terapeuticka kompozicia“ v opise vynalezu oznacuje kompozicie obsahujice proteiny podla vy-
nalezu a d'allie fyziologicky kompatibilné prisady. Terapeutickd kompozicia d'alej obsahuje expicienty, ako
je napr. voda, mineraly a nosice ako napr. proteiny.

Termin ,,u¢inné mmozZstvo* ¢inidla alebo pripravku oznacuje také mnoZstvo, ktoré poskytuje pozadovany
vysledok alebo prejavuje vplyv na urité ochorenie, ktoré je liedené.

»Aminokyselina“ je monomérna jednotka peptidu, polypeptidu alebo proteinu. Existuje dvadsat’ amino-
kyselin, ktoré sa nachadzaju v prirodzene sa vyskytujucich peptidoch, polypeptidoch alebo proteinoch a viet-
ky st L-izoméry. Vynélez zahftia tieZ analégy aminokyselin a D-izoméry aminokyselin tvoriacich proteiny a
ich analégy.

»Derivovana“ aminokyselina je prirodna aminokyselina alebo aminokyselina nevyskytujuca sa v prirode,
kde normélne sa vyskytujici postranny ret'azec alebo koncové skupiny (alebo cukrové ¢ast v pripade interfe-
rénu-beta-1a) st modifikované chemickou reakciou. K takymto modifikaciam patri napr. gama-karboxylacia,
beta-karboxylacia, PEGylacia, sulfaticia, sulfonacia, fosforylacia, amidizacia, esterifikdcia, N-acetylacia,
karbobenzylacia, tosylécia a dalie modifikacie, ktoré si odbornikom znéme. TakZe ,,derivovany polypeptid*
Je polypeptid obsahujiici jednu alebo viac derivovanych aminokyselin a/alebo jeden alebo viac derivovanych
cukrov, pokial’ ide o glykozylovany polypeptid.

»Protein® je polymér zloZeny v podstate z ktorychkolvek z dvadsiatich proteinovych aminokyselin. Aj
ked’ termin ,,polypeptid* sa Casto pouZiva na oznalenie relativne velkych polypeptidov a termin ,,peptid” sa
Casto pouZiva na oznacenie relativne malych polypeptidov, pouZitie tychto terminov v odbore sa ¢asto pre-
kryva a je premenné. V tomto texte sa pouZiva termin ,,protein“ na oznacenie peptidov, proteinov aj polypep-
tidov, pokial nie je vyslovne uvedené inak.

~Funkény ekvivalent” aminokyselinového zvysku je aminokyselina, ktord ma podobné fyzikalno-chemic-
ké vlastnosti, ako aminokyselinovy zvySok, ktory bol nahradeny funkénym ekvivalentom.

Termin ,,mutant* (pripadne ,,muticia“) oznacuje akikol'vek zmenu v genetickom materiali organizmu,
konkrétne je to akakol'vek zmena (t. j. delécia, substiticia, adicia alebo alterndcia) v polynukleotidovej sek-
vencii divého typu alebo akidkol'vek zmena v proteine divého typu. Termin ,mutein® sa pouZiva zamenitel'ne
s terminom mutant.

Termin ,,divy typ“ oznacuje prirodzene sa vyskytujicu polynukleotidovii sekvenciu exénu proteinu alebo
jej Cast’ alebo aminokyselinovii sekvenciu proteinu alebo jej ast, tak ako sa normalne vyskytuje in vivo.

,Standardné hybridizaéné podmienky* si podmienky definované koncentraciou soli a teplotou v podstate
zhodnej s podmienkami 0,5 x SSC az 5 x SSC a 65 °C, a to tak na vlastni hybridizaciu ako aj premyvanie.
Pouzivany termin ,,Standardné hybridizaéné podmienky* je preto operaéna definicia zahffiajuca cely rad roz-
nych hybridiza¢nych podmienok. Podmienky s vysokou stringenciou znamenaju napr. hybridizaciu v pufri na
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skrining plakov (0,2 % polyvinylpyrolidén, 0,2 % Ficoll 400™ 0,2 % hovidzi sérovy albumin (BSA),
50 mM Tris-HCI (pH 7,5), IM NaCl, 0,1 % hydrogenfosofore¢nan sodny, 1 % SDS) s 10 % dextransulfatom
a 100 pg/ml denaturovanej sonifikovanej DNA lososich spermii pri 65 °C po 12 aZ 20 hodin a premyvanie v
75 mM NaCl/7,5 mM citrat sodny (0,5 x SSC)/1 % SDS pri 65 °C. Podmienky s nizkou stringenciou si napr.
hybridizacia v pufri na skrining plakov s 10 % dextransulfitom a 110 pg/ml denaturovanej sonifikovanej
DNA lososich spermii pri 55 °C po 12 aZ 20 hodin a premyvanie v 300 mM NaCl/30 mM citrat sodny (2,0 x
x SSC/1 % SDS pri 55 °C (pozri Current Protocols in Molecular Biology, John Willey and Sons, Inc., New
York, 6.3.1 - 6.3.6, 1989).

,Expresna kontrolna sekvencia“ je polynukleotidova sekvencia, ktora riadi a reguluje expresiu génov,
ked’ je s tymito génmi operativne spojena.

,Operativne spojena* znamené v pripade polynukleotidovej sekvencie (DNA, RNA), Ze je ,operativne
spojena“ s expresnou kontrolnou sekvenciou, ked’ expresna kontrolna sekvencia riadi a reguluje transkripciu
a translaciu tejto polynukleotidovej sekvencie. Termin ,,operativne spojena“ znamena, Ze pred polynukleoti-
dovou sekvenciou, ktord ma byt exprimovana, je vhodny Startovaci signal (napr. ATG) a Ze sekvencia je v
spravnom &itacom ramci, ktory dovol'uje expresiu polynukleotidovej sekvencie pod kontrolou expresnej kon-
trolnej sekvencie a teda produkciu poZadovaného polypeptidu kédovaného izolovanou polynukleotidovou
sekvenciou.

Expresny vektor* je polynukleotid, vacsinou DNA plazmid alebo fig (ako najbeznejsie priklady z d’al-
$ich), ktory dovoluje expresii aspoii jedného génu, ked' je vektor vneseny do hostitel'ske; bunky. Vektor m6-
Ze, ale nemusi byt’ schopny replikacie v hostiteI'skej bunke.

Termin ,,izolovany* (pouZivany v predkladanej prihlaike zamenitelne s terminom ,,v podstate éisty*),
pokial’ sa tyka nukleovych kyselin, t. j. polynukleotidovych sekvencii, ktoré kéduju polypeptidy, znamena
RNA alebo DNA polynukleotid, ast’ genémového polynukleotidu, cDNA alebo synteticky polynukleotid,
ktory v désledku svojho povodu alebo zachadzania s nim: i) nie je spojeny so vietkymi polynukleotidmi, s
ktorymi je spojeny v prirode (napr. je pritomny v hostitel'skej bunke ako expresny vektor alebo jeho Cast)), ii)
je spojeny s nukleovou kyselinou alebo inou chemickou skupinou, ktoré sa odli§uju od tych, s ktorymi je spo-
jeny v prirode, alebo iii) nevyskytuje sa v prirode. Ako ,,izolovana“ sa dale; oznaduje polynukleotidova sek-
vencia, ktora je : i) amplifikovana in vitro napr. metédou polymerazovej retazovej reakcie (PCR), ii) synteti-
zovana chemicky, iii) rekombinantne pripraven klonovanim alebo IV) purifikovand, napr. Stiepenim a gélo-
vou separaciou.

Takze ,,v podstate ista nukleova kyselina“ je nukleova kyselina, ktora nie je bezprostredne sivislo spoje-
na s jednou alebo oboma sekvenciami, s ktorymi je normalne stvislo spojena v prirode sa vyskytujicim ge-
némom organizmu, z ktorého je izolovani. V podstate Cista DNA je tieZ rekombinantnd DNA, ktora je Cas-
t'ou hybridného génu kédujiiceho d’alsiu sekvenciu.

Termin ,izolovany* (pouzivany v predkladanej prihlaSke zamenitelne s terminom ,,v podstate Cisty*),
pokial ide o polypeptidy, znamena polypeptid alebo jeho Cast, ktory v dosledku svojho pdévodu alebo zacha-
dzania s nim: i) je pritomny v hostitel'skej bunke ako expresny produkt iiseku expresného vektora, alebo ii) je
spojeny s inymi proteinmi alebo chemickymi skupinami, neZ s tymi, s ktorymi je spojeny v prirode, alebo iii)
nevyskytuje sa v prirode. Ako ,,izolovany* sa d’alej oznacuje polypeptid, ktory i) bol chemicky syntetizova-
ny, ii) bol exprimovany v hostitel'skej bunke a purifikovany od asociovanych proteinov. Vyhodne je izolova-
ny polypeptid purifikovany tieZ od d'alsich latok, ako st napr. protilatky alebo gélovy matrix (polyakryla-
mid), ktoré sa pouZivaju na purifikiciu.

,Heterologny promoétor* je prométor, ktory v prirode nie je spojeny s génom alebo purifikovanou nukle-
ovou kyselinou.

Termin ,,homoldégny* je pouZivany ako synonymum pre ,identicky* atyka sa sekvencnej podobnosti
dvoch polypeptidov alebo molekul alebo dvoch nukleovych kyselin. Ked' je jedna urdita pozicia v dvoch po-
rovnavanych sekvenciach obsadend rovnakou bazou alebo aminokyselinou (napr. pozicia v dvoch moleku-
lach DNA je obsaden4 adeninom alebo pozicia v dvoch polypeptidoch je obsadena lyzinom), potom dve po-
rovnavané molekuly su v tejto pozicii homologické. Percento homolégie medzi dvoma sekvenciami je funk-
ciou poétu zhodnych alebo homologickych pozicii, ktoré maju dve sekvencie deleny celkovym poctom pozi-
cif a vynasobeny 100. Tak napr. ak 6 z 10 pozicii je zhodnych alebo homologickych, potom tieto sekvencie
sti zo 60 % homologické. Alebo napr. DNA sekvencie CTGACT a CAGGTT maju 50 % homolégiu (3 pozi-
cie zo 6 st zhodné). Vieobecne sa porovnavanie uskuto¢iiuje, ked st sekvencie vzdjomne priradene tak, aby
bolo dosiahnuté maximalnej homoldgie. Takéto priradenie a porovnanie je mozné uskuto¢nit’ metédou, ktord
publikoval Needleman et al. (J. Mol. Biol. 48: 443-453, 1970), a ktora je Standardne implementovana v pri-
slusnych poéitadovych programoch, ako je napr. program ,,Align* (DNAstar, Inc.). Homologické sekvencie
maji zhodné alebo podobné zvysky aminokyselin, kde podobné aminokyselinové zvySky su konzervativne
substiticie alebo tzv. ,,povolené bodové muticie zodpovedajucich aminokyselinovych zvyskov vzhladom
na zodpovedajiice priradené referenéné sekvencie. V tomto zmysle , konzervativne substiticie® aminokyseli-
nového zvysku v referenénej sekvencii znamenaju substitiiciu aminokyselinou, ktora je fyzikalne alebo funk-
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¢ne podobni zodpovedajiicemu zvysku v referenénej sekvencii, teda napr. ma podobnu velkost’, tvar, elek-
tricky ndboj, chemické vlastnosti vratane schopnosti vytvarat kovalentné alebo vodikové vizby a pod. Zvlast
vyhodné su kovalentné substitiicie, ktoré spiiiajui kritéria definované ako »prijatelné bodové muticie” v pub-
likacii Dayhoff et al., Atlas od Protein Sequence and Structure 5, Suppl. 3, Chapter 22: 352-354, Nat. Bio-
med. Res. Foundation, Washington D. C., 1978.

Terminy ,,polynukleotidova sekvencia“ a ,,nukleotidova sekvencia“ st pouzivané v opise zamenitel'ne.

Terminy ,,angiogenéza“ a ,,neovaskularizicia® si pouzivané v najsirSom vyzname a znamenaji vytvara-
nie novych krvnych ciev.

Najmi angiogenéza sa tyka tieZ vytvarania novych krvnych ciev.

Terminy ,JFNAR2“, ,JFNAR1*“ a ,JENAR1/2* oznaduju proteiny, ktoré tvoria interferénovy receptor ty-
pu I'na povrchu buniek. Extracelularna ¢ast’ (ektodoména) receptora IFNAR2 sama méZe viazaf interferon
beta alebo alfa.

Pri uskuto¢fiovani predkladaného vynalezu boli pouZité Standardné metédy bunkovej biolégie, bunko-
vych kultir, molekularnej biolégie, mikrobiolégie, rekombinantnej DNA, proteinovej chémie a imunoldgie,
ktoré su odbornikom zndme. Tieto metédy boli publikované v odbornej literattire. Pozri napr. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition. (Sambrook, Fritsch and Maniatis, eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989, DNA Cloning, Volumes I and II (D. N. Glover, ed.), 1985, Oligonukleotide Synthe-
sis, (M. J. Gait, ed.), 1984; U.S. Patent No. 4 683 195 (Mullis et al.,); Nucleic Acid Hybridization (B. D.
Hames and S. J. Higgins, eds.), 1984; Transcription and Translation (B. D. Hames and S. J. Higgins, eds.),
1984; Culture of Animal Cells (R. I. Freshney, ed). Alan R. Liss, Inc., 1987; Immobilized Cells and En-
zymes, IRL Press, 1986; A Practical Guide to Molecular Cloning (B. Perbal), 1984; Methods in Enzymology,
Volumes 154 and 155 (Wu et al., eds), Academic Press, New York; Gene Transfer Vectors for Mammalian
Cells (J. H. Miller and M. P. Calos, eds.), 1987, Cold Spring Harbor Laboratory; Immunochemical Methods
in Cell and Molecular Biology (Mayer and Walker, eds.), Academic Press. London, 1987; Handbook of Ex-
periment Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds.), 1986; Manipulating the Mouse
Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1986.

II. Produkcia a expresia fuznych proteinov

Predkladany vynalez sa tyka systému vytvérania fiiznych proteinov interferonu-beta-1a. Vynalez sa naj-
mi tyka tychto proteinov a tieZ molekul rekombinantnej DNA pouZivanych na jej produkciu.

Polypeptidy podl'a vynilezu moZno produkovat réznymi metédami, ktoré st odbornikom znime. Tak
napr. interferén-beta-1a tiplnej dizky alebo skrateny interferén-beta-1a sa mozu pripravit’ zndmymi metédami
rekombinantnej DNA pouZitim cDNA (pozri d’alej).

Gén kodujuci poZadovany polypeptid interferonu-beta-1a sa moze konitruovat’ na zaklade aminokyseli-
novej sekvencie poZadovaného polypeptidu. Na syntézu génu sa potom pouZijti $tandardné metody. Tak napr.
aminokyselinova sekvencia sa pouZije na konstrukciu ,,spitne preloZeného génu. Oligomér DNA obsahujici
nukleotidovii sekvenciu kédujicu interferon-beta-la sa moézZe syntetizovat' v jedinom kroku. Alternativne
moéZe byt pripravenych niekol’ko mensich oligonukleotidov kédujicich &asti pozadovaného interferénu-beta-
-1a a tie sa potom ligaciou spoja dohromady. Vyhodne sa DNA sekvencia kédujuca interferén-beta-1a pri-
pravi ako niekol'ko samostatnych oligonukleotidov, ktoré sa nisledne navzajom pospéjajui (pozri priklad 2).
Jednotlivé nukleotidy typicky obsahuju 5’- alebo 3’-presahy (presahujiice useky), ktoré umoZiiuji spojenie
na zaklade komplementarity.

Po zostaveni vyhodné gény budii charakteristické tym, Ze budu rozpoznavané restrikénymi endonukles-
zami (vratane jedine¢nych restrikénych miest na priame vkladanie do kolonovacich alebo expresnych vekto-
rov), preferovanych vyuZitim kodénov vzhl'adom na hostiteI'sky expresny organizmus, ktory sa bude pouZi-
vat’ (vyhodne cicavéie bunky) a tym, Ze po transkripcii produkuji stabilne a i¢inne translatovani RNA.
Spravne zostavenie mozno overit’ sekvenovanim, restrikénym mapovanim a/alebo expresiou biologicky ak-
tivneho polypeptidu vo vhodnom hostitel'ovi.

Cicav€ia cDNA pre interferén-beta mézZe byt’ izolovani pomocou vhodnej DNA sekvencie I'ndského in-
terferonu-beta-1a ako sondy na skrining konkrétnej cicavéej DNA kniZnice medzidruhovou hybridizaciou. V
predkladanom vynaleze bol pouZity interferén-beta z cicavcov, ako su napr. primaty, ¢lovek, mys, pes, maé-
ka, krava, kon a prasa. Cicav¢i interferon-beta mozno ziskat' medzidruhovou hybridizaciou a sice pouZitim
jednoretazcovej cDNA Tudského interferénu-beta ako hybridizacnej sondy na izolaciu cDNA pre interferén-
beta z cicavfich cDNA kniznic. K metddam, ktoré sa mozu byt pouZité na izolaciu a klonovanie sekvencii
interferénového génu, patria metédy opisané v citovanych patentoch USA. Relevantny je hlavne patent US
4 738 931 (19. april 1988), opisujici DNA obsahujici gén l'udského interferénu-beta.

Predkladany vynalez sa tieZ tyka molekiil rekombinantnej DNA, ktoré obsahuju uvedené sekvencie DNA.

Molekuly rekombinantnej DNA podla vynalezu su schopné riadit’ expresiu polypeptidu podl'a vynalezu v
hostitel'ovi, ktory je nimi transformovany. Aby bolo dosiahnuté expresie, musi sekvencia DNA kédujuca
fizny polypeptid podl'a vynalezu byt’ operativne spojena s expresnou kontrolnou sekvenciou. Aby bolo do-
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siahnuté zodpovedajticej transkripcie rekombinantného konstruktu podl'a vynalezu, do rekombinantného vek-
tora sa vyhodne vloZi vhodna sekvencia promoétor/enhanceru, za predpokladu, Ze sekvencia prométor/enhan-
cer je schopné riadit’ transkripciu sekvencie nukleovej kyseliny kodujucej glykozylovany interferén-beta. K
prométorom, ktoré sa mbézu pouZit' na riadenie expresie fuznych proteinov zaloZenych na imunoglobuline
patri bez toho, aby tento vypocet bol obmedzujici, skory prométor SV40 (Benoist a Chambon, 1981, Nature
290: 304-310), prométor obsiahnuty v 3'-koncovej dlhej terminalnej repeticii (LRT) virusu Rousovho sar-
kému (Yamamoto, et al., 1980, Cell 22: 787-797), thymidin-kinazovy prométor z herpes virusu (Wagner et
al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 144-1445), regula¢na sekvencia metalotioninového génu (Brinster
et al., 1982, Nature 296: 39-42), rastlinné expresné vektory obsahujiice prométor nopalinsyntetazy (Herrera-
Estrella et al., Nature 303: 209-213) alebo 35S RNA prométor z virusu mozaiky karfiolu (Gardner, et al.,
1981, Nucl. Acids Res. 9: 2871) a tieZ prométor fotosyntetického enzymu ribuldzabisfosfatkarboxylazy (Her-
rera-Estrella et al., 1984, Nature 310: 115-120); prométorové elementy z kvasiniek alebo inych hub, ako je
napr. Gal4 prométor, prométor ADC (alkoholdehydrogenazy), prométor PGK (fosfoglycerolkinazy), promo-
tor alkalickej fosfatdzy a tieZ nasledujiice zvieracie transkripéné kontrolné useky, ktoré vykazuju tkanivovi
$pecificitu a boli pouZité pri transgénnych zvieratach: kontrolny usek génu elastazy I, ktory je aktivny v bun-
kéch pankreasu (Swift et al., 1984, Cell 38: 639-646; Omitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant.
Biol. 50: 399-409; MacDonald, 1987, Hepatology 7: 425515); zosiliiovade (enhancery) alebo prométory gé-
nu na inzulin, ktoré su aktivne v beta-bunkach pankreasu (Hanahan, 1985, Nature 315: 115-122); enhancery
alebo prométory imunoglobulinovych génov, ktoré su aktivne v lymfatickych bunkéach (Grosschedl et al.,
1984, Cell 38: 647-658; Adames et al., 1985, Nature 318: 533-538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:
1436-1444); usek promotora a enhancera skorych génov cytomegalovirusu (Boshart et al., 1985, Cell 41:
521530); kontrolny usek mysi virus nadoru prsnej Zl'azy, ktory je aktivny v bunkach semenikov a pfs a lym-
fatickych tukovych bunkach (Leder et al., 1986, Cell 45: 485-495); kontrolny 1isek albuminového génu, ktory
je aktivny v pe€eni (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1: 268-267); kontrolny isek génu na alfafetoprote-
in, ktory je aktivny v pedeni (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5: 1639-1648; Hammer et al., 1987,
Science 235: 53-58); kontrolny usek génu alfa 1-antitrypsinu, ktory je aktivny v peeni (Kelsey et al, 1987,
Genes and Devel. 1: 161-171); kontrolny tisek beta-globinového génu, ktory je aktivny v myeloidnych bun-
kéch (Mogram et al., 1985, Nature 315: 338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46: 89-94); kontrolny dsek génu
na myelinovy bazicky protein, ktory je aktivny v oligodendrocytoch mozgu (Readhead et al.,, 1987, Cell 48:
703-712); kontrolny tisek I'ahkého ret'azca 2 myozinu, ktory je aktivny v kostrovom svalstve (Sani, 1985, Na-
ture 314: 283-286); a kontrolny usek génu horménu uvoliiujiceho gonadotropiny, ktory je aktivny v hypota-
lame (Mason et al., 1986, Science 234: 1372-1378). Prokaryotické expresné systémy, ako napr. LAC promd-
tor alebo beta-laktamazovy promoétor (Villa-Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75: 3727-
-3731) nie st vyhodné na predkladany vynalez, lebo takto exprimovany interferén-beta by nebol glykozylo-
vany.

Viacmenej prokaryotické expresné systémy, ktoré umoZnia glykozylaciu interferénu-beta bud’ v prokary-
otickom alebo eukaryotickom hostiteFovi, su tieZ predmetom predkladaného vynalezu.

Expresné vektory, ktoré m6Zu byt pouzité, si napriklad bez toho, aby bol viak tento vypocet obmedzuju-
ci, nasledujiice vektory alebo ich derivaty: Tudské alebo zvieracie virusy, ako je virus vakcinie, vektory zalo-
%ené na adenovirusoch alebo retrovirusoch, hmyzie virusy alebo bakulovirusy, kvasinkové vektory (napr.
lambda) a plazmidové a kozmidové DNA vektory, aby sme menovali aspoii niektoré. Specificky k uZitoénym
expresnym vektorom pre vyhodné eukaryotické hostitele patria vektory obsahujiice expresné kontrolné sek-
vencie z SV40, hovidzieho papilloma virusu a cytomegalovirusu. Vmitri kazdého Specifického vektora sa
vybert rézne miesta na vloZenie poZadovanej DNA sekvencie. Tieto miesta su vé¢Sinou definované restrikc-
nymi endonukledzami, ktoré v tychto miestach tiepia DNA. Odbornikovi je to dobre znime. Je tieZ jasné, Ze
dany expresny vektor uZitony na vynalez nemusi mat’ restrikéné endonukledzové miesta na inzerciu vybra-
ného fragmentu DNA. Miesto toho sa vektor spoji s fragmentom alternativnym spdsobom.

Expresny vektor, miesto vybrané na inzerciu vybraného fragmentu DNA a operativne spojenie na expres-
i kontrolnd sekvenciu st uréené mnohymi rdznymi faktormi, ako je napr. pocet miest Stiepitelnych kon-
krétnym restrikénym enzymom, velkost polypeptidu, citlivost’ polypeptidu na proteolyticki degradaciu
a pod. Vyber vektora a inzerénych miest pre danii DNA je potom dany bilanciou tychto faktorov.

Rekombinantné konstrukty podl'a vynilezu sa vnesti do buniek, ktoré s schopné exprimovat’ fiizny pro-
tein, metddami, ktoré si odbornikom zname. K tymto metédam patri transformécia (napr. metédou s DEAE-
dextranom alebo kalciumfosfitom), transfekcia, mikroinjekcia, infekcia, vstrel'ovanie do bunky a elektropo-
racia bunky. MoZe byt pouzitd akdkol'vek hostitel'skd bunka, za predpokladu, Ze sekvencia rekombinantnej
nukleovej kyseliny bude adekvétne transkribovana do RNA v bunkach tohto typu a Ze tieto bunky su schopné
glykozylovat protein. Okrem toho akékol'vek konstrukty rekombinantnej nukleovej kyseliny podla vynalezu
méZu byt’ pouZité na vytvorenie transgénnych zvierat s vynimkou &loveka, schopnych produkovat’ fuzne pro-
teiny zaloZené na imunoglobuline. Vo vyhodnom uskutoneni vynélezu su hostitel'ské bunky COS alebo
CHO.
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Uspesnti inkorporéciu tychto polynukleotidovych konstruktov do daného expresného vektora je mozné
identifikovat’ vieobecne tromi moZnymi postupmi: (a) DNA-DNA hybridizaciou, (b) pritomnostou &i absen-
ciou funkcii ,,markerovych* génov a (c) expresiou vloZenej sekvencie. V prvom z uvedenych pripadov sa pri-
tomnost’ génu interferénu-beta-1a v expresnom systéme deteguje hybridizaciou DNA-DNA pouZitim sondy,
ktora obsahuje sekvenciu homologicki s vioZenym génom fiizneho proteinu. V druhom pripade sa rekombi-
nantny systém vektor/hostitel' identifikuje a selektuje na zéklade pritomnosti alebo nepritomnosti urcitej
markerovej funkcie (napr. tymidinkinazova aktivita, rezistencia na antibiotika ako napr. G418, transformova-
ny fenotyp, vytvaranie okliznych teliesok pri bakulovirusoch a pod.) sposobené vioZenim cudzorodého génu
do vektora. Tak napr. ked je polynukleotid vloZeny do vektora tak, Ze prerusuje sekvenciu markerového gé-
nu, rekombinanty obsahujice inzert st identifikované na zaklade absencie funkcie markerového génu. V tre-
tom pripade je rekombinantny expresny vektor identifikovany testovanim expresie cudzorodého génového
produktu z rekombinantného vektora. Takéto testy si napr. zaloZené na fyzikalnych alebo funkénych vlast-
nostiach génového produktu v biologickych testovacich systémoch.

Treba mat’ na pamiiti, Ze vSetky kombinécie hostitel/expresny vektor funguji s rovnakou ¢innostou pri
expresii DNA kodujucej polypeptid podla vynalezu. Ale odbornik méze uskutoénit’ konkrétny vyber kombi-
nacie hostitel/expresny vektor pri uvazeni principov stanovenych v predkladanom vynaleze bez toho, aby sa
odchylil od vynalezcovskej myslienky predkladaného vynélezu.

Vyhodné uskuto¢nenie predkladaného vynalezu zahfiia fuzne proteiny a sekvencie DNA, ktoré tieto pro-
teiny koduju. Tieto fiizne proteiny maji amino-koncovy usek charakterizovany aminokyselinovou sekven-
ciou interferénu-beta-1a a karboxy-koncovy usek obsahujici doménu proteinu iného, ne? je interferén-beta-
la. Genericky vzorec vyhodného fizneho proteinu je protein majiici aminokyselinovii sekvenciu X-Y-Z, kde
X je polypeptid majuci aminokyselinovi sekvenciu, alebo aspoti jej Cast, zodpovedajiici aminokyselinovej
sekvencii l'udského interferénu-beta, Y je volitelna spojovacia ¢ast’ (linker) a Z je polypeptid obsahujici as-
poii Cast’ polypeptidu in€ho, neZ je udsky interferon-beta. V jednom uskutoéneni ¢ast’ Z je €ast’ polypeptidu,
ktory obsahuje imunoglobulinu podobmi doménu. K prikladom takychto polypeptidov patria CD1, CD?2,
CD4 a ¢lenovia 1. a II. triedy antigénov hlavného histokompatibilného systému (na priklady tychto polypep-
tidov pozri tieZ prihlasku US 5 565 335, Capon et al.).

Cast Z obsahuje napr. niekol’ko hisitidinovych zvyskov, alebo vyhodny Fc usek imunoglobulinu, pri¢om
»Fc je definovany ako fragment protilatky obsahujuci C-koncovi doménu tazkého retazca imunoglobulinu.

V najvyhodnejSom uskutocneni fiizneho proteinu podl'a vynélezu je polypeptid interferénu-beta-1a fiizo-
vany prostrednictvom svojho C-konca a aspoi ¢astou Fc tseku imunoglobulinu. Interferén-beta-1a tak vy-
tvara amino-koncovu cast’ a Fc vytvara karboxy-koncovi ast’ fizneho proteinu. V tychto fiiznych protei-
noch je vyhodne obmedzeny na kibovy tsek konstantnej domény a domény CH2 a CH3. Fc fragment tychto
fuznych proteinov méZe byt tie obmedzeny na ¢ast kibového tiseku, ktoré je schopna tvorit’ intermolekular-
ne disulfidické mostiky a domény CH2 a CH3 alebo zodpovedajuci funkény ekvivalent. Takéto konstantné
useky méZu pochadzat’ z akéhokolvek cicavca (vyhodne ¢loveka) a mozu byt ziskané z akejkolvek triedy
a/alebo izotypu protilatky vratane IgA, IgD, IgM, IgE a IgG1, 1gG2, IgG3 a IgG4.

Molekuly rekombinantnej nukleovej kyseliny kodujuce Ig fizie moZno pripravit' akoukol'vek metédou v
odbore znamou (pozri Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning; A Laboratory to Manual, Cold Spring Har-
bor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.) alebo pouzZitim verejne dostupnych klonov. Metédy pripravy gé-
nov, ktoré koduju konstantné useky tazkych a Fahkych retazcov imunoglobulinov, boli opisané napr. v Ro-
binson, R. et al., medzinarodna patentova prihlaska PCT publikovani ako W087/02671. Sekvencia cDNA
kédujica molekulu interferénu alebo jej fragment méZe byt' priamo spojena s DNA sekvenciou kédujicou
konstantny usek tazkého retazca imunoglobulinu alebo méZe byt’ spojena prostrednictvom spojovacej sek-
vencie (linkera). V inom uskuto¢neni vynalezu je rekombinantny expresny systém vytvoreny tak, Ze obsahuje
sekvenciu kodujicu interferon-beta v spravnom ¢&itacom ramci so syntetickym usekom na klbovi oblast pro-
tilitky. Okrem toho méZe byt potrebné vlozZit, ako Cast' rekombinantného vektorového systému, nukleové
kyseliny zodpovedajice 3'-koncovému useku lemujicemu imunoglobulinovy gén obsahujuci miesta na §tie-
penie a polyadenylaciu RNA a ,downstream* sekvencie. A d’alej mdZe byt potrebné vloZit’ signalnu sekven-
ciu do polohy ,upstream od kddujiicej sekvencie imunoglobulinového fizneho proteinu, aby sa umoznila
sekrécia fiznej molekuly z buniek transformovanych rekombinantnym vektorom.

Predkladany vynélez poskytuje dimérne fiizne molekuly a tieZ monomérne alebo multimérne molekuly
obsahujuce fuzne proteiny. Takéto multimérne molekuly mézu byt pripravené pouZitim takych Fc dsekov Ig
molekul, alebo ich casti, ktoré st obvykle multivalentné, ako st napr. pentaméry IgM alebo diméry IgA. Je
zrejmé, Ze polypeptid J ret’azca je potrebny na vytvorenie a stabilizaciu pentaméru IgM a diméru IgA. Alter-
nativne multiméry fiznych proteinov interferénu-beta-la mézu byt pripravené pouzitim proteinu s afinitou
na Fc usek Ig molekul, ako je napr. protein A. Tak napr. mnohé fuzne proteiny interferén-beta-1a/imuno-
globulin m6Zu byt naviazané na agarézové perlicky s proteinom A.

Tieto polyvalentné formy su uzitoéné, lebo maju mnoho vdzobnych miest na receptor interferénu-beta-1a.
Napr. bivalnetny rozpustny interferon-beta-1a je zloZeny z dvoch tandémovo sa opakujicich sekvencii ami-
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nokyselin 1 az 166 v sekvencii SEQ ID NO: 2 (alebo kédovany tsekom 1 aZ 498 sekvencie SEQ ID NO: 1)
(¢ast X v generickom vzorci) oddelenych spojovacim tsekom (ast' Y) a tito repeticia je spojend s aspori
gastou konstantnej domény imunoglobulinu (ast Z). Pozmenené polyvalentné formy mézu byt skonstruo-
vané, napr. chemickym naviazanim fiizie interferon-beta-1a/Ig na klinicky prijatelni nosi¢ovit molekulu, po-
lymér vybrany zo skupiny obsahujici Ficoll, polyetylénglycol alebo dextran a sice obvyklymi metodami
konjugacie. Alternativne moZe byt interferén-beta-1a chemicky konjugovany s biotinom a tento konjugat
biotin-interferon-beta-Fc sa potom naviaZe na avidin, ¢im vznikne tetravalentnd molekula avidin/biotin/inter-
ferén-beta. Fuzia interferén-beta-1a/Ig moze byt tieZ kovalentne naviazana na dinitrofenol (DNP) alebo tri-
nitrofenol (TNP) a vysledny konjugéat potom precipitovany pomocou anti-DNP alebo anti-TNPIgM, ¢im sa
vytvoria dekamérne konjugaty s valenciou 10 na vizobné miesta na receptor interferénu-beta.

Proteiny interferénu-beta-1a a ich fragmenty a fiizne proteiny podl'a vynilezu méZu byt izolované a puri-
fikované obvyklymi metodami, ako je napr. extrakcia, precipiticia, chromatografia, afinitna chromatografia,
elektroforéza a pod. Napr. interferénové proteiny a ich fragmenty sa méZu purifikovat’ tak, Ze sa ich roztok
nanesie na kolénu obsahujicu imobilizované receptory interferénu (pozri napr. patent US 4 725 669). Navia-
zané molekuly interferénu sa potom eluuju pouZitim chaotropnej soli alebo pouzitim vodného roztoku kyse-
liny octovej. Imunoglobulinové fizne proteiny moZu byt’ purifikované tak, Ze prechadzaju cez obsahujuci
imobilizovany protein A alebo protein G, ktoré selektivne viazu usek Fc fuzneho proteinu (pozri napr. Reis,
K. J., et al., J. Immunol. 132: 30983102 (1984); PCT prihlaska publikovani ako WO87/00329). Chiméricka
protilatka sa potom eluuje pouZitim chaotropne;j soli alebo pouZitim vodného roztoku kyseliny octove;.

Alternativne sa molekuly fiizneho proteinu interferénu a imunoglobulinu na ziskanie v podstate Cistého
proteinu purifikuji na koléne s anti-interferénovou protilatkou alebo na koléne s anti-imunoglobulinovou
protilatkou.

Terminom ,,v podstate &isty* je mieneny protein zbaveny necistot, ktoré si s nim v prirodzenom stave
spojené. V podstate ¢isty stav je moZné dokazat vyskytom jedného pasu na elektroforeze.

Prikladom uZitoéného fiizneho proteinu interferon-beta-1a/lg podla vynélezu je protein sekvencie SEQ
ID NO: 2, ktory je secernovany v bunkovej kultire eukaryotickych buniek obsahujicich expresny plazmid
pCMG261 (pozri priklad 2). Tento protein sa sklada zo zrelého Tudského interferénu-beta-la fizovaného
s ¢astou kibového tseku a konstantnymi doménami CH2 a CH3 mysieho Ig. Pritom obsahuje usek mySieho
imunoglobulinu dostatony na to, aby bol rozpoznany Fc vizbovym proteinom a sice proteinom A.

Dalgie fiizne proteiny podl'a vynalezu obsahujuce I'udsky interferon-beta-1 st uvedené: (a) ako sekvencie
SEQ ID NO: 3 a 4, ukazujiice cDNA a dedukovant aminokyselinovii sekvenciu his-oznacene;j fiizie interfe-
rénu-beta-1a (tieZ ukdzana na obr. 1) a (b) sekvencia SEQ ID NO: 1 pre cDNA kédujicu fuzny protein inter-
ferén-beta-1a/lg so sekvenciou SEQ ID NO: 2 (ukazany tieZ na obr. 2).

Vyhodné proteiny interferénu-beta-la podl'a vynilezu obsahujice novu ,spojovaciu® sekvenciu DNA
SEQ ID NO: 5 a aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO: 6 predstavujicu kodény 11 tripletov na oboch
stranéch spoja medzi DNA Pudského interferonu —beta a DNA koédujicou konstantny usek fudského imunog-
lobulinu (pozri priklad 5: sekvencia SEQ ID NO: 41 a 42).

Specificky, sekvencia SEQ ID NO: 5 kédujiica 'udsky interferén-beta-1a kon¢i nukleotidovym tripletom
568-570 (AAC) a DNA kédujticou konstantny isek F'udského IgG1 zacina tripletom (GAC)zacinajic nukleo-
tidom &. 574 v sekvencii SEQ ID NO: 41. Zodpovedajiica dedukovana aminokyselinova ,,spojovacia“ sek-
vencia je uvedena ako sekvencia SEQ ID NO: 6 a je zaloZena na sekvencii SEQ ID NO: 42. Bola definovana
aj d'al3ia jedine¢na ,,spojovacia“ sekvencia, ktora zahrfia linkerovii sekvenciu vo vyslednom DNA konStrukte
(pozri priklad 5: sekvencia SEQ ID NO: 43 a 44). Tato sekvencia ,,spojovacej” DNA a prisludna aminokyse-
linova sekvencia st uvedené ako sekvencie SEQ ID NO: 7 a 8, ktoré ukazuji kodény 11 tripletov na oboch
stranach spoja priamo medzi koncom sekvencie interferonu-beta-1a (nukleotid ¢. 570 v sekvencii SEQ ID
NO: 43) a sekvenciou linkera (nukleotidy 571 az 585 v sekvencii SEQ ID NO: 43, GGGGS (SEQ ID NO:
64) v sekvencii SEQ ID NO: 8).

,Spojovacie* DNA sekvencie mdzu byt pouzité ako DNA sondy a su to minimalne DNA potrebné na
hybridizaciu za $tandardych podmienok s akoukol'vek DNA sekvenciou kédujicou fizny protein interferon-
beta-1a/Ig. Viacmenej za predpokladu, Ze celd sonda hybridizuje s oboma stranami spojovacej sekvencie a
obe strany spoja interferén-beta/konstantny usek sa podielajii na hybridizacii, méZu existovat’ aj mensie sek-
vencie. Navy$e odbornikovi je zrejmé, Ze DNA sekvencie vi¢sie ako sekvencia SEQ ID NO: 7 s tiez vhod-
né na hybridizaciu. Odbornik méZe Yahko otestovat’, & konkrétna sonda, ako napr. sekvencia SEQ ID NO: 5
alebo 7, je schopné hybridizacie na oboch stranach spojenia a to tak, Ze oznacia 5'-koniec bud’ jednoret'azco-
vého ,,sense* oligonukleotidu, alebo jednoretazcového ,.anti-sense* oligonukleotidu vhodne zna¢enym fosfa-
tom z ATP pouzitim polynukleotidkinazy. Sekvencie podla vynalezu musia hybridizavat’ s oboma a teda
oznaéenymi oligonukleotidovymi sondami. Odbornikovi je tieZ zrejmé, Ze vynalez zahtiia tieZ uplne degene-
rované sekvencie kddujice spojovaciu sekvenciu SEQ ID NO: 5 alebo 7.
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I Dalgie varianty interferénovych fuznych polypeptidov

K derivatom proteinov podl'a vynalezu patria tieZ rdzne Struktiirne formy primérnych proteinov, ktoré si
uchovavaju biologicku aktivitu. Vd'aka pritomnosti ionizovatelnej aminoskupiny a karboxylové skupiny mé-
Zu byt fiizne proteiny interferénu-beta napr. vo forme kyslych alebo bazickych soli, alebo mézu byt v neu-
tralnej forme. Jednotlivé aminokyselinové zvy$ky médZu byt modifikované oxidaciou alebo redukciou. A d'a-
lej primarna aminokyselinova Struktira (vratane N- a/alebo C- koncovych tsekov) alebo glykdnova &ast in-
terferénu-beta méZu byt modifikované (derivované) vytvaranim kovalentnych alebo agregovanych konjuga-
tov s inymi chemickymi skupinami, ako st napr. glykozylované skupiny, polyalkylenglykolové polyméry
ako napr. polyetylénglykol (PEG: pozri sucasne prejednivané prihlisky rovnakého prihlasovatela &.
60/104,491 a 60/120,237), lipidy, fosfaty, acetylové skupiny a pod., a alebo vytvaranim muticii aminokyse-
linovych sekvencii.

K d'al8im derivatom interferénu-beta/lg patria kovalentné alebo agregované konjugaty interferénu-beta
alebo jeho fragmentov s inymi proteinmi alebo polypeptidy, ktoré st pripojené syntézou v rekombinantnej
kultire ako dodatotné C- alebo N-konce. Tak napr. konjugovany peptid méze byt’ signalna (alebo tzv. vedi-
ca) polypeptidova sekvencia v N-koncovom tseku proteinu, ktora pri translacii (kotransla¢ne) alebo po trans-
lacii (posttranslaéne) smeruje prenos proteinu z miesta jeho syntézy do miesta jeho pdsobenia vntri bunky
alebo v bunkovej membrane alebo bunkove;j steny (napr. vediica sekvencia alfa-faktora kvasiniek). Recepto-
rové proteiny interferénu-beta mézu obsahovat peptidy pridané na ulahéenie purifikacie alebo identifikacie
interferénu-beta (napr. fizia histidin/interferén-beta-1a). Aminokyselinova sekvencia interferénu-beta moze
byt tieZ spojena s peptidom Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK) (SEQ ID NO: 61) (Hopp et al.,
Bio/Technology 6: 1204, 1988). Tato sekvencia je silno antigénna a poskytuje epitop reverzibilne viazany
Specifickou monoklondlnou protilatkou, ¢o umoziiuje rychle testovanie a l'ahké Sistenie exprimovaného re-
kombinantného proteinu. Této sekvencia je tieZ $pecificky Stiepena enterokinazou z hovidze;j sliznice v mies-
te zvySku bezprostredne nasledujiicom po dvojici Asp-Lys.

K d'al§im analégom patria fiizne proteiny interferénu-beta s Fc alebo ich biologicky aktivne fragmenty,
ich sekvencie interferonu-beta sa lidia od sekvencii uvedenych ako sekvencie SEQ ID NO: 2, 4, 6 alebo 8
jednou alebo viacerymi konzervativnymi zémenami aminokyselin alebo jednou ¢&i viacerymi nekonzervativ-
nymi zamenami a/alebo deléciami alebo inzerciami, ktoré nenarusuju biologicku aktivitu izolovaného protei-
nu. Ku konzervativnym substiticiam typicky patria substitiicie jednej aminokyseliny druhou aminokyselinou
s podobnymi vlastnostami, ako su napr. substiticia v rdmci nasledujicich skupin: valin, alanin a glycin, leu-
cin a izoleucin; kyselina asparagova a glutimova, asparagin a glutamin; serin a treonin; lyzin a arginin; a fe-
nylalanin a tyrozin. K nepolarnym hydrofébnym aminokyselinim patri alanin, leucin, izoleucin, valin, prolin,
fenylalanin, tryptofan a metionin. K polarym neutralnym aminokyselindm patri glycin, serin, treonin, cyste-
in, tyrozin, asparagin a glutamin. K pozitivne nabitym (bazickym) aminokyselinim patri arginin, lyzin a his-
tidin. K negativne nabitym (kyslym) aminokyselinam patri kyselina aspardgova a kyselina glutamova. Dalgie
konzervativne substiticie su odbornikovi jasné. Tak napr. na konzervativnu substitiiciu aminokyseliny alani-
nu je mozné vybrat ktortikol'vek z aminokyselin, ako je D-alanin, glycin, beta-alanin, L-cystein a D-cystein.
Za lyzin je moZné vybrat' ako nahradu ktorikol'vek z aminokyselin D-lyzin, arginin, D-arginin, homo-
arginin, metionin, D-metionin, ornitin a D-ornitin. VSeobecné substiticie, pri ktorych sa da ocakavat, Ze spb-
sobia zmeny vo funkénych vlastnostiach izolovanych polypeptidov, st pripady, ked’: i) polamy zvysok, napr.
serin alebo treonin, je nahradeny (alebo sa pouZije na nahradenie) hydrofébnym zvyikom, napr. leucinom,
izoleucinom, fenylalaninom alebo alaninom, ii) cysteinovy zvySok je nahradeny (alebo sa pouZije na nahra-
denie) inym zvySkom a alebo iii) zvySok majici elektropozitivny vedlajsi retazec napr. lyzin, arginin alebo
histidin, je nahradeny (alebo sa pouZije na nahradenie) zvySkom majuicim elektronegativny vedl'ajsi retazec,
ako je napr. kyselina glutimova alebo asparagova, alebo iv) zvySok majici objemny vedlajsi retazec, ako je
napr. fenylalanin, je nahradeny (alebo sa pouZije na nahradenie) zvyskom, ktory nema taky vedlajsi retazec,
napr. glycinom. Vynalez tieZ zahftia izolované molekuly, ktoré si alelickymi variantami, prirodzenymi mu-
tantmi, indukovanymi mutantmi alebo proteinmi, ktoré si kédované DNA hybridizujiicou za podmienok vy-
sokej Ci nizkej stringencie s nukleovymi kyselinami kodujucimi polypeptid so sekvenciami SEQ ID NO: 2, 4,
6 alebo 8.

Po6vodcovia pripravili d’alSie mutanty interferonu-beta-1a, ktoré su d’al§imi variantmi ¢asti interferénu-be-
ta-1a v proteine podl'a vynalezu. Tieto interferén-beta-la ¢asti mézu byt zvIast uZitocné, pokial prejavuju
nové vlastnosti, ktoré nemad interferén-beta-1a divého typu (pozri priklad 1). Stru¢ne zhrnuté, uskuto¢nila sa
mutacnd analyza I'udského interferonu-beta-1a s cielom mapovat’ aminokyselinové zvy$ky nutné na aktivitu
a vézbu receptora. Dostupnost’ trojrozmernej krystalovej Struktury 'udského interferénu-beta-la (pozri Kar-
pusas et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 11813-11818) umoznila identifikovat’, na alaninové (alebo seri-
nové) substiticie zvysky, ktoré s vystavené rozpustadlu a si dostupné na interakcie s receptorom interferd-
nu-beta a pritom zachovat’ aminokyselinové zvysky podiel'ajuce sa na vytvarani intramolekularnych vizieb.
Pripravil sa panel 15 alaninovych ,,skenovacich* mutantov, kde sa nahradilo 2 az 8 zvySkov v uréitych oblas-
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tiach zéavitnic (A, B, C, D, E) a slu¢iek (AB1, AB2, AB3, CD1, CD2, DE1, DE2) interferénu-beta-1a (pozri
priklad 1).

Amino-koncova histidinova znagka (,,his* tag) bola vloZena na afinitni purifikaciu mutantov exprimova-
nych v cicav&ich bunkach (sekvencia SEQ ID NO: 2, obr. 1). Funkéné désledky tychto mutécii boli vyhodno-
tené pomocou antivirusovych a antiproliferadnych testov. Vyvinul sa tieZ neradioaktivny vézobny test na
analyzu schopnosti mutantov viazat' sa na receptor interferénu-beta na povrchu buniek (Bunkovy povrchovy
receptor IFNAR1/2). Navyse sa pouZil test zaloZeny na ELISA-teste pouZivajici fizny protein ,.ektodoména
IFNAR2/Fc“ na naviazanie interferénu na mapovanie povrchovych interakcii medzi interferénom-beta-1a a
IFNAR2 (pozri priklad 2). Tieto mutaéné analyzy ukézali, Ze N- a C-konce leZia v €asti molekuly interfer6-
nu-beta, ktora nie je déleZita na vizbu receptora alebo na biologicku funkciu.

Identifikovali sa tri druhy wi¢inkov, ktoré boli spdsobené cielenou mutagenézou. Tieto u¢inky mbzZu byt
za urcitych okolnosti vyhodné pri vyvoji interferénovych lie¢iv. Tieto tri u¢inky su nasledujuce: a) mutanty s
vys$gou antivirusovou aktivitou neZ interferén-beta-1a divého typu s his-znatkou (napr. mutant C1), b) mu-
tanty aktivne tak v antivirusovom, ako aj antiproliferatnom teste, ale ich antiproliferacna aktivita bola neu-
merne nizka v porovnani s antivirusovou aktivitou, vzhladom na interferén-beta-la divého typu s his-
znackou (napr. mutanty C1, D a DE1) a ¢) funkéne antagonistické mutanty (napr. A1, B2, CD2 a DE1), ktoré
vykazuju antivirusovu aj antiprolifera¢ni aktivitu, ktora bola netimerne nizka v porovnani s véizbovou aktivi-
tou na receptor, vzhfadom na interferén-beta-1a divého typu.

Okrem toho aj spojenie medzi interferénovou ¢ast'ou (X) a druhou ¢astou (Z), ktora je odliSna od interfe-
rénu-beta-1a (napr. Fc fragment imunoglobulinu) méZe byt’ spdsobené chemickou reakciou, ktora bude via-
zat obe molekuly tak dlho, pokial’ si imunoglobulin a interferén-beta-1a zachovaju svoje aktivity. K takymto
chemickym spojeniam patri napr. kovalentna vézba, afinitna vizba, interkalicia, koordinaéna vdzba a vytvo-
renie komplexu. Prikladom spojovacich ¢&inidiel (t. j. linkera Y v generickom vzorci), ktord vytvori kovalent-
né vizby medzi interferonovou a imunoglobulinovou Castou, patria organické zluc¢eniny ako napr. tioestery,
karbodiimidy, sukcinimidestery, diizokyanaty, ako je tolyén-2,6-diizokyandt, glutaraldehydy, diazobenzény
a hexametyléndiaminy, ako je napr. bis-(p-diazéniumbenzoyl)-etyléndiamin, bifunkéné derivaty imidoeste-
rov, ako je dimetyladipimidat a biaktivne zlugeniny fléru ako je 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzén. Tento vypo-
et nie je samozrejme vyderpavajiicim zoznamom roznych tried chemickych vézobnych ¢inidiel v odbore
znamych. Mnohé z nich su tie? komeréne dostupné ako napr. N-sukcinimidyl-3-(2-pyridylditio)propionat
(SPDP), hydrochlorid 1-etyl-3-(3-dimetyl-aminopropyl)karbodiimidu (EDC); 4-sukcinimidyloxykarbonyl-
alfa-metyl-al-fa-(2-pyridylditio)-toulén (SMPT: Pierce Chem. Co., katalog. ¢. 215 58Q).

IV. Vyuzitie vynalezu

Fuzne proteiny podl'a vynalezu sa mdZu vyuZit v terapeutickych kompoziciach tam, kde je potreba pouZit
lieCenie interferénom. Tieto molekuly maji vyhody fiiznych proteinov, hlavne fiznych proteinov s Ig, ide
hlavne o zmenenti farmakokinetiku a farmakodynamiku, ktora vedie k predizenému biologickému poldasu a
prediZzenému &asu zotrvania v cievnom systéme. Okrem toho zvlast' vyhodné proteiny glykozylovaného in-
terferénu-beta-1a, hoci su §truktirne podobné interferénu-beta-1b, maji mnohonasobne vyssiu biologicka
aktivitu nez neglykozylovany interferon-beta-1b (pozri Runkel et al., 1998, Pharm. Res. 15: 641-649).

Dokazalo sa, ze produkty podl'a vynalezu boli uZitoéné na udrZanie biologického pol¢asu terapeutického
interferoénu-beta-1a a mdZu byt na terapeutické podavanie upravené napr. rozpustenim vo vode alebo v inom
vhodnom kvapalnom médiu. Podavanie sa uskuto¢iiuje parentalnym alebo perordlnym spdsobom alebo vo
forme aerosélu. Na peroralne podavanie mozu byt pripravené jemné koloidné suspenzie na dosiahnutie de-
potného téinku pri parentdlnom podavani alebo pri peroralnom podavani, zatial’ ¢o aerosolové pripravky su
povahou kvapalné pripravky alebo vo forme suchého prasku. Fuzie interferénu-beta-1a podl'a predkladané¢ho
vynalezu by mali mat’ dobrd stabilitu pri skladovani v suchom lyofilizovanom stave alebo ako kvapalné pri-
pravky.

Terapeutické proteiny podla predkladaného vynalezu mbzu byt’ pouZité na profylaxiu alebo na lieCenie
akéhokolvek ochorenia alebo poruchy, pre ktoré je i¢innou zloZkou interferénu-beta-1a. Okrem toho fuzne
proteiny podla vynilezu sa moZu pouzit' na diagnézu zloZiek, stavov alebo ochoreni v biologickych systé-
moch alebo vzorcoch, rovnako ako na diagnostiku v inych neZ fyziologickych systémoch.

Pri terapeutickom vyuziti predkladany vynalez predpoklada vyuZitie na lieCenie zvierata, ktoré bud’ uz tr-
pi alebo je latentne nachylné na ochorenie a vyzaduje teda také lieCenie, ktoré spociva v tom, Ze sa zvieratu
podéva i¢inné mnozstvo fiizneho proteinu podla vynalezu, ktoré je terapeuticky ucinné na dané ochorenie
alebo poruchu. K subjektom, ktoré budi lie¢ené fuznymi proteinmi podl'a vynélezu patria zvierata a predo-
vietkym Glovek. V zavislosti od ochorenia alebo stavu, ktoré maju byt lieCené, zvieratu sa podava fuzny pro-
tein interferénu-beta-1a podla vynalezu v akejkol'vek terapeuticky wi¢innej a bezpe¢nej davke, ktort odbornik
I'ahko stanovi bez nutnosti nadmerného experimentovania. Vzhl'adom na medzidruhovu bariéru na interferé-
ny typu I je nevyhnutné pripravit' fizne proteiny interferénu-beta-1a podla vynalezu vzdy s interferénmi zo
zodpovedajuceho biologického druhu.
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Antiprolifera¢na bunkova aktivita interferénu-beta-1a je dobre znima. Konkrétne niektoré fiizie interfe-
rénu-beta-1a opisané v predkladanej prihlaske st uZitoéné na liedenie nadorovych a rakovinovych ochoreni,
ako je napr. osteognénny sarkém, lymfém, akitna lymfocytarna leukémia, karciném prsnika, melaném a na-
sofarygealny karciném a tieZ autoimunitnych ochoreniach, ako je napr. fibréza, lupus a roztriisena mozgovo-
miechova skleréza. TieZ sa dé ofakavat, Ze antivirusova aktivita, ktorit prejavujt fiizne proteiny podla vyna-
lezu, sa vyuzije na lie€enie virusovych ochoreni, ako je napr. infekcia ECM, chripka a d’alsia infekcia respi-
raéného traktu, hepatitida a besnota. TieZ sa d4 ocakavat, Ze imunomodula¢na aktivita, ktort prejavuju fiizne
proteiny podla vynalezu sa vyuZije na lieCenie autoimunitnych a zépalovych ochoreni, ako je napr. fibréza
a rostrusend mozgovomiechova skleréza. Schopnost’ interferénu-beta-1a inhibovat’ vytvaranie novych krv-
nych ciev (t. j. inhibovat’ angiogenézu a neovaskulariziciu) predurcuje fiizne proteiny podla vynalezu na po-
uZitie pri lieceni angiogénnych ochoreni, ako je napr. diabeticka retinopatia, retinopatia pred¢asne narode-
nych, makuldrna degenerdcia, odvrhnutie 3tepu rohovky, neovaskulérny glaukém, retrolentalna fibroplazia,
rubedza a Osler-Weberov syndrém. Okrem toho antiendotelova aktivita interferonu je uZ nejaky cas zndma a
jeden z moZnych mechanizmov pdsobenia interferénu moze byt narusenie aktivity endotelovych buniek tym,
Ze inhibuje produkciu alebo aktivitu angiogénnych faktorov produkovanych nadorovymi bunkami. Niektoré
cievne nadory, ako napr. hemangiémy, st zv1a3t' citlivé na lieéenie interferénom. Lie&enie interferénom alfa
je zatial' jedinym doloZenym spdsobom lie¢enia tohto ochorenia. MoZno oakavat, Ze lietenie fiznymi prote-
inmi interferénu-beta-1a podla vynalezu poskytne zna¢ny farmaceuticky prospech v zmysle zlepSenej farma-
kokinetiky a farmakodynamiky lebo konjugaty zostavaji v cievach po dlhii ¢as neZ nekonjugované interfe-
r6ny, ¢o umoziiuje ovel'a i¢innejsiu terapiu pouZitim konjugatov ako antiangiogénneho lieGiva (pozri priklad
9).

Fuzie polymér-interferon-beta-1a podl'a vynalezu mézu byt podavané samotné alebo vo forme farmaceu-
ticky prijatelnych esterov, soli alebo inych fyziologicky aktivnych derivatov. V tychto farmaceutickych pri-
pravkoch je interferén-beta-1a vyhodne pouZivany spolo¢ne s jednym alebo viac farmaceuticky prijatelnymi
nosiémi a volitené akymikol'vek d'al3imi terapeutickymi zlozkami. Nosi¢ musi byt farmaceuticky prijate'ny
v tom zmysle, Ze musi byt’ kompatibilny s ostatnymi zloZzkami v pripravku a nesmie byt nadmerne $kodlivy
pre prijemcu. Pripravok interferénu-beta-1a sa podava v mmoZstve u¢innom na dosiahnutie pozadovaného
farmakologického u¢inku, ako uZ bolo opisané a takychto &iastodnych mnozstvach, aby bolo dosiahnuté po-
Zadovanej dennej davky.

K vhodnym liekovym formam patria formy na parentalne a iné podavanie, k vhodnym $pecifickym sp6-
sobom podavania patria napr. podavanie perorlne, rektalne, bukalne, topické, nazalne, oftalmické, subku-
tanne, intramuskularne, intravendzne, transdermalne, intratekalne, intraartikularne, intraarteridlne, subaracho-
idlne, bronchidlne, lymfatické, vaginalne a intrautérne. Vyhodné su lickové formy na peroralue, nazélne a
parentalne podéavanie.

Pokial je interferén-beta-1a pouZity v pripravku, ktory obsahuje tekuty roztok, pripravok sa vyhodne po-
dava peroralne alebo parentalne. Pokial je intreferén-beta-1a pouZity v pripravku, ktory je vo forme tekute;
suspenzie alebo suchého prasku formulovany spolo¢ne s biologicky kompatibilnym nosi¢om, potom sa moze
vyhodne podavat’ peroralne, rektalne alebo bronchialne.

Pokial’ je interferon-beta-1a pouZity v pripravku priamo ako pevnéa latka vo forme prasku, vyhodne sa
modZe podavat’ perordlne. Alternativne sa mdZe podavat nazalne alebo bronchialne, pomocou nebulizicie
praSku v nosi¢ovom plyne, ked' sa vytvara disperzia prasku v plyne, ktort pacient vdychuje a sice pouZitim
vhodného nebuliza¢ného zariadenia.

Pripravky obsahujuice fiizne proteiny podl'a predkladaného vynalezu sa vyhodne formuluju do jednotko-
vych liekovych foriem a sice akymikol'vek metédami, ktoré su odbornikom vo farmacii zndme. Tieto metédy
vieobecne obsahuju krok, ked’ sa u¢inna zloZka zmieSa s nosi¢om a pripadne d’alsimi pomocnymi zloZkami.
Typicky sa pripravky pripravujii uniformnym a dokonalym zmie$anim u¢innej zloZky (¢i viac udinnych zlo-
Ziek) s kvapalnym nosi¢om, jemne rozotretym pevnym nosi¢om alebo oboma a potom sa produkt podl'a po-
treby formuluje do poZadovanych liekovych foriem.

Pripravky podl'a vyndlezu vhodné na peroralne podavanie st v podobe diskrétnych jednotiek, ako su napr.
tobolky, oplatky, tablety alebo pastilky, kde kazda takato forma obsahuje predom stanovené mnoZstvo Géin-
nej zlozky v podobe prasku alebo granulatu alebo v tekutej forme, vodnej alebo bezvodej, ako je napr. sirup,
elixir, emulzia alebo pena.

Tablety sa pripravuju lisovanim alebo odlievanim, pripadne s jednou alebo viac pomocnymi zlozkami.
Lisované tablety sa pripravuju lisovanim na vhodnych zariadeniach, kde sa pouZiva u¢inna zloZka vo volnej
sypkej forme, ako je prasok alebo granulat, ktora sa pripadne miesi s ndpojmi, uvolftujucimi ¢inidlami, lubri-
kantmi a inertnymi riedidlami, povrchovo aktivnymi ¢inidlami a uvoltfiovacimi ¢inidlami, odlievané tablety
obsahujui zmes praskového polymérového konjugatu s vhodnym nosi¢om a pripravuji sa odlievanim pomo-
cou vhodného zariadenia.

Sirup sa pripravi pridanim 1i¢innej latky do koncentrovaného vodného roztoku cukru, napr. sacharézy, ku
ktorému sa pridaju eSte d’alSie pomocné prisady. K takymto prisadam patria prichute, konzervaéné ¢inidla,
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&inidla spomalujuice krystalizaciu cukru a &inidla zvy3ujice rozpustnost’ ostatnych zloZiek, ako si napr. po-
lyhydroxyalkoholy, ako je glycerol alebo sorbitol.

Lickové formy vhodné na parentilne podavanie vyhodne obsahuju sterilné vodné pripravky aktivneho
proteinu, ktoré si vyhodne izotonické s krvou prijemcu (napr. fyziologicky solny roztok). Takéto pripravky
obsahuju tie? suspendujice &inidl4 a zahustovadla alebo iné mikrocasticové systémy, ktoré su urcene na za-
cielenie zli&eniny na krvné zlozky alebo do jedného ¢&i viac organov. Pripravky si bud’ v jednodavkovej ale-
bo viacdavkovej lickovej forme.

Pripravky vo forme nosného spreja obsahuji purifikované vodné roztoky aktivneho konjugatu s konzer-
vaénymi a izotonickymi &inidlami. Tieto pripravky maji obvykle pH a tonicitu upravené tak, aby boli kom-
patibilné s nosnou sliznicou.

Liekové formy na rektalne podavanie si obvykle &apiky, kde vhodnym nosi¢om je kakaové maslo, hyd-
rogenované tuky alebo hydrogenované mastné karboxylové kyseliny.

Oftalmické pripravky ako napr. oéné kvapky su pripravené podobne ako nosné spreje, s tym rozdielom,
Ze pH a tonicita st nastavené kompatibilne na oko.

Topické pripravky obsahuji konjugaty podl'a vynalezu rozpustené alebo suspendované v jednom alebo
viac medi4ch, ako je napr. mineralny olej, vazelina, polyhydroxyalkoholy alebo ind farmaceuticka baza na
topické pripravky.

Okrem uvedenych zloZiek méZu pripravky podl'a vynalezu este d'alej obsahovat’ jednu alebo viac dopln-
kovych zloziek, ako st napr. riedidla, pufre, prichute, rozvol'fiujuce ¢inidla, povrchovo aktivne latky, zahus-
tovadla, lubrikanty, konzerva¢né latky (vratane antioxidantov) a dalSie.

Teda predkladany vynalez poskytuje fuzne proteiny vhodné na in vitro stabilizaciu interferonu-beta-1a v
roztoku, ¢o je priklad vyhodne inej neZ terapeutickej aplikicie vynalezu. Fuzne proteiny mdZu byt tieZ vyu-
7ité na zvyenie tepelnej stability a odolnosti proti enzymatickej degradacii interferénu-beta-1a a poskytuju
tak sposob, ako zvysit' cas skladovatelnosti, stabilitu pri teplote miestnosti a trvanlivost’ reagencii a suprav
pouzivanych na vyskum.

Nasledujiice priklady sliZia na ilustraciu vynalezu a nijako jeho predmet neobmedzuju. Je zrejme, Ze
najmi tu opisané in vivo experimenty so zvieratami sa mozu uskuto¢nit’ réznymi spésobmi, takZe su mozné
rozne modifikacie a variacie zakladnych opisanych metdd. Tak napr. v priklade 7 mdZe odbornik pouZit’ iny
neopterinovy test alebo méZe zmenit' druh &i pocet primatov v pokuse. V3etky takéto modifikacie a variacie
patria do rozsahu predkladaného vynalezu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1
Studie truktury/aktivity Pudského interferénu-beta-1a s pouZitim substitu¢nych mutacii alanin/serin: ana-
lyza vizobnych miest receptora a funkénych domén.

Prehl'ad

Uskutoénila sa obsiahla mutaéna analyza l'udského interferonu-beta-1a (INF-beta-1a) s cielom mapovat
zvysky nutné na aktivitu a véizbu receptora. Dostupnost’ trojrozmernej (3-D) kryStalovej Struktiry Pudského
IFN-beta (Karpusas, M. Et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 11813-11818) umoznila pévodcom
identifikovat substiticiu alaninu (alebo serinu) zvySkov vystavenych rozpistadlu dostupnych na receptorové
interakcie a ponechat’ aminokyseliny zapojené do intramolekularnych vizieb. Navrhol sa panel 15 alanino-
vych substiticii, ktoré nahradili 2 az 8 zvyskov v priebehu rozdielnych oblasti kazdého helixu (A, B, C,D) a
sludiek (AB, CD2, DE). Na téely afinitnej purifikacie bola za¢lenend aminokoncova histidinova znacka ob-
sahujuica 6 histidinovych zvyskov, ako aj enterokinazova spojovacia sekvencia (linker) na odstranenie amino-
koncovej extenzie. Vysledné interferény su nazyvané ako ,,interferon(IFN)-beta so znackou his* alebo ,,His-
-interferon-beta“ alebo , Hise-interferén-beta® a pod.

Skonstruovali sa rézne muticie expresnych plazmidov IFN-beta so znackou his s pouzitim génového
konstruktu s divym typom IFN-beta ako templatu na mutagenézu. Stratégia mutagenézy vyZadovala najskor
vnesenie $tiepneho miesta jedineéného restrikéného enzymu prostrednictvom génu IFN-beta so znackou his a
potom nahradenie presnych sekvencii DNA medzi vybranymi restrikénymi miestami syntetickymi oligonuk-
leotidovymi duplexmi, ktoré kédovali alaninové (alebo serinové) substitu¢né mutécie. Nakoniec sa mutované
gény IFB subklonovali do plazmidu, ktory riadil expresiu cicav¢ich buniek v bunkovej linii 293 z Pudskych
obliciek.

Funkéné nasledky tychto mutacii sa hodnotili antivirusovymi a antiproliferaénymi testami. Bol vyvinuty
neradioaktivny vizbovy test na IFN, ktory analyzoval vizbu tychto mutantov na povrchovy receptor
(,JENAR1/2 komplex) buniek Daudi I'udského Burkittovho lymfému. Navy3e bol vyvinuty test na mapova-
nie povrchov pri interakcisch medzi mutantmi his-IFN-beta a IFNAR2, ktory pouzival fizny protein
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IFNAR?2/-Fc, zloZeny z extracelulimej domény proteinu IFNAR2 receptora IFN fiizovanej na kibovii domé-
nu, doménam CH2 a CH3 l'udského IgG1.

1. Vytvorenie génu interferénu-beta ako templatu na mutagenézu

Pri stratégii povodcov na tvorenie mutantov IFN-beta substituovanych alaninom (alebo serinom) najskér
vznikol modifikovany gén IFN-beta, ktory kédoval protein divého typu, ale ktory niesol Stiepne miesta jedi-
ne¢nych restrikénych enzymov v géne. Jedine¢né miesta boli pouZité na zamenu sekvencii divého typu synte-
tickymi oligonukleotidovymi duplexami, ktoré kédovali mutované kodény. Aby sa ziskala expresnd kazeta
T'udského IFN-beta-1a vhodna na tvorbu mutovanych génov, bola cDNA IFN-beta (GenBank pristupové ¢.
E00029) amplifikovana pomocou PCR. Bolo nevyhnutné pociato¢né klonovanie génu IFN-beta do plazmidu
pMJB107, derivatu pACYC184, (pozri Rose, et. al., 1988, Nucleic Acids Res., 16(1), 355), aby sa mohla
uskuto¢iiovat’ miestne cielend mutagenéza génu v plazmide, ktorému chybali $pecifické restrikéné miesta vy-
tvarané pocas mutagenézy.

Priméry na PCR pouZité na subklonovanie kodujicich sekvencii génu Pudského IFN-beta tieZ umoznili
pbvodcom zaviest enterokinizovi spojovaciu sekvenciu v protismere a v ramci s génom IFN-beta:

5’-PCR primér:
5’-TTCTCCGGAGACGATGATGACAAGATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGC-3’
(sekvencia SEQ ID NO: 9: ,BET-021%), a

3’-PCR primér:

5’-GCCGCTCGAGTTATCAGTTTCGGAGGTAACCTGTAAGTC-3"

(sekvencia SEQ ID NO: 10: ,,BET-022%)

A hrani¢nej oblasti miest restrikénych enzymov (BspEI a Xhol) uzitotné na klonovanie do miest plazmidu
pMIB107. Vyslednd DNA bola nazvana PCR fragment A.

Vykonna signalna sekvencia z l'udskej adhéznej molekuly cievnej bunky-1 (VCAM-1) a znacka (,,tag*)
Siestich histidinov boli vnesené do koneného konitruktu zdruhého fragmentu DNA vytvoreného z
pDSW247 (fragment B). Plazmid pDSW247 je derivat pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), z ktorého bol od-
straneny gén EBNA-1, aktory nesie signilnu sekvenciu VCAM-1 (VCAMSss) fiizovant v protismere a v
ramci so znackou Siestich histidinov. Priméry PCR, ktoré boli pouZité na vytvorenie kazetovej skupiny
VCAMss-1/histidinova znacka, boli KID-369 (5'PCR primér):
5"-AGCTTCCGGGGGCCATCATCATCATCATCATAGCT-3’

(sekvencia SEQ ID NO: 11) a KID-421 (3 'PCR primér):
5'-CCGGAGCTATGATGATGATGATGATGGCCCCCGGA-3’

(sekvencia SEQ ID NO: 12) za¢letiujuce hrani¢né Stiepne miesta restrikénych enzymov (Notl a BspEI), ktora
umoznila exciziu fragmentu B DNA.

Na vytvorenie plazmidového vektora, ktory niesol signalnu sekvenciu VCAM-1, zna¢ku his a gén interfe-
ron-beta, uskuto¢iovali pévodcovia trojcestni ligaciu s pouzitim DNA fragmentov purifikovanych cez gél z
plazmidového vektora pMJB107 (Stiepené¢ho Notl a Xhol), PCR fragmentu A (Stiepeného BspEI a Xhol) a
fragmentu B (Stiepeného Nofl a BspEl). Ligovany plazmid bol pouZity na transformaciu buniek E. coli bud’
JA221 alebo XL1-Blue a boli vyberané koldnie rezistentné na ampicilin a testované na vyskyt inzertov ana-
lyzou restrikénych map. Bola izolovani DNA pomocou Maxiprepu a sekvencia inzertu bola overena sekve-
novanim DNA. Vysledny konstrukt bol nazvany pCMG260.

2. Priprava mutantov I'udského interferénu-beta v pCMG260 substiticiou alaninu

Plazmid pCMG260 sa pouZil ako templat na niekolkokrat opakovani mutagenézu (U.S.E. Site Directed
Mutagenesis Kit (Boehringer-Mannheim), ktora zaviedla jedinené restrikéné Stiepne miesta do pozicii v
priebehu kédujucej sekvencie proteinu IFN-beta, ale nezmenila vysledni sekvenciu proteinu. Mutované
plazmidy boli pouZité na transformaciu bud’ JA221 alebo XL1-Blue kmefia E. coli a rekombinantné kolonie
boli vyberané podl'a rezistencie na chloramfenikol. Koldnie rezistentné na chloramfenikol sa d’alej testovali
na vyskyt poZadovaného miesta jedine¢ného restrikéného enzymu pomocou analyzy restrikénych map DNA.
Vysledny plazmid IFN-beta, pCMG275.8, obsahoval uplni sadu jedineénych Stiepnych miest restrikénych
enymov a DNA overila sa sekvencia génu. Kompletna sekvencia DNA modifikovaného génu interferén-beta
so znackou his, spolo¢ne s kddujucou sekvenciou proteinu divého typu, su uvedené na obrazku 1.

Kompletny stbor alaninovych substituénych mutécii je uvedeny v tabulke 1 (SEQ ID NO: 60 a 45-59).
Nazvy mutantov Specifikujui Strukturalne oblasti (helixy a slucky), do ktorych boli vnesené mutacie. Panel
vSetkych mutacii alaninovych (serinovych) substiticii ma za nasledok mutacie 65 aZ 165 aminokyselin 'ud-
ského IFN-beta.

Panel mutantov bol vytvoreny z pCMG275.8 nahradenim segmentov DNA medzi jedine¢nymi restriké-
nymi miestami syntetickymi oligonukleotidovymi duplexami, ktoré niesli genetickd kdédujicu informaciu
uvedenu v tabulke 2. Aby sa vytvorili plazmidy s ré6znymi alaninovymi substituénymi mutantmi, ligovali sa
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spolu vektor pPCMG275.8 purifikovany cez gél (Stiepeny prislusnym restrikénym enzymom, ako je uvedené
na zozname d’alej v texte, na kaZdu Strukturdlnu oblast’ IFN-beta) a oligonukleotidové duplexy (kodujice
sekvencie vlakien si uvedené v tabulke 2). Liga¢né zmesi sa pouZili na transformaciu JA221 kmetia E. coli
a rekombinantné kolénie sa vybrali podl'a rezistencie na ampicilin. Kolénie rezistentné na ampicilin boli tes-
tované na vyskyt inzertov s muticiami prostrednictvom skriningu na prislu$né miesta restrikénych enzymov.
Na dva mutanty (A2 a CD2) stratégia klonovania vyZadovala pouzitie dvoch duplexov syntetickych oligo-
nukleotidov (uvedenych v tabulke 2), ktoré niesli komplementarne presahujiice konce, aby bolo moZné ligo-
vat’ ich k sebe navzijom a na kostru vektora IFN-beta v trojcestnej ligacii. Nasledujici zoznam ukazuje mies-
ta, ktoré boli pouZité na klonovanie mutovanych oligonukleotidov z tabulky 2. Schéma klonovania (podo-
ddiel B) ukazuje pozicie tychto jedineénych miest v géne interferénu beta.

A helix BspEl az Munl alebo BgllI az Pstl

Slu¢ka AB  Munl aZ Pstl alebo Munl az BsaHI

B helix BspHI az Bsal alebo BsaHI az Bsal
C helix Bsal a7 Xbal

Slu¢ka CD2 Xbal az BspHI alebo Xbal az Dralll
D helix BspHI aZ Dralll

Slucka DE  BspHI az Pvul

E helix Pvul az BstEIl

Tabulka 1

Pozicie alaninovych substituénych mutacii "VIFN-B

‘1 ‘xo :1‘0 ‘so I 50
ce. oV, O P Sy F N i...
IFN-8 MSYNLLGFLQORSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFOKE
a B A Py o o e e e o
A2  cememmemec—ee—— AA-AA~~AR-—— e
AB]l  ceeeemrmecmme i e e, ABRA AR — e oo
AB2 - oo e o e BA-A~ Ao
BB}  mmerrmemee e — AARAA-ARR
" helix A it AB loop___
€0 10 80 50 100

t e T L L e ee ee sea
IFN-f DAALTIYEMIQNIFAIFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKE

Bl oA - AS - e e e
B2 AR -
c1 AS-—AB~=Gm==
c2 -—- B e U V.U
D1 - — AA--BRA
‘_____helix B___,” 1 ',__CD loop_ .
110 120 130 140 150 160
.- . - - .' . !. - - v e ... . ‘ . . . '
IFN-B DFTRGALMSSLHLXRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYRINRLTGYLRN
CD2 B =R = Bl A e e 2 o e 2 e 0 2 e B 2
D e 505 NS S — -——-
DE1 e ————————
DE2  mememcmmm o i o e AR e o
E - B N O
CD loopy } helix D, 1 } helix B ¢

K tab. 1: Riadok oznaceny IFN-f ukazuje divy typ sekvencie l'udského IFN-B alaninové alebo serinové
substitticie zvySkov IFN-B st ukézané pre kazdy mutant a iarky, pod relevantnymi oblastami, oznacuji sek-
vencie divého typu. Struktiry helixov a sluciek su uvedené ako plné ¢iary pod mutantmi. Slucka DE prekle-
nuje medzeru medzi helixmi D a E. Boli vytvorené dva d’alSie alaninové substitu¢né mutanty (H93A, H97A a
H121A) a analyzovali sa v antivirusovych testoch na stanovenie u¢inku mutacii tychto histidinov, ktoré tvo-
ria chelaty so zinkom v krystalovej §trukture diméru. Oba tieto mutanty si podrZali plnu aktivitu divého typu
v antivirusovych testoch, ¢o svedéi o tom, Ze zinkom sprostredkovana tvorba diméru nie je doleZita na aktivi-
tu IFN-B.
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Tabul'ka 2

Al SEQ ID CCGGAGACSATOATCACAAGATGECTTACCCLECTCTTSGACTCCTACAAS
NOC:13 CPTCTAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGL TUCTGTGEE
BET-053

AZ SEQ ID GATCTAGCAATGCTGCCTGTECTGCCCTCCTGSCTECOTTCAATGGRAGET
NC: 14 TTGAATACT
BET-03%
SEQ ID
NO:15 GCCTCAAGRACAGGATGAAC ™I TCACATCCLTGAGGAGATTAAGCASCTGCA

BET-041

AB1  SEQ ID ARTTGAATGECAGOCCTGCAGC TTGCGUTGOAGACAGCATGARCTTTGACAT
NC: 18 CCOTCAGGAGATTARGCASCTGTA
BET-080
AB2  BEQ ID AATTCAATCGCAGECTTGAATACTGCL TCAAG
NC:17 CLCTGCAGAGAT TAAGCAGCTGCA
BET-082
AB3  SEQ Ip AATTSAATEGGAGSCTTGAATACTGCOTCAAGGACAGGATCAACTTTGACA
NO: 18
BET-084
SEQ I TCCOTRAGGACATTECTGCAGCTECAGCTTITC
NG: 19
BET-086

CGECRCSTT

SEQ ID CGCCGCATTGACTATC TATGAGATCT AGAACATCTITGCTATTTITONT
NO: 21 CAGCTTCATCTAGCACTCEITEGAR
BET~112

<L GGAATGCTTCAATICTTGCTGCACTCCTGACCAATETCTATCATCAZATARA
CCATCTCAAGACAGTTCTAG

<2 SEQ ID GGAATCAGACCATTGTTGAGAACCTCCTGGCTAATGTCGCTCATCAGATAGT
NO:23 ACATCTGGCTGCASTTCTAG
BET-092

cpi SEQ ID CTAGCTSCARAACTGGCTCCAGC TEATTTCACCAGSEGAAAALT
NC:24
BET-0%4

<h2 sEC ID CTAGAAGAMAAECTGORGAAAGAAGCAGCTACCSCTOGAAAAGCAATGAGLS
NQ:ZS CGCTGCACCTGRARAGA
BET-056
SEQ ID TATTATGCGAGGATTCTGCATTACCTCARGGCCAAGGAGTACTCACACTGT
NO:Z6
BET~106

D1 SEQ ID CATGAGCAGTCTCCACCTGAARAGATATTATGGGGCAATTGCTCCATACCT
NO:27 GGCAGTCAAGGAGTACTCACACTSET
RET-108

DEX  SEQ ID CATGAGCAGTCTGCACCTEARAAGATATTATGGGAGCATTCTGCATTACCT
NC:28 GAAGGCCGCTGCATACTCACACTGTCCUTGGACGAT
BET-116

DE2  3EQ T CATGAGCAGTCTCCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTS
NC:292 AAGGCARAGGAGTACSCTGCATGTGCCTGGACCAT
BET-1i8

EL SEZQ ID CETCAGAEGCTCAAATCCTAGCAAAL GCATTCATTGCAAGACTTATAG
No: 30
BET~104

18
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B. konstrukcia expresnych plazmidov EBNA 293

Gén divého typu a mutovany gén IFN-beta, fizované so signalnou sekvenciou VCAM-1, znackou his a
enterokinazovou spojovaciou sekvenciou, boli purifikované cez gél ako restrikéné fragmenty Notl a BamHI s
velkostou 761 bazovych parov. Purifikované gény boli subklonované do plazmidového vektora pDSW247,
&o je derivat pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), Stiepeného Notl a BamHI, ako je ukazané v schéme. Plazmid
pDSW247 je expresny vektor na prechodnu expresiu proteinu v bunkdch EBNA 293 z 'ndskych obli¢iek (In-
vitirogen, Carlsbad, CA). Obsahuje cytomegalovirusovy prométor skorého génu a EBV regulaéné prvky, kto-
ré st nevyhnutné na vysoku hladinu génovej expresie v tomto systéme, ako aj markery selekcie na E. coli
(rezistencia na ampicilin) a na bunky EBNA 293 (rezistencia na hygromycin). Ligované plazmidy boli pouZi-
té na transformaciu bud’ JA221 alebo XL1-Blue kmetiov E. coli a kolénie rezistentné na ampicilin boli vybe-
rané a testované na vyskyt inzertov analyzou restrikénych map. Izolovala sa DNA pomocou maxiprepu a sek-
vencie inzertov sa overili sekvenovanim DNA. Pozittvne klony prejavujice poZadované mutované sekvencie
boli pouzité na transfekciu buniek EBNA 293 T'udskych obli¢iek tak, ako je opisané d'alej.

Vieobecné klonovacie a expresné stratégie su uvedené na obrazku 12.

C. Expresia a kvantifikicia IFN-beta-1a alaninovych substitu¢nych mutantov

Ludské bunky EBNA 293 (Invitrogen, Carlsbad, CA, Chittenden, T. 1989, J. Virol. 63, 3016-3025) boli
udrziavané ako subkonfulentné kultiry v Eagleho médiu modifikovanom podla Dulbecca doplnenom 10 %
fetalnym bovinnym sérom, 2 mM glutaminom a 250 g/ml geneticinu (Life technologies, Gaithersburg, MD).
Expresné plazmidy pDSW247 boli prechodne transfekované do buniek EBNA 293 s pouZitim protokolu s li-
pofektaminom (Gibco/BRL, Life Technologies). Kondicionované média sa odobrali 3 - 4 dni po transfekeii,
zvysky buniek sa odstranili centrifugaciou a koncentracia his-IFN-beta bola kvantifikovana testom ELISA.

ELISA sa uskutoénila pouZitim polyklonalnych krali¢ich protilatok (metédou proteinu A purifikovane;
IgG, protilatky boli pestované proti purifikovanému Iudskému IFN-beta-1a) na naviazanie na 96-jamkové
dosticky na testy ELISA a biotinylovana forma toho istého polyklonalneho kraliCieho IgG bola pouZita ako
sekundarna reagencia na umoZnenie detekcie interferénu s pouzitim chrenovej peroxidazy konjugovanej so
streptavidinom (HRP: Jackson Immuno Research, W. Grove, PA). Na vytvorenie Standardnych kriviek kon-
centracie bol pouZity rad riedeni interferénu-beta-1a. Kondicionované média z EBNA transfektant obsahuji-
ce his-IFN-beta boli nariedené tak, aby sa ziskali vzorky s koncentraciami v rozmedzi od 10 ng/ml do
0,3 ng/ml v teste ELISA. Aby boli koncentracie IFN-beta v médiu zistené testom ELISA potvrdené, bola
uskutodnena analyza westernovym prenosom. Redukované supernatanty z tkanivovych kultir a Standardy
[FN-beta-1a boli podrobené SDS-PAGE na géloch s gradientom 10 — 20 % (Novex, San Diego, CA) a prene-
sené na membrany PDVF. Imunoreaktivne pasy sa detegovali krali¢éim polyklondlnym antisérom anti-IFN-
-beta-1a (&. 447, Biogen, Inc., druhé antisérum, ktoré bolo pestované proti IFN-beta-1a) a potom nasledovalo
ofetrenie somarim proti-krali¢im IgG konjugovanym s HRP (Jackson ImmunoResearch, W. Grove, PA).

D. Hodnotenie mutantov interferénu-beta na vazbu na receptor

Vlastnost’ viazat’ receptor mutantov interferénu-beta opisanych v &asti C bola hodnotena pouZitim dvoch
odli¥nych vizbovych testov. Jeden test meral vizbu mutantov interferénu-beta na fuzny protein, IFINAR2/Fc,
zahrnujuci extracelularnu doménu l'udského receptora IFNAR?2 fiizovanu na ¢ast’ konstantnej oblasti Pudské-
ho IgG. IFNAR2-Fc bol exprimovany v bunkach ovarii cmskeho $krec¢ka (CHO) a purifikovany prostrednic-
tvom afinitnej chromatograﬁe s proteinom A Sepharose™ podTa instrukcii vyrobcu (Pierce Chem. Co., Roc-
kford, IL, kat. ¢. 20334). Viizba mutantov interferénu-beta na IFNAR2-Fc bola merana v teste ELISA. Do-
§ticky na test ELISA boli pripravené cez noc pri 4 °C naviazanim 50 pl/jamku mySej proti-Tudskej IgG1 mo-
noklonélnej protilatky (CDGS5-AA9, Biogen, Inc.) v koncerécii 10 g/ml vo vdzbovom pufri (50 mM Na-
HCO;, 0,2 MM MgCl,, 0,2 mM CaCl,, pH 9,6) na 96-jamkové dosticky s plochym dnom. Dosticky boli dva-
krat premyté s PBS obsahujucim 0,05 % Tween-ZOT a blokované s 0,5 % netu¢nym suSenym mliekom v
PBS 1 hodinu pri teplote miestnosti. Po dvoch dalich premytiach sa do kaZdej jamky pridalo 50 pl 1 g/ml
IFNAR2-Fc v 0,5 % mlieku v PBS obsahujiicom 0,05 % Tween-20™ a inkubované 1 hodinu pri teplote
miestnosti a dosticky sa potom este dvakrat premyli. Vézba mutantov interferénu-beta na IFNAR2-Fc bola
merana pridanim 50 ul/jamku mutantov interferénu-beta v kondiciovanom médiu, sériovo riedenom Eagleho
médiom modifikovanym podla Dulbecca (DMEM) doplnenom 10 % fetdlnym bovinnym sérom a inkubaciou
2 hodiny pri 4 °C. Riedenie mutantov interferénu-beta sa typicky pohybovalo od priblizne 1 M dolu k 10 pM.
Na premytie bol interferén-beta naviazany na dosti¢ky detegovany pridanim 50 pl/jamku zmesi skladajucej
sa z 1 : 1000 riedenej krali¢ej polyklonalne] anti-interferénovej protilatky (¢. 447) plus somarieho proti-
kréli¢ieho IgG zna&eného chrenovou peroxidazou (HRP) (Jackson ImmunoResearch) a uskutocfiovala sa in-
kubacia 15 mimit pri 4 °C. Po dvoch premytiach bol pridany HRP substrat a dosti¢ka sa inkubovala pri 4 °C
pred odpoétom na &itacom zariadeni na dosticky ELISA pri absorbancii 450 nm. Data sa vyniesli ako absor-
bancia proti koncentracii mutantov interferénu-beta a afinita vizby mutantov interferonu-beta na IFNAR2-Fe
sa uréila vynesenim dat do jednoduchej hyperbolickej vizobnej rovnice. Vysledky z tychto analyz su ukaza-
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n¢ na obrazku 3, na ktorom je vizobné afinita kaZdého mutanta, zistovana aspoii v troch nezavislych poku-
soch, vyjadrena ako percento afinity meranej pre Hise-divy typ interferénu-beta-1a. Druhy test vizby recep-
tora bol pouZity na meranie afinity, s ktorou sa mutanty interferénu-beta viazu na bunky Daudi exprimujuce
oba receptorové retazce, IFNAR 1 a IFNAR 2, ktoré dohromady obsahujii receptor pre interferén-beta. Tento
test zaloZeny na FACS pouzival blokujiicu monoklonalnu protilatku namierent proti extracelularnej doméne
IFNARI, EA12 (Biogen, Inc.) na odliSenie neobsadeného (voIného receptora od receptora, na ktory bol na-
viazany interferén-beta. Bunky Daudi (20 pl pri 2,5 x 10’ buniek/ml) boli nanesené na 96-jamkové dosticky
pre test ELISA s dnom v tvare V a inkubované 1 hodinu pri 4 °C s réznymi koncentriciami mutantov interfe-
rénu-beta (20 ul v pufri FACS, 5 % FBS, 0,1 % NaN; v PBS). Ziaduce sériové riedenia mutantov interferd-
nu-beta sa pohybovali v rozmedzi od 0,5 M do 0,5 pM. Ku kazdej jamke sa pridalo 100 ng biotinylovanej
mySej anti-IFNAR1 monoklonalnej protilatky EA12 (10 pl) a dosticky sa inkubovali d’alie dve mintty pri
teplote miestnosti pred dvojitym premytim pufrom FACS (4 °C). Potom sa bunky inkubovali 30 mimit pri
4 °C s 50 pl/jamku 1 : 200 nariedeného streptavidinu konjugovaného s R-fykoerytrinom (Jackson Immuno-
Research, West Grove, PA), dvakrat premyté pufrom FACS, resuspendované v 300 pl pufru FACS obsahu-
jucom 0,5 % paraformaldehyd a prenesené do polystyrénovych skumaviek 12 x 75 (Falcon 2052). Potom sa
vzorky analyzovali prietokovou cytometriou na pristroji FACscan (Becton Dickinson). Data sa vyniesli do
grafu ako priemerna intenzita fluorescencie kanalu (MFCI) proti koncentracii mutantov interferénu-beta,
vézbové afinity boli definované ako koncentracia mutantov interferénu-beta poskytujica 50 % inhibicie za-
farbenia protilatky. Kazda mutacia sa testovala niekol’konasobne. Obrazok 2 ukazuje vizbovi afinitu na re-
ceptor na kazdy mutant interferénu-beta, zisteny touto metédou, vyjadrenou ako percento afinity meranej pre
Hise-divy typ interferénu-beta-1a v kazdom pokuse.

E. Hodnotenie funkcie mutantov interferénu-beta

Mutanty interferénu-beta boli tieZ testované na funkénu aktivitu s pouZitim i vitro testov na antivirusovi
aktivitu a na schopnost’ interferonu-beta inhibovat’ bunkovi proliferaciu. Na kaZdom mutante boli uskutoé-
nené minimélne tri antivirusové testy, kazdy v troch opakovaniach. Hiss-divy typ interferénu-beta-1a bol do
kaZdého pokusu zahrnuty ako referencia. Antivirusové testy sa uskutocnili oetrenim buniek A549 z Pudské-
ho plicneho karcinému (ATCC CCL 185) cez noc dvojkovym sériovym riedenim mutantov interferénu-beta
v koncentraciach, ktoré preklenuli rozsah medzi plnou antivirusovou ochranou a Ziadnou ochranou pred
usmrtenim buniek virusom. Nasledujiici defi boli bunky stimulované v ¢ase dvoch dni virusom encefalomyo-
karditidy (ECMV) v riedeni, ktoré malo za nasledok tiplni smrt’ buniek pri chybani interferénu. Dosticky po-
tom boli vyvijané s metabolickym farbivom MTT (2,3-bis[2-metoxy-4-nitro-5-sulfo-fenyl]-2H-tetrazolium-
-5-karboxyanilid) (M-5655, Sigma, St. Louis, MO). Zasobny roztok MTT sa pripravil v koncentracii 5 mg/ml
v PBS a sterilizovany filtraciou a 50 ul tohto roztoku bolo nariedené do tkanivovych kultir (100 pl na jam-
ku). Po inkubacii pri teplote miestnosti pocas 30-60 mimit bol roztok MTT/médium odstraneny, bunky boli
premyté s 100 pl PBS a nakoniec bola metabolizovana farba solubilizovana v 100 ul 1,2N kyseliny chloro-
vodikovej v 90 % izopropanolu. Zivotaschopné bunky (ako je dokézané pritomnost'ou farbiva) boli kvantifi-
kované pri absorbancii pri 450 nm. Déta boli analyzované vnesenim do grafu absorbancie proti koncentracii
mutantov interferonu-beta a aktivita kaZdého mutanta bola definovana ako koncentrécia, v ktorej bolo usmr-
tené 50 % buniek. Obrazok 5 ukazuje aktivitu kazdého mutanta vyjadrend ako percento aktivity meranej pre
divy typ interferonu-beta-1a so znac¢kou his v kazdom pokuse.

U mutantov interferénu-beta bola tieZ hodnotena funkcia v antiproliferaénom teste. Bunky Daudi I'udské-
ho Burkittovho lymfému (ATCC ¢. CCL 213) boli vysiate v koncentracii 2 x 10° buniek/ml v RPMI 1620
doplnenom 10 % definovanym fetalnym tel'acim sérom (Hyclone, Logan, Utah) a 2 mM L-glutaminom. Kaz-
déa jamka tieZ obsahovala danu koncentraciu mutantov interferénu-beta v kone¢nom celkovom objeme 100 pl
média na jamku, pouZité koncentracie interferénu-beta boli vybrané tak, aby preklenuli rozsah od maximal-
nej inhibicie proliferacie Daudi buniek k Ziadnej inhibicii (t. j. plna proliferacia). Kazda koncentracia testo-
vanych mutantov interferénu-beta bola pouZita v duplikatoch a vo vietkych pokusoch bola zaraden4 séria ne-
oSetrenych buniek v duplikatoch. Bunky boli inkubované dva dni pri 37 °C, v inkubétoroch s 5 % CO, a po-
tom sa do kazdej jamky pridalo 1 Ci tymidinu s triciom ((metyl->’H) tymidin, Amersham TRK758) v 50 pl
média a inkubovany d’alSie 4 hodiny. Bunky sa odobrali s pouZitim pristroja LKB na odber buniek z dosti-
¢iek a merala sa inkorporacia tymidinu s triciom pouZitim ¢&itacieho zariadenia na dosticky LKB beta. Dupli-
katy experimentalnych hodnét boli spriemerované a urcené ako §tandardné odchylky. Data boli vynesené do
grafu ako priemerné pocty za minutu proti koncentracii mutantov interferénu-beta a aktivita kazdého mutanta
bola definovana ako koncentracia poZadovana poskytnut' 50 % maximalnej pozorovanej inhibicie rastu. Pre
kaZdy mutant boli uskutocnené niekol'’konasobné testy. Obrazok 6 ukazuje vysledky vyjadrené ako percento
aktivity najdenej pre divy typ interferénu-beta-1a so znackou his v kazdom pokuse.
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F. Vlastnosti mutantov interferénu-beta

Bolo zistené, Ze divy typ interferénu-beta-1a s histidinovou znackou mal v antivirusovych a antiprolife-
raénych testoch aktivitu, ktora bola priblizne 3-krat niZ3ia ako zodpovedajica aktivita najdend u naznaceného
divého typu interferonu-beta-1a. Pretoze zo vietkych mutantov interferénu-beta obsahovali A1-E na svojich
N-koncoch totoZnmii sekvenciu znacky his, boli u€inky mutécii na vlastnosti molekuly ur€ované porovnanim
aktivit tychto mutantov v antivirusovych, antiproliferaénych a vizbovych testoch s aktivitou pozorovanou na
divy typ interferénu-beta-1a so znackou his. Pri uskuto¢iiovani tohto porovnavania pdvodcovia predpoklada-
li, Ze odchylky aktivit mutantov A1-E, v porovnani s divym typom interferonu-beta-1a so znackou his su
kvalitativne a kvantitativne priblizne rovnaké, ako uéinok, ktory by tiez mutanty mali v nepritomnosti N-
-koncovej znacky his. Zodpovedajtici predpoklad na znagené alebo fiizne konstrukty inych rozpustnych cyto-
kinov je vieobecne predpokladany za platny odbornikmi pracujicimi s technikou alaninovej skenovacej mu-
tagenézy (,,alanine scanning mutagenesis®), hlavne ked’ in vitro funk¢éna aktivita znaceného alebo fiizneho
konstruktu je blizka aktivite divého typu cytokinu, ako je tomu v tomto pripade (pozri napr. Pearce, K. H. Jr.,
et al., J. Biol. Chem., 272, 20595-20602, 1997 a Jones, J. T., et. Al., J Biol. Chem. 273, 11667-11674, 1998).

Data ukazané na obrazkoch 3-6 naznauju tri typy ucinku, ktory bol vyvolany cielenou mutagenézou.
Tento G¢inok mdZe byt vyhodny na vyvej interferénovych lieciv za istych okolnosti. Tieto tri typy u¢inku su:
a) mutanty s vy$3ou antivirusovou aktivitou, neZ je aktivita divého typu interferénu-beta-la (napr. mutantu
C1), b) mutanty, ktoré prejavuji aktivitu v oboch testoch, antivirusovom alebo proliferanom, ale u ktorych
je antiproliferacna aktivita disproporéne nizka vzh'adom na antivirusovu aktivitu v porovnani s divym typom
interferénu-beta-1a (napr. mutanty C1, D a DE1) a c¢) funkéné antagonisty (napr. Al, B2, CD2 a DE1), ktoré
vykazuju antivirusovi a antiproliferaénu aktivitu, ktora je disproporéne nizka vzhl'adom na védzbu receptora v
porovnani s divym typom interferonu-beta-1a. Je mozné pozorovat, Ze niektoré mutanty patria do viac ako
jednej skupiny. Tieto skupiny si uvedené v prehl'ade d’alej. Aj ked’ pévodcovia charakterizovali tieto skupiny
mutantov vzhl'adom na tieto priklady uvedené v zozname, je nutné si uvedomit, Ze d’alSia mutacia v tychto
oblastiach mbZe mat’ za nasledok podobny alebo dokonca zvyseny vplyv na aktivitu:

a) Mutant C1 ma antivirusovt aktivitu, ktora je pribliZzne 6-krat vacsia ako aktivita divého typu interfero-
nu-beta-1a so znackou his. Predpoklada sa, Ze tento mutant a d’al§ie rovnakého typu si uZitoné na zniZenie
mnoZstva interferénu-beta, ktory musi byt’ podavany na dosiahnutie daného stupiia antivirusového uc¢inku.
Ocakava sa, Ze zniZenie mnoZstva podavaného proteinu zredukuje imunogenicita proteinu a méze tiez znizit
vedlajsie u€inky toxicity, ktord nie je zaloZend na mechanizme uéinku. Predpoklada sa, Ze muticie v tejto
skupine su vyhodné v situaciach, ked’ terapeuticky prospech podavania interferénu-beta vyplyva z jeho anti-
virusovych u¢inkov a ked’ antiproliferaéné ucinky prispievaju k toxicite alebo neZiaducim vedlaj$im dcin-
kom.

b) Relativne aktivity (% divého typu) alaninovych substituénych mutantov v antivirusovom a antiprolife-
raénom teste su porovnané na obrazku 7. U vic8iny mutantov (ktoré su uvedené na diagonalnej Ciare) mozZno
pozorovat’ koordinovane zmenené aktivity (t. j. antivirusové a antiproliferaéné aktivity, ktoré sa liSia o rov-
naky faktor od aktivit divého typu interferénu-beta-1a so znackou his). Ale niekol'’ko mutantov vykazuje vic-
gie odchylky v aktivite v jednom teste relativne k druhému, v porovnani s divym typom interferénu-beta-1a
so znackou his, ako je dokdzané posunom od diagonalnej linie. Tieto tri mutanty si uvedené v tabulke d’alej.
Mutant C1 vykazuje antivirusovu aktivitu, ktora je ~6-krat vicsia, ako je aktivita divého typu interferénu-
beta-1a so znackou his, ale jeho aktivita v antiproliferatnom teste je podobna aktivite divého typu. Mutant C1
ma teda antivirusovi aktivitu, ktora je zvySena faktorom 5,2 proti jeho antiproliferacnej aktivite, relativne k
divému typu interferénu-beta-1a so znackou his. Podobne mutant D prejavuje 65 % aktivity divého typu v
antivirusovom teste, ale iba 20 % aktivity divého typu v antiproliferaénom teste a teda ma antivirusovi akti-
vitu, ktora je zvySena 3,4-krat oproti jeho antiproliferacnej aktivite v porovnani s divym typom. Mutant DE1
prejavuje 26 % aktivity divého typu v antivirusovom teste, ale iba 8,5 % v antiproliferatnom teste a ma teda
antivirusovu aktivitu, ktora je zvySena 3,0-krat oproti jeho antiproliferacnej aktivite v porovnani s divym ty-
pom interferonu-beta-1a so zna¢kou his. Ked’ si podavané v koncentracii postacujucej na dosiahnutie poZa-
dovaného stupiia antivirusovej aktivity, ukazuju tieto mutanty proteinov podstatne nizZsiu uroveii antiprolife-
raénej aktivity, ako je protein divého typu. Predpoklada sa, Ze mutacia v tejto skupine, ako tie v skupine a) si
vyhodné v situaciach, ked’ terapeuticky prospech podavania interferénu-beta vyplyva z jeho antivirusovych
u¢inkov a ked’ antiprolifera¢né u¢inky prispievaju na toxicitu alebo neziaduce vedlajie ucinky.

Mutant Antivirusova (AV) aktivita Antiproliferaéna (AP) aktivita | AV/AP
(% divého typu) (% divého typu)

Cl 571 109 5,2

D 65 19 3,4

DE1 26 8,5 3,0
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¢) Mutanty s antivirusovou a antiproliferadnou aktivitou, ktora je nizka vzhl'adom na vizbu receptora, v
porovnani s divym typom interferénu-beta-1a so znackou his (pozri tabulku). Mutant A1 prejavuje antiviru-
sovu a antiproliferacné aktivity, ktoré su 2,0-krat a 1,8-krét v&cSie ako aktivity pozorované u divého typu in-
terferonu-beta-1a so znackou his, ale viaZe sa na analogicky receptor na bunkach Daudi s afinitou, ktora je
29-krat vié¢Sia, ako je u divého typu. Vizba tohto mutantu na receptor IFN-beta je teda zvy$ens priblizne 15-
-krat v porovnani s antivirusovou a antiproliferaénou aktivitou proteinu. Podobné mutanty B2, CD2 a DE1
vykazuju zvySenie vizby proti antivirusovej aktivite 4,6-, 4,6- a 18-krat, podla poradia, a proti antiprolife-
racnej aktivite 3,5-, 15- a 54-krat. Predpoklada sa, Ze tieto proteiny st uZitoéné ako funk&né antagonisty akti-
vity endogenného IFN-beta a moZno aj d’alSich endogennych interferénov typu I, pretoZe majit schopnost
viazat’ a obsadit’ receptor a navySe vyvolat’ iba mali ast’ funkénej odpovede v ciefovych bunkach, aka by
bola pozorovana u divého typu IFN-beta.

Mutant Antivirusova Antiproliferacnad | Vizobna akti- | Vizba/AV Vizba/AP
aktivita (AV) aktivita (AP) vita na bunky
(% hmotn.) (% hmotn.) (% hmotn.)

Al 200 180 2900 15 16

B2 7,1 9,2 33 4,6 3,5

CD2 150 46 690 4,6 15

DE1 26 8,5 460 18 54

G. Vzt'ah muteinu k trojrozmernej $truktire interferénu

Zatial’ ¢o publikované krystalové Struktiry neglykozylovanej formy mysieho interferénu-beta (T. Senda,
S. Saitoh a Y. Mitsui, Refined Crystal Structure of Recombinant Murine Interferon- at 2.15 Resolution, J.
Mol. Biol,, 253, 187-207, 1995) a l'udského interferénu alfa-2b (R. Radhakrishnan, L. J. Walter, A. Hruza, P.
Reichert, P. P. Trotta, T. L. Nagabhushan a M. R. Walter, Zinc Mediated Dimer of Human Interferon-2b Re-
vealed by X-ray Crystallography, Structure, 4, 1453-1463, 1996) poskytli modely na polypeptidovii kostru
Tudského interferonu-beta, pévodcovia nedavno doriesili Struktiru interferénu-beta-1a v jeho glykozylova-
nom stave (M. Karpusas, M. Nolte, C. B. Benton, W. Meier, W. N. Lipscomb a S. E. Goelz, The Crystal
Structure od Human Interferon- at 2,2 Resolution, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 11813-11818, 1997).

Vysledky muta¢nych analyz pévodcov mézu byt zhrnuté vzhPadom na trojrozmerni truktiru interferd-
nu-beta-1a (neuvedené). Niektoré muticie vyvolali zniZenie aktivity (2- az 5-krat zniZené). Mutované oblasti
zodpovedali substiticiam uvedenymi v tabul’kach 1 a 2.

Mutacie, ktoré st najvyznamnejsie, ¢o sa tyka ich u¢inku na funkciu, mali za nasledok dramatické znize-
nie tak aktivity, ako aj vizby bunkového povrchového receptora. Muticie v tejto oblasti (A2 helix, AB a AB2
slucky a E helix) zodpovedaji muticiam vo vizbovom mieste IFNAR2, pretoZe Ziadny z tychto mutantov
neviazal v testoch povodcu IFNAR/Fc.

Aj ked tieto mutacie, ktoré boli ddleZité na vizbu IFNAR?2, tiez ovplyvnili bunkovii vizbu, vizbové
vlastnosti bunkového povrchu su tieZ ovplyvnené zvysky v d’aldich oblastiach molekuly (B1 helix, C2 helix).
Na trojrozmernych modeloch (neuvedenych), ktoré zobrazuju pdsobenie alaninovych substituénych mutan-
tov, je moZné pozorovat, Ze N-koncové oblast, C-koncova oblast’ a glykozylované oblast C helixu molekuly
IFN-beta-1a nelezi vo vazbovom mieste receptora. Mutacie v tychto oblastiach nezniZili biologicku aktivitu
alebo vizbu bunkového povrchového receptora.

Priklad 2
Konstrukcia plazmidov na expresiu fiizneho proteinu interferon-beta-1a (IFN-beta/Fc)

Na vytvorenie expresného plazmidu bola pouZita technolégia PCR kédujiiceho DNA sekvenciu T'udského
IFN-beta fizovani na Fc ¢ast’ molekuly taZzkého retazca mysieho IgG2a. Plazmidovy vektor pDSW247 (po-
zri priklad 1) je derivat pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), z ktorého bol odstraneny gén EBNA-1. Tento
plazmid bol pouZity na konStrukciu expresného vektora na prechodnu expresiu proteinu v bunkach EBNA
293 z T'udskych obli¢iek (Invitrogen, Carlsbad, CA, Shen, E. S., et. Al., 1995, Gene, 156, 235-239). Navrhol
sa tak, aby obsahoval signalnu sekvenciu I'udskej adhéznej molekuly cievnej bunky I (VCAM-1) v ramcia v
protismere od sekvencie interferénu beta a sekvencii Ig.

Expresna kazeta fizneho proteinu bola zostavena z niekolkych fragmentov DNA. Aby sa ziskal fragment
DNA kédujuci I'udsky gén IFN-beta, bol pouzity cDNA subklon udského IFN-beta (GenBank pristupové ¢&.
E00029) ako templat na PCR s pouzitim priméru:
5-GGTGGTCTCACATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGC
(sekvencia SEQ ID NO: 31: ,,BET-025“) a
5-GCCCTCGAGTCGACCTTGTCATCATCGTCGTTTCGGAGGTAACCTGTAAG
(sekvencia SEQ ID NO: 32: ,BET -026%),
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ktoré tie? obsahovali §tiepne miesto restrikéného enzymu (Bsal) v protismere od prvého kodonu IFN-beta.
3'PCR primér (sekvencia SEQ ID NO: 32 BET-026) pre gén IFN-beta eliminoval terminan¢y kodén IFN-
-beta a inkorporoval ako do ramca enterokindzovu spojovaciu sekvenciu (DDDDK) (SEQ ID NO: 62) tak
terminalne miesto restrikéného enzymu (Xhol), pouZitelné na subklonovanie do expresného vektora. Miesto
Bsal zavedené v protismere od kédujicej sekvencie IFN-beta umoZnilo pévodcom ligovat’ signalnu sekven-
ciu VCAM-1 do protismeru avramci s kédujucou sekvenciou génu IFN-beta. Této signilna sekvencia
VCAM-1 bola tieZ vytvarana pomocou PCR s pouZitim parov primérov:
5'-CAAGCTTGCTAGCGGCCGCGG-3"(sekvencia SEQ ID NO: 33: ,,BET-023“a
5"-GGTGGTCTCACATGGCTTGAGAAGCTGC-3 (sekvencia SEQ ID NO: 34: ,BET-024%), ktoré obsa-
hovali 5’-§tiepne miesto restrikéného enzymu (Nofl, na ligaciu do klonovacieho miesta No#l v pDSW247) a
3’-3tiepne miesto restrikéného enzymu (Bsal, na ligaciu do 5'-PCR fragmentu interferénu-beta-1a). Templa-
tom na PCR bola cDNA l'udskej adhéznej molekuly cievnej bunky I (VCAM-1) (GenBank pristupové ¢islo
X53051).

Aby bol vytvoreny fiizny gén IFN-beta-1a/Fc, boli uskutocnili sa nasledujuce postupy. Fragment mySicho
IgG2a sa odstranil z pEAG293 gélovou purifikiciou DNA fragmentu po Stiepeni Sall + BamHI. Plazmid
pEAG293 je subklon kibovej domény, domén CH2 a CH3 mysieho IgG2a (GenBank pristupové cislo
V00798) v Bluescript IISK+ (Stratagene, LaJolla CA, katalog. C. 212205). Nasledujice pary primérov na
PCR:
5-AGGTSMARCTGCAGSAGTCW-3'(sekvencia SEQ ID NO: 35), kde S=C alebo G, M=A alebo C, R=A
alebo G, W=A alebo T a
5-CTGAGCTCATTTACCCGGAGTCCGGGAGAAGCTCTT-3"(sekvencia SEQ ID NO: 36) vytvorili hra-
ni¢né miesta Sall a Notl na 5'- a 3"-konci kazety, v prislusnom poradi. Kazeta my$ej domény IgG2a Fc sa lisi
od sekvencie z GenBank v jednej baze (kodén V369), vytvarajuca uml¢anu mutaciu. Z tejto IgG2a Fc kazety
je teda exprimovany divy typ proteinu Fc.

DNA fragment obsahujuci signalnu sekvenciu VCAM-1 fiizovanu na gén hulFN-beta s C-koncovou ente-
rokinazovou spojovacou sekvenciou bol vystrihnuty z pCMG258 Stiepenim s NotI aZ BamHI a purifikovany
na géli. Miesto Sall sa vyskytovalo na pévodnom plazmide pDSW247 a je lokalizované hned’ v smere a v
ramei s kédujicou sekvenciou IFN-beta. Plazmidovy vektor pPDWS247 bol pripraveny purifikaciou na géli
fragmentu Notl + BamHI (pozri priklad 1). Aby sa zostavil kone¢ny expresny vektor kodujuci fiziu IFN-
-beta-1/IgG2, uskuto¢nila sa trojcestna ligacia s pouZitim uvedenych fragmentov. Tento expresny plazmid
bol nazvany pCMG261 a obsahoval signalnu sekvenciu VCAM-1 vo fizii s génom pre zrely udsky IFN-
-beta, enterokinazovii spojovaciu sekvenciu a Fc doménu my3ieho IgG2a. Kompletna DNA (sekvencia SEQ
ID NO: 1) a proteinova (sekvencia SEQ ID NO: 2) sekvencia fiizneho proteinu s uvedené na obrazku 2.

Priklad 3
Produkcia fiizneho proteinu interferénu-beta-1a v cicavéich bunkach

Expresny vektor rekombinantného IFN-beta/Fc, pCMG261, bol prechodne transfekovany do buniek
EBNA 293 z I'udskych obli¢iek, aby bola dosiahnuta expresia fiizneho proteinu IFN-beta-1a podl'a vynalezu.
Tento rekombinantny expresny plazmid bol transfekovany podla lipofektaminového protokolu (katalég. ¢.
18324-020, Life Technologies) do buniek EBNA 283 z ludskych obli¢iek podl'a protokolu vyrobcu (Life
Technologies, Gaithersburg, MD, Hawley-Nelson, P., Ciccarone, V., Gebeyehu, G. Jessee, J., Felgner, P. L.,
1993, Focus 15.73) s pouZitim 1 aZ 3 g plazmidovej DNA na 100 mm misky na tkanivové kultiry na bunky
EBNA 293. Deti po lipofektaminovej transfekcii buniek boli média nahradené rastovym médiom (Eagleho
médiom modifikovanym podl'a Dulbecca, 10 % fetilne bovinné sérum, 4 mM glutamin, 250 g Gentecinw/ml
(Life Technologies, Gaithersburg, MD)). Kondicionované média boli odobraté 3 aZ 4 dni neskér a urcili sa
koncetracie IFN-beta-1-Fc tak, ako je opisané.

Produkcia fuzneho proteinu IFN-beta/Fc v inych cicav&ich bunkach a expresnych systémoch na prokaryo-
tické bunky sa moZe tieZ uskutolnit’ po preneseni proteinovej kodujicej oblasti pre fizny protein do prislus-
nych expresnych vektorov na tieto systémy. Alternativne expresné systémy zahrnuju cicav¢ie bunkové ex-
presné systémy, ako su napriklad bunky ovarii ¢inskeho Skrecka (CHO) (Barsoum, J., 1995, Methods v Mol.
Biol. 48, kapitola 18, 225-237) a mysie bunky NS-O (Rossman, C. Et. At., 19996, Protein Expression and
Pur., 7, 335-342) a bunky obli¢iek opice COS7 (Ettinger, R. Et. Al,, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:23,
13102-13107). Dalsie eukaryotické expresné systémy, ktoré by mohli byt pouzitelné, si kvasinky Pichia
pastoris (Eldin, P. E. et. Al, 1997, I. Immun. Methods, 201, 67-75) a Saccharomyces cerevisiae (Horwitz, A.
H., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 8678-8682).

Kvantifikdcia stupfia expresie proteinu IFN-beta-1a-Fc v tkanivovych supernatantoch z transfekovanych
buniek EBNA 293 sa uskutoénila pomocou testu ELISA s pouZitim IgG frakcie krali¢ich polyklonalnych
protilatok anti-IFN-beta-1a purifikovanych metédou proteinu A (antigén bol purifikovany IFN-beta-1a, Bio-
gen, Inc.) na naviazanie na 96-jamkové dosticky. Protilatka deteguje $tandardy IFN-beta-1a a tkanivové su-
pernatanty v rozmedzi koncentracie interferénu medzi 10 ng/ml a 0,3 ng/ml. Na detekciu naviazanych inter-
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ferénov sa poufZili biotinylované krali¢ie polyklonalne anti-IFN-beta-1a (rovnaké protilatky, ako je uvedené)
a chrenova peroxidaza konjugovana so streptavidinom. Na potvrdenie hodnét ziskanych z testu ELISA sa
uskuto¢nila alanyza westernovym prenosom, ked’ redukované tkanivové supernatanty a Standardy IFN-beta-1
boli separované na 5 - 20 % Tris-glycinovych géloch (Novex, San Diego, CA), prenesené na membrany
PVDF (Amersham Life Science, Inc., Cleveland, OH) a detegované odlisnym krali¢im polyklonalnym sérom
(pestovanym proti IFN-beta-1a) a potom nasledovali somérie proti-kralicie IgG protilatky konjugované s
chrenovou peroxidazou (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA).

Priklad 4
Antivirusova aktivita fiizneho proteinu IFN-beta-1a/mysia IgG2a

Bunky T'udského plIicneho karcinému (A549) boli najskér odetrené 24 hodin s IFN-beta-1a alebo IFN-
-beta-mysi IgG2a (61, 41, 27, 18, 12, 8,2, 5,5, 3,7, 2,5, 1,6 pg/ml) pred stimulaciou virusom encefalomyo-
karditidy (EMCV). Po dvojdennej inkubacii s virusom boli Zivé bunky farbené roztokom XTT:PMS (2,3-bis-
(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetraz6lium-5-karboxanilid, vnitorna sol’: fenazinmetosulfat, v koncen-
tracii 333 g/ml a 2 ng/ml, v danom poradi, v pufrovanom sol'nom roztoku) a detegované spektroskopiou v
450 nM. Test sa uskutocnil trojnasobnym opakovanim na kazda koncentraciu IFN. Na obrazku 8 su ukazané
Standardné odchylky ako stvislé usecky. Bolo zistené, Ze 50 % cytopaticky i€inok na IFN-beta-1a bol pri-
blizne 0,4 pM. Pre IFN-beta mysi IgG2a bol 50 % cytopaticky u¢inok 0,15 pM.

Priklad 5
Konstrukcia a produkcia fiizneho proteinu ,,ludsky interferén beta-1a/Tudsky IgG1 Fc*
A. Konstrukcia flizneho proteinu 'udsky interferén beta-1a/Tudsky IgG1 Fc

PCR technoldgia bola pouZita na vytvorenie expresného plazmidu kédujiiceho DNA sekvenciu Fudského
IFN beta fiizovanou s ¢astou Fc (kibova doména, domény CH2 a CH3) molekuly tazkého retazca I'udského
IgGl.

EBNA konstrukt:

Plazmidovy vektor pCH269 je derivat pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), z ktorého bol odstranené gén
EBNA-1. Plazmid sa pouZil na kon3trukciu expresného vektora pouZitelného na prechodnii expresiu proteinu
v bunkich EBNA 293 z T'udskych obli¢iek (Invitrogen, Carlsbad, CA, Shen, E. S, et. al., 1995, Gene, 156,
235-239).

Expresna kazeta fiizneho proteinu bola zostavena z troch fragmentov DNA: fragment Not1/Sall kédujici
signdlnu sekvenciu VCAM-1 vramci a fuzovani so sekvenciou kédujucou Pudsky IFN beta, fragment
Sall/Notl kédujiici kibovit doménu, domény CH2 a CH3 T'udského IgG1 a fragment NotI EBNA expresného
vektora pCH269.

Dva nezavislé fragmenty Notl/Sall kédujice zreld signalnu sekvenciu VCAM-1 v ramci a fuzovani na
gen l'udského IFN beta boli vytvorené technolégiou PCR. PCR templat bol plazmid pCMG258 (pozri priklad
2), ktory kéduje zreli signalnu sekvenciu VCAM-1 v ramci a fiizovanu na gén Pudského IFN beta, ktory sam
je tieZ v ramci a fizovany na enterokinazovu spojovaciu sekvenciu. PouZili sa dve sady primérov na PCR.
Jedna sada primérov:
5-AGCTTGCTAGCGGCCGCGGCCTCACTGGCTTCA-3" (sekvencia SEQ ID NQ: 37) a
5’-ATACGCGTCGACGTTTCGGAGGTAACATGTAAGTCTG-3 (sekvencia SEQ ID NO: 38) vniesla
zmenu aminokyselin od G do C v pozicii 162. Tento fragment bol nazvany I'udsky IFN beta-C 162. Druha
sada primérov:
5"-AGCTTGCTAGCGGCCGCGGCCTCACTGGCTTCA-3 (sekvencia SEQ ID NO: 39) a
5"-TACACGTCGACGCTGCCACCACCGCCGTTTCGGAGGTAACATGTAAGTCTG-3" (sekvencia
SEQ ID NO: 40) tiez zaviedla substiticiu aminokyselin G162 az C162 a zmenila enterokinidzovi spojovaciu
sekvenciu (DDDDK) (SEQ ID NO: 62) na GGGGS (SEQ ID NO: 64) spojovaciu sekvenciu v rdmci a fiizo-
vanu na I'udsky gén IFN beta. Tento fragment bol nazvany I'udsky IFN beta-C162/G4S. Obe sady primérov
obsahovali 5'-Nofl miesto na umoznenie ligacie do pCH269, a Sall §tiepne miesto na umoznenie ligacie s
fragmentom Sall/NofI P'udského IgG1.

Ludsky fragment IgG1, ktory kéduje kibovii doménu a domény CH2 a CH3 Pudského IgG1, bol pripra-
veny pomocou Stiepenia restrikénymi enzymami (Sa/l/NotI) plazmidu pEAG409, derivatu plazmidu SABI44
(opisaného v patente US 5 547 853). Fragment bol vyrezany a purifikovany cez gél. EBNA expresny vekto-
rovy plazmid pCH269 bol §tiepeny Nofl a purifikovany cez gél.

Dva fuzne konstrukty I'udského IFN beta-l'udského IgG1 Fc boli vytvorené dvoma trojcestnymi ligacia-
mi. Jeden konstrukt, nazyvany ZL6206, obsahoval spojovaciu sekvenciu G4S, druhy kons$trukt, nazyvany
Z1.5107, je priama fiizia. Kompletna sekvencia DNA a proteinu otvoreného ¢itacieho rdamca priamej fizie
(pozri obrazok 10) su uvedené v sekvencii SEQ ID NO: 41 a v sekvencii SEQ ID NO: 42, podla poradia.
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Kompletna sekvencia DNA a proteinu otvoreného ¢itacieho ramca fiizie spojovace; sekvencie (pozri obrazok
11) st uvedené v sekvencii SEQ ID NO: 43 a v sekvencii SEQ ID NO: 44, podl'a poradia.

CHO konstrukt:

Bol vytvoreny kon3trukt v bunkach CHO s trvalou expresiou fiizie ,,l'udsky IFN beta-Iudsky IgG1 Fc*,
ktory obsahoval Pudsky IFN beta priamo spojeny s Fudskym IgG1 Fc. Fragment ludsky IFN- beta-Tudsky
IgG1 Fc bol vystrihnuty z plazmidu ZL5107 s Notl a purifikovany cez gél, bol ligovany do miesta Notl v
pEAG347 (expresny vektor obsahujuici tandem skorého prométora SV40a hlavného neskorého adenoviruso-
vého prométora (pochadzajiceho z plazmidu pAD2beta), jedineéné klonovacie miesto NosI nasledované sig-
nalmi na neskoré ukon&enie transkripcie SV40 a polyA (pochadzajice z plazmidu pCMVbeta). pEAG347
obsahuje plazmidovii kostru pochadzajucu z pUC 19 a dhfr pre MTX selekciu a amplifikdciu v transfekova-
nych bunkach CHO).

B. produkcia fuzneho proteinu Fudsky interferon-beta-1a/Tudsky IgG1 Fe
Prechodna transfekcia faznych konstruktov I'udského IFN beta do buniek EBNA293:

Opisané rekombinantné expresné vektory IFN-beta/I'udsky IgG1 Fc boli prechodne transfekované do bu-
niek EBNA 293 z l'udskych obli¢iek na dosiahnutie expresie fuzneho proteinu IFN-beta-1a podla vynalezu.
Tieto rekombinantné expresné plazmidy boli transfekované podla lipofektaminového protokolu (katalég. €.
18324-020, Life Technologies) do buniek z l'udskych obli¢iek EBNA 293 podl'a protokolu opisaného v pri-
klade 3.

Stabilné transfekcie dhfr-CHO buniek fiznym konstruktom ,,Judsky IFN-beta-1a/Tudsky IgG1 Fc* (bez spo-
jovacej sekvencie):

Expresny vektor dhfr obsahujiici rekombinanty IFN-beta/ludsky IgG1 Fc (bez spojovacej sekvencie), kto-
ry uZ bol opisany, sa trvale transfekoval do buniek, aby sa dosiahla expresie fiizneho proteinu IFN-beta-1a
podl'a vynalezu. Tento rekombinantny expresny plazmid bol transfekovany elektroporaciou a selekcia pozi-
tivnych klonov sa uskuto¢nila podl'a nasledujuceho protokolu:

Plazmidova DNA (20 g) §tiepena s BgllI sa precipitovala, resuspendovala v 800 pl pufru HEPES a prida-
la k 10 x 10’ buniek/ml CHO. Po elektroporacii boli bunky pestované 2 dni v kompletnom médiu DMEM.
Potom sa bunky rozdelili na 20 aZ 40 10 cm misiek s kompletnym DMEM/dialyzovanym 10 % FBS a pesto-
vali 5 dni pred prenesenim buniek na selekéné média so stipajiicou koncentraciou (50 - 200 ng/ml) MTX v
DMEM potas dvoch tyZditov. Na konci dvoch tyZdtiov sa selektovali jednotlivé kol6nie buniek a namnoZili.
Supernatanty pochadzajuce z 22 klonov CHO boli testované v antivirusovych testoch.

Aktivita

Antivirusova aktivita fiznych proteinov sa zistovala v testoch CPE, ako je opisané v priklade 4. Na za-
klade $pecifickej aktivity 60 MU/mg $tandardu interferénu-beta-1a pouzitého v tomto teste, bola aktivita pre-
chodne (EBNA) exprimovaného fiuzneho proteinu l'udsky interferén-beta-1a/Tudsky IgG1 Fc so spojovacou
sekvenciou 900 U/ml a aktivita bez spojovacej sekvencie bola 440 U/ml. Aktivita fizneho proteinu exprimo-
vaného v bunkach CHO Tudsky interferén-beta-1a/Tudsky IgG1 Fc bola 50 U/ml.

Priklad 6
Meranie antivirusovej aktivity interferénu-beta-1a v plazme mysi o3etrenych interferénom-beta-1la a fiznym
protinom interferén-beta-1a/mysi IgG2a

Mysiam (C57/B16) sa podala do Zily v chvoste i.v. injekcia 50 000 jednotiek interferonu-beta-1a (voIne-
ho) alebo 5000 jednotiek fiizneho proteinu interferén-beta-1a-mysi IgG2a. Ako kontrola sa podal rovnaky
objem fosfatového pufru.

Krv sa odoberala retroorbitalnymi krvnymi odbermi v réznych ¢asovych bodoch (okamzite, 0,25, 1, 4, 24
a 48 hodin) po injekcii interferonu beta. V kazdom ¢asovom bode boli aspon tri my3i. Uplna krv sa odoberala
do skimaviek obsahujtcich antikoagulans, bunky sa odstranili a zvy$na plazma sa zmrazila az do Casu testo-
vania. Vzorky plazmy sa nariedili 1 : 10 médiom bez séra a ponechali sa pretiect’ cez 0,2 mm filter v strie-
kacke.

Nariedené vzorky potom boli titrované do ur&enych jamiek na 96-jamkovej dosticke na tkanivové kultiry
obsahujiice bunky A549. Na kaZdej dosti¢ke sa testovali riedenia Standardov interferénu-beta-1a (10, 6,7,
44,29, 13,09 a0,6 Uml AVONEX) a §tyri vzorky plazmy. Bunky boli vopred oSetrené so vzorkami po
24 hodin pred stimulciou virusom EMC. Po dvojdennej inkubécii s virusom boli Zivotaschopné bunky far-
bené roztokom MTT (5 mg/ml vo fosfatovom pufri) poas 1 hodiny, premyté fosfatovym pufrom a solubili-
zované s 1,2N HCl v izopropanole. Jamky potom boli od¢itané pri 450 nm. Na kazdu dosti¢ku boli vytvorené
Standardné krivky a pouZité na uréenie mnoZstva aktivity interferonu-beta-1a v kaZdej testovanej vzorke. Ak-
tivita vo vzorkach od réznych mysi sa vyniesla do grafu proti ¢asovym bodom na obrazku 9.
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PomalSia strata fuzie interferénu-beta-1a z krvného obehu ako funkcia asu ukazuje, Ze biologicky pol&as
vzorky fiizneho proteinu je ovel'a dIhsi ako pol&as nemodifikovaného kontrolného interferénu-beta-1a. Druhé
vel'mi vyznamné zistenie z tejto §tudie bolo to, Ze velmi malo fiizneho proteinu bolo strateného v priebehu
distribucnej fazy, ako bolo dokazané podobnymi vysokymi hladinami aktivity v 15 a 60 miniitach. Déta uka-
zuj\, Ze na rozdiel od kontrol interferénu-beta-1a, je distribucia fizneho protinu interferénu-beta-1a prevazne
obmedzena na cievne zasobenie.

Priklad 7
Porovnavacie farmakokinetické a farmakodynamické $tidie na primatoch

Komparativne Studie sa uskutocnili s fiziou interferénu-beta-1a a nativnym interferénom-beta-1a (ako
neformulovany volny medziprodukt AVONEX® interferénu-beta-l1a v 100 mM fosfate sodnom, 200 mM
NaCl, pH 7,2) na zistenie ich relativnej stability a aktivity na primatoch. V tychto $tiidiach boli porovnavané
farmakokinetika a farmakodynamiké fizie interferénu-beta-1a u primatov s nativnym interferénom-beta-1a a
racionalne zavery mézu byt rozsirené na &loveka.

Zvierata a metody
Navrh stadia

Toto bola $tidia s paralelnymi skupinami a opakovanymi davkami na vyhodnotenie komparativnej far-
makokinetiky a farmakodynamiky fizneho proteinu interferénu-beta-1a a nefizovaného interferénu-beta-1a.

Na tuto Stadiu sa pouZili zdravé primaty (vyhodne makak ,rhesus“, Macaca mullata). Pred podavanim
davok sa u vietkych zvierat vySetrili priznaky ochoreni veterinirom pri dvoch prileZitostiach behom 14 dni
pred prvym podavanim testovanej zliceniny, jedno vySetrenie muselo byt v priebehu 24 hodin pred prvym
podanim testovanej zliceniny. Iba zdravé zvieratd dostali testovani zli¢eninu. Vyhodnotenie zahfiialo vie-
obecné fyzikalne vySetrenie a krvné odbery pred podanim davky na vy3etrenie zdkladnych klinickych pato-
logickych ukazovatelov a vychodiskové hladiny protilatok proti interferénu-beta-1a. Vietky zvieratd boli
zvazené a behom 24 hodin pred podanim testovanej zlticeniny bola zaznamenavana telesna teplota.

Zaregistrovanych bolo dvanast’ zvierat, ktoré sa rozdelili do skupin po troch, pri¢om dostavali 1 MU/kg
interferénu-beta-1a bud’ ako fiizovany alebo nefizovany, ale inak identicky interferén-beta-1a. Podavanie sa
uskutoénilo bud’ subkuntdnne (SC) alebo intravendzne (IV). Sest’ samcov dostalo testovani zhigeninu IV
sposobom (3/o3etrenie) a d'alSich 6 samcov dostalo testovanu zliceninu SC spdsobom (3/o3etrenie). Vietky
zvieratd museli byt’ nedotknuté o3etrenim interferénom-beta, teda tzv. naivné. Kazdému zvieratu boli poda-
vané davky v dvoch ¢asoch, davky boli oddelené Styrmi tyZdiiami. Objem davky bol 1,0 ml/kg.

Na farmakokinetické testovania sa odoberala krv v 0, 0,083, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48,72 a
96 hodin po kaZdej injekcii. V 0, 24, 48, 72, 96, 168, 336, 504 hodin po pod4vani studovaného liediva sa tie?
odoberali vzorky krvi na meranie markera biologickej reakcie indukovanej interferonom, sérového neopteri-
nu.

Hodnotenia pocas obdobia $tidie zahrtiaju klinické vySetrovania znamok toxicity uskutoétiované 30 mi-
nit a 1 hodinu po podani davky. Uskutoénili sa denné pozorovania cez klietku a zaznamenaval sa celkovy
vzhlad, priznaky toxicity, nepokoj a zmeny spravania. Pogas 21 dni po podani davky bola zaznamenavana te-
lesna hmotnost’ a telesna teplota.

Testovacie metody

Hladiny interferénu-beta v sére sa kvantifikovali pouZitim testu na hodnotenie cytopatického uginku
(CPE). Test CPE meral stupeii antivirusovej aktivity sprostredkovanej interferénom. Stupefi antivirusovej ak-
tivity vo vzorke odraZa pocet molekiil aktivneho interferénu obsiahnutych vo vzorke v okamihu, ked’ je odo-
berana krv. Tento pristup bol Standardnou metoédou na stanovenie farmakokinetiky interferénu-beta. Test
CPE pouzity v predkladanej $tidii deteguje schopnost’ interferonu-beta chranit’ bunky I'udského plticneho
karcinému (A549, ¢. CCL-185, ATCC, Rockville, MD) pred cytotoxicitou spdsobenou virusom encefalomy-
okarditidy (EMC). Bunky boli vopred inkubované 15 az 20 hodin so vzorkami séra, aby sa umoznila induk-
cia a syntéza proteinov, ktoré je moZné indukovat’ interferénom, a ktoré potom zvySuju antivirusovi reakciu.
Potom bol pridany virus EMC a inkubovany d’alich 30 hodin pred tym, neZ sa vyhodnotila cytotoxicita s
pouZitim farbenia kryStalovou violetou. Na kazdej testovanej dosticke sa sticasne so vzorkami testoval vmi-
torny Standard interferénu-beta, ako aj viutorny $tandard interferénu-beta-Ig. Tento Standard bol kalibrovany
proti referenénému $tandardu prirodzeného interferénu I'udskych fibroblastov (WHO Second International
Standard for Interferon, Human Fibroblast, Gb-23-902-53). Kazda testovana dosti¢ka tieZ zahfiiala jamky s
kontrolou bunkového rastu, ktoré neobsahovali ani interferén-beta akéhokolvek druhu, ani EMC a jamky s
virusovou kontrolou, ktoré obsahovali bunky a EMC, ale neobsahovali interferén-beta. Na zistenie G¢inku, ak
bol nejaky, vzoriek na bunkovy rast boli tieZ pripravené kontrolné dosti¢ky obsahujuce Standardy a vzorky.
Tieto dosticky boli zafarbené bez pridania virusu.
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Vzorky a $tandardy sa testovali v duplikatoch na kazdej z dvoch opakujucich sa testovacich dosticiek, po-
skytujice $tyri udaje o vzorke. Uviedol sa geometricky priemer hodnét koncentracie zo Styroch opakovani.
Limit detekcie v tomto teste je 10 jednotiek (U)/ml.

Sérové koncentracie neopterinu boli uréované na oddeleni klinickej farmakologie s pouzitim komercne
dostupnych testov.

Farmakokinetické a Statistické metddy

Softvér RstripTM (MicroMath, Inc., Salt Lake City, UT) sa pouZil na prekladanie (fitovanie) dat pomo-
cou farmakokinetickych modelov. Geometrické priemery hodndt koncentracie boli vynesené do grafu oproti
¢asu na kazdu skupinu. PretoZe vysledky testu st vyjadrené ako riedenie, su geometrické priemery povazo-
vané za vhodnejSie, neZ aritmetické priemery. Hladiny sérového interferonu sa porovnavali podl'a vychodis-
kovych hodnét a nedetegovatel'né koncentracie v sére boli stanovené na 5 U/ml, ¢o predstavovalo jednu po-
lovicu spodného limitu detekcie.

Pre data zo IV infuzii bol fitovany IV infizny model s dvoma kompartmentami na detegovatel'né koncen-
tracie v sére na kazdy subjekt a SC data boli fitované podla injekéného modelu s dvoma kompartmentami.

Vypocitali sa nasledujice farmakokinetické parametre:

i) pozorovana vrcholova koncentracia, C, (U/ml),

it) oblast’ pod krivkou od 0 do 48 hodin, AUC sa vypocitala pomocou lichobeznikového pravidla,

iii) pol¢as eliminacie,

a z dat ziskanych pri IV infuzii (ked’ bol pouzity IV spdésob podavania):

iv) poléas distribucie (hodiny, h),

v) clearancia (ml/h),

iv) zjavny distribuény objem, Vd (1).

Na vypocet polcasu eliminacie po SC a IM injekcii bol pouzity softvér WinNonlin (verzia 1.0, Scientific
Consulting inc., Apex, NC).

Pre neopterin s uvedené hodnoty aritmetického priemeru v kaZdej skupine. Vypocitala sa E,,, maxi-
malna hodnota zmeny proti zakladnej hodnote. C,,;x, AUC a E,,x boli potom analyzované jednosmernou ana-
lyzou rozptylu na porovnanie skupin lifiacich sa davkami. Hodnoty C,,,x a AUC sa logaritmicky transformo-
vali pred analyzou, uvadzané su geometrické priemery.

Priklad 8
Antiangiogénne ucinky fizie interferénu-beta-1a: Hodnotenie schopnosti fuzie interferénu-beta-1a inhibovat’
proliferaciu endotelovych buniek in vitro

Bunky z 'udského cievneho endotelu (Cell Systems, katalog. . 2V-P75) a bunky endotelu koZnych kapi-
lar (Cell Systems, katalog. ¢. 2M1-C25) sa udrziavali v kulture s médiom zo sipravy CS-C Médium Kit (Cell
Systems, katalog. ¢. 4Z-500). Dvadsat'styri hodin pred pokusom sa bunky oetrili trypsinom, resuspendovali
v testovacom médiu, 90 % M199 a 10 % fetalne hovddzie sérum (FBS) a upravili na poZadovani hustotu.
Potom sa bunky vysiali na 24 alebo 96 jamkové dostiCky potiahnuté Zelatinou, s hustotou 12 500 bu-
niek/jamka alebo 2000 buniek/jamka.

Po inkubAcii cez noc bolo testovacie médium nahradené Cerstvym médiom obsahujucim 20 ng/ml lud-
ského rekombinantného bazického fibroblastového rastového faktora bFGF (Becton Dickinson, katalog. ¢.
400600) a rézne koncentracie fuzovanych alebo nefizovanych proteinov interferénu-beta-1a alebo pozitivnej
kontroly (ako pozitivnu kontrolu mozno pouzit’ endostatin alebo protilatku na bFGF). Celkovy objem bol na-
staveny na 0,5 ml v 24-jamkovej dosticke alebo 0,2 ml v 96-jamkovej dosticke.

Po 72 hodinach sa bunky oSetrili trypsinom na pocitanie na Coultere, zamrazili na od¢itanie fluorescencie
CyQuant alebo zna¢ili (*H) tymidinom.

Tento in vitro test shiZil na hodnotenie molekul udského interferénu-beta podla vynalezu z hl'adiska
uéinku na proliferaciu endotelovych buniek, ktora méze byt indikitorom antiangiogénnych ucéinkov in vivo.
Pozri napr. O'Reilly, M. S., T. Boehm., Y. Shing, N. Fukal, G. Vasios, W. Lane, E. Flynn, J. Birkhead, B.
Olsen, J. Folkman, 1997, Endostatin: An Endogenous Inhibitor of Angiogenesis and Tumor Growth, Cell, 88,
277-285.

Priklad 9
In vivo model na testovanie antiangiogénneho a antineovaskularizaéného ¢inku fuzie interferonu-beta-1a/Ig
Na testovanie antiangiogénnych a antineovaskularizaénych uéinkov molekul podl'a vynalezu bol vyvinuty
cely rad modelov. Niektoré z tychto modelov boli opisané v patentoch US 5 733 876 (31. marca 1998, ,,met-
hod of inhibiting angiogenesis*) a 5 135 919 (4. august 1992, ,, Method and pharmaceutical composition for
the inhibition of angiogenesis“). K d’al$im testom patri napr. test s chorioalantoidnou membranou bez $krupi-
ny (CAM) podla S. Taylor a J. Folkman, Nature, 297, 307, 1982 a R. Crum, S. Szabo a J. Folkman, Science,
230, 1375, 1985, model angiogenezy s vzdusnym dorzalnym vakom u mysi podl'a J. Folkman, et. al., J. Exp.
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Med., 133, 275, 1971 a test s mikrokapsou rohovky podla Gimbrone, M. A. Jr. et. al., Natl. Cancer Inst., 52,
413, 1974, kde je vaskularizacia rohovky indukovana u dospelych samcov laboratérnych potkanov kmeia
Sprague-Dawley (Charles River, Japonsko) implantaciou 500 ng bazického FGF (hovidzie, R and D sys-
tems, Inc.) impregnovaného v EVA (kopolymér etylén-vinylacetatu) peletoch do kaZdej rohovky.

K dalsim metédam testovania fuzii interferonu-beta/Ig na antiangiogénne u¢inky na zvieracom modeli
patria (aj ked vypocet tym nie je obmedzeny) skriningové testy novych potencialnych protirakovinovych lie-
¢iv, ako bolo opisané v povodnej publikacii Cancer Chemoterapy Reports, Part 3, Vol. 3, No. 2, septembra
1972 a v dodatku In Vivo Cancer Models, 1976-1982, NIH Publ. No. 84-2635, februar 1984. Vzhl'adom na
medzidruhovi bariéru na interferony typu I, na hodnotenie antiangiogénnej aktivity fiizii interferénu-beta na
modeloch hlodavcov, boli pripravené pripravky fuzii interferénu-beta/Ig hlodavcov. Skriningové metody su
ukédzané na priklade protokolu na testovanie antiangiogénneho ucinku fuzii mySieho interferonu-beta/Ig na
subkuntanne implantovany Lewisov pl'icny karciném.

P6vod nadorovej linie
Vznikla spontanne v 1. 1951 ako karciném plic u mysi C57BL/6.

Sthrn testovacich procedir

Fragment nadoru bol implantovany subkutanne do axilarnej oblasti my§i B6D2F1. Testované &inidlo
(napr. fuzny protein podl'a vynalezu) bol podavany v réznych davkach subkutanne (SC) alebo intraperitone-
alne (IP) po niekol’ko dni po implantacii nddoru. Meranym parametrom potom bol median ¢asu preZitia. Vy-
sledky su uvedené ako percenta ¢asu prezitia kontroly.

Zvierata

Propagacia nadory: mysi C57BL/6

Testovacie zvierata: my$i B6D2F1

Hmotnost’: my3i by mali mat’ hmotnost’ s rozp#tim 3 g s minimalnou hmotnost'ou u samcov 18 g a samic
17¢g

Pohlavie: zvieratd jedné¢ho pohlavia st pouZité na test aj kontrolu v jednom pokuse

Zdroj: jeden zdroj, pokial je to mozné, pre vietky zvieratd v jednom pokuse

Rozsah experimentu

10 zvierat v jednej testovacej skupine

Prenos nadoru

Propagacia nadoru:

Fragment: pripravit’ 2 aZ 4 mm fragment nadoru SC darcovského nadoru

Cas: 13. a7 15. deti

Miesto: fragment implantovany SC do axilarne;j oblasti vpichom v ingvinalnej oblasti
Testovanie:

Fragment: priprava fragmentu o velkosti 2-4 mm z s.c. darcovského tumoru

Cas: 13. az 15. deft

Miesto: implantacia fragmentu s.c. do axilarnej oblasti vpichom v ingvinalnej oblasti.

Testovacia schéma:

Deri 0: implanticia tumoru. ZaloZenie bakterialnych kultir. Testovanie pozitivnej kontrolnej zliceniny v
kazdom experimente s parnym ¢islom. Priprava materialu. Denny zaznam umrtia

Deti 1: kontrola kultir. Odstranenie kontaminovaného experimentu. Randomizéacia zvierat. OSetrovanie
podla instrukcii (v defi 1 a nasledujuce dni).

Deii 2: Opitovna kontrola kultir. Odstranenie kontaminovaného experimentu.

Deii 5: Hodnotenie dfia 2 a deii poéiatoéného testu vyhodnotenia toxicity pripravku.

Deti 14: Kontrolny deti skorého umrtia.

Deti 48: Kontrolny deri.

Deii 60: Koniec a vyhodnotenie experimentu. VySetrenie tumoru pl'ic iba podl'a oka.

Kontrola kvality:

Stanovenie pozitivnej kontrolnej zlugeniny (NSC 26271 (Cytoxan v davke 100 mg/kg/injekcie)) v kaz-
dom experimente s parnym &islom, ktorého reZim bol v deii 1 iba intraperitonealny. Spodny limit tes-
tu/kontroly na pozitivnu kontrolu je 140 %. Prijatel'ny median preZitia u neoSetrenej kontroly bol 19 az 35,6
dna.
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Vyhodnotenie:
Merany parameter je median preZitia. Vypocet priemernej telesnej hmotnosti zvierat v defi 1 a v defi 5,

vypo&et pomeru test/kontrola na vietky testované skupiny. Su vypo&itané priemerné telesné hmotnosti zvie-
rat v dni odpo¢itania a v defi konecného vyhodnotenia. Pomer test/kontrola je vypocitany na vietky testované
skupiny s > 65 % preZivajicich na 5. defi. Pomer test’kontrola < 86 % indikuje toxicitu. Na hodnotenie toxi-
city moze byt tieZ pouzita neprimerana zmena telesnej hmotnosti (test minus kontrola).

Meritka aktivity:
Vychodiskovy pomer test/kontrola va¢si alebo rovnajici sa 140 % je povaZovany za nevyhnutny na do-

kaz miernej aktivity. Reprodukovatel'na hodnota priemeru test’kontrola vacsia alebo rovnajica sa 150 % je
povaZovana za vyznamnu aktivitu.
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Opis umele} sekvencie: Syntetick¢ oligonukleotid
<400 25
pos
CLgANIAGE

T 2cCgetogRa AAGCANTGAT LHcpLtecac %

<210 26
21])

<213> IJnel& sekvencis

323» Opis umelej sekvencie: Synteticky oligonukleotid

400> 28
TRLTALHOQR QALTCLOLR TTLACCTLOAAY JCCARUONGY ActCacacty & 51

&€z Umals sekvencia

<220
223> Opie umelej sekvencie: Synteticky oligonukleotid

<400 27

TR cagt <u T

SIEMERS: crocaccron amontatta copppcance gc peagecn §0
<210 28

<21i> 87

«212> ONA
1> Umeli sekvensia

<22
<22§ Opis umelej sekvencie: Syntetick§ oligonukleotid

»AD0» 28
catgageagt E:gmm: BRSQRLETLS TQRUAgUATT KIUCATIACC Lyaagyecge gig

i)

«212> DNA_
<213> Umeld sekvencia

«220s
<223» Opis umelej sekvencie: Synteticky oligonukleotid

g4 t tyc 0
g crgeacctgd saagatatta 9 It
Saimmacant SOCICCEet festant
<230> 3¢
<213 50
<212> DNA

13> Umeld sekvencia
<220~ o i
<2i3(pis umelcj sekvencic: Synteticky oligonukleotid

:;é’?;yluct gaatcctag C4RACLTLQC artcatigea agacytacay 50

<212> DNA .
213> Umeld sekvencia

:%ggi opis umelej sekvencie: Synteticky primér

47

;thtgécl CRtgaYULac aatrigottg GATTICTLACS

<210> 32
<21b> 50

12% DNA
<213 Umeld sekvencia
:%%g; Opis umele]j sekvencie: synteticky primér

;ccne;igt CgacCTEgEe ATCRLLHLCY TTICgPaggt aaccrgtarg 50

<« 33
1
<213 Umelé sekvencia
d23> Opiz umalej sekvencir: Synteticky primér

<400> 33 21
CARGCTTHLT AYCHPTCYEY

<Z210> 34
<21x> 2&
a1 Umclé sekvencia

:Ing Opis umelej sekvencie: Synteticky primér

34
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400> 34
;gtgqtc:ca catggrtiga gaagetsc

<213> ypelsd sckvencia
220> L,
G Opis umelej sekvencie: Synteticky primér

<400 3%
GHLSMATCL GCAGSAGLOn

1211» 36
<212> ONA .
<213» Umel& sekvencia

220> A
pr {1 Opis umelej sekvencie: Synteticky primér

<400> 36
crgagrtcat ttacceggag tccgggagaa gorctt

<210> 37

<211l» 33

<212>

<213> Umeld sekvencia

:%%g: Opis umelej sekvencie: Synteticky primér

400> 37
:gcttgcuq €YgCCgegge creactggrt tea

«210> 3§
<Zil> 37

<I12> DNA N
<213» Umeld sekvencia

2200 ) Lo
b1 Opis umelej sekvencie: Synteticky primér
400> 38

:tacgcg’tcg acgtticgga ggtazcatgt dagrety

DHA,
<213> Umeld sekvencia
<220>

<223» Opis umelej sekvencie: Synteticky primér

~40Q> 39
AGETTYCTAG CPPCCYEPPe craactgpct tca

<213> Umela sekvencia

:zz,b Opis umelej sekvencie: Synteticky primér
«400> 40
TACACQLCQA CQURPLLace ACCPLCyIt Cogaggtaac atgraagtit g

10> 4.
:glb 1%57

< oHA
<13 Umeld sekvencia

:%%g: Opis umele] sekvencie: Synteticky kondtrukt

<220>

«221> CDS

<222» {1),.(a254)

400> 41

atg cct ggg aag atg gre gty axc ot € TCr aat ata ctt tgg

Met Fro Gly Lys ms val vai Ile ey G Ala ser asn Ile Lﬁ Trp
1

&Ta atg it Cl TCt caa GUC atg At tAC aac tig cre e

Ile mg rhe ° 8‘?; Phe

‘lu Ser Gln Ta Met Ser Yyr Asn Leu teu
25 0

cxa aga C aat LT CAY LYY <ag aag ctc ctg tgg cam T
Leu 670 Ag :ﬁ 2:- Asn Phe 4§ cgs 6T L)"g (27 L:: 7% Gin ug

Aat Ctt gaa tac tge ¢tC aa ac & Aty aac tig gac atc
Asp gsg Agg bau Glu Tyr c§§ (T Lyg zln A% Mg Asn Phe Asp Ile

fand glﬂ g39 altr aag cag crp

Cag CAQ VXL Cau aag gac gec gea
rgws: Glu 1ie Lys GIn Leu G}g Gin

Phe Gin Lys u Asp Ala Ala
7% a0

Tty acc axc tat ATg CTC C3G AAC ATC LXT Pt att tic aga cas
Leu Thr Xle Tyr 23: Meg Leu G;g Asn I%c ¢he 2‘!: Ile Phe A ﬁ clin

gat tca et age act Ty 2t gag act att gty gag aac cre ot
ASp Ser Ser {ga Thr g?; npg Ase 1(7) The Ile 3.1 Gy ;;3 ieu 1.03

PCt Ant gre tat cat ¢ dtd aAC CAT Ltg AAG AcE gUC LT A gad
Ala Asn gﬂ Tyt His G%g Ile ASn Mig ug r.yg The 3:1 ug gTu Tu

35

28

20

36

33

37

33

51

4%

9

144

192

240

88

336
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115 120 128

&& gaa T tIC Agc A A aad Che atg agr ctg
:;: 553 g?e :y- gw ﬁp ;;-g Thr A?g g y Lys ;:g et :25 Ser Lew

CIC €19 #aa 4 TAL AT OO Agg BLL CUG Cat taC Cly asy Hec aag

Arg Ve Leu His Tyr teu Lys Ala Lys
Iﬂ; ko Lys ATg TYe Bg ¥4 155 hid ys 160

tac €aC tYT gCC tOY ALC ATA QYT 2ga gty gaa ALC Cia agg
c’;?g Tyr w His cgs gsl:; ng Thr Te 31‘! A?; VE? Glu Ile 11.% Arg
183 3

A3C TIT Tac TLC att aac £g3 CTY aCa tgt tac Cre CHa Jac gte gac
Asn Phe Tyr ;% 1le asn Arg teu ‘g; Cys Tyr Lav Arg ;;3 val Asp

A3 BCL CAC UCA TOC CCAa CCY LOC CCA gC& CCY gad TIC oty
Lys The wis The css fro vrg %é Pro Alz Pro Glu kgg ey m g?;
195

ccg tea gt

C TUC CtC TTC €CC CLa add CCC aap 4CC CYC Aatg Arc
Pra ser val ol
210

gac
he Ley Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asg Thr Leu Met [le
218 22

e ¢ ACT COT GR te acx t9C gty g%
g;g Ai‘é Thr pro cla ggé Thr Cys va? V;Y

C CCL gag gUC aag TIC aaC $59 tac gig gal ggr gig gag gtg cat
zsap Pro %13 3¢T syg Phe Asn 1'2?; Ty go Asp g?y val ¢lu ;;z Kis
4 .

ﬂ? Q3¢ gr9 BYC £aC Paa
val Asp val ser nis glu
23 40

42t gro 3ag ACA ARG CCQ COg QAY GG CRD TAC 3AC RYC ACH Lac Cpt
ASN 21: wg ;ls\sa Lyg Prg A?g g‘lg §;§ 012 TYr ASn sgr ‘zrgg TYr APQ

Bt? gtc Qe gre cte acc gre oty CAC Cdg gac gy cty aar g?t aag
val va) gsg val uew Thr val %53 His Gla Asp Trp m Asn Gly Lys

TaC aag tYc ARG TC tcd Aac s Yrc LUC CCa GO CEC ate gaf
g%e ;% Lyg cgs Lyg eﬂ g;; Asn Lys 21: Leu ga‘g 1a #ro 1le 215

#24 ALC ATC TCC F@A YOG ABN CAY CLC T 33 CCx Cag gtg tag
Ls: Thr Ie Ser Lys 2“ Lys g?? G"Ig Pro Ag Ty Pro G}?\ 81 T;r
305 310 ¥ 320

ACC TTP CLC TCA TCC ¢ It gag Ctg ACC aag AAC cag gre age g
THr Leu Fro Pro ﬁ; A?g 2:;1 &H Lew ;25 Lys Asn &)n val §§; Lew

ACC TGO CTg grte sam ggo 1t
The

<
s teu vVal Lys € Phe r Pro ser Asp Ile
<y Yag s &y Ty i

Tat coo @ < At goe g e
23 2%1 8(? 213 ‘t_gg
330

g I9C aat €ag £ R0 3aC 3aC tac 2 ACC ACY €T L£CC U
g]ﬁ sgr ﬁg 2?3 G‘l'u! 'sg 313 ;sss ASH Tyr L;g Thr ;2; Peo Pro 3.?

TG g3L tCC gac € t¢C TEC TTC CRC TAC APC WAQ CTC ack gt ac
Leu Asp Ser gsp ¥ Ser Phe Bhe Leu Tyr $er Lys Ley Thr va? g.sp

370 373 380

aag 3gC AgY TgQ cag c AL gL LTC ted tYC TCC gtg atg cat
L{S Ser Arg Trp aﬁ 51‘: 2?39' Asn Val phe ser cgs Ser 3«: mg s
385 390 395 400

$3g €T CTY CAC MAC CHC tAC aCg CAQ K8G age C1C LCL Cty Tt cec

Glu Ala Lev His Asn Kis Tyr ThF Gin L{x Ser ieu Ser Leu Ser fro
405 a0 413

ana Tga

GIY tys

212> PxY
U Umeld sekvencia

220>
:ZZbOpis umelej sekvencie: Synteticky kondtrukt

<400 42
Met Pro Gly Lys met val vzl Ile Lew 615 Ala Ser Asn Ile Leu Trp
i 5 ht 15
Tir met Phe Ala Ala Ser Cln Ala Mt Ser Tye Asn Leu L Gly #h
20 I B
Leu Glin A;g Ser Ser Asn Phe 528 Cys Gln Lys Leu L:? Tre 6In Leu
Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu Lys Asp A t Phe A 1
szrg tycgs ¥ prqmsoun he Asp 1le
Pro Glu Glu 1le Lys GIn Lew GIn Gln Phe Gln Lys Glu Asp Ala Ala
65 70 73 Y 4 14
teu Thr Xle Tyr Glu Met Lew GIn Asn Ile she Ala Xle Phe Arg G1n
83 0 ;?
Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn Glu Thr TTe val 61y Asn Lley Leu
100 305 110
Ala asn Val Tyr wis GIn Tle Asn WIS Lew Lys Thr val L
va ) e Ly r 13! eu Gty atw
Lys tev Glu Lys Glu A TH 1
. 3% i $% 3 5p :g; T Atg Gly iLys ;:3 MET Sar Ser Leu
His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gy Arg Ile Lew His Tyr Lau Lys Ala
145 KO ¥ AT 155 v Y gg
Glu Tyr Ser wis Cys Ala Trp T™hr Ile val val 6lu ITe Lau Al
x{? 170 e 1;(5‘ e
Asn Phe Tyr phe Ile Asn Arg Leu Thr U
Ty i 9 ) Cys Tyr Leu Arg :% val agp
Lys Thr His vhe Cys #ro Pro Cys Pro Ala P T
b YS ro 2&) ro Ala Pro Glu 12.545: Lev Gy Gly

Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro 1ys Pro Lys Asp The Leu Met Ile

36

432

480

528

578

624

672

720

758

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1257
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210 213 220
Ser arg Thr Pro Glu:¥al Thr Cys vat val va) Asp val ser Wis Glu
230 233 240

ASp Pro Glu vwal i :'me Asr Trp Tyr Val asp Gly val Glu val wWis
4 e ™ %o s

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg ¢lu Gly GIn Tyr Asn Ser Thr Yyr Arg
¥ 60 ¥ 265 270 4

va) val Ser val tew Thr val Leu His GIn Asp Trp Lev Asn Gly Lys
275 280 83

Gl Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Xie Glu
o Ly ys Ly 255 i 300

tys Thr 1le Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gis val Tyr
355 ] 318 %

Thr Leu Pro Pro ge; Arg AP Glu Leu ;28 Lys Asp GIn va) g«r Leu
™ Cys Lev val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Xle Ala val Glu Trp
340 i K 345 P 350

Glu ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr #ro Pro val
53 360 365

Lew AsSD Ser ASp Gly Ser Phe Phe Lew Tyr Ser Lys Leu Thr val Asf
e 3rs ZEO °

Lys Ser Arg Tep Gln GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val His
3k 9 HUAY s het S0

6lu Ala teu Wis Asn wis Tyr Thr Gin L{i Ser Leu Ser Leu Ser Pro
405 410 &

Gy Lys

<210> 43

<11> 1272

<212> ONA

<2 Umel4 sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Synteticky konStrukt

<220»
> (DS
«222> (1)..(1269)

400> 43

aty Cot geg aNg atg gIC Gy AYC CTT §od PEC T<a 23t ata crt

n-E Pro Gly Lys mg val vx? Iie Leu ggg ﬁa Ser Ash x}z feu ¥?§
15

ELH at) TIC QCA QCY TCT C#R gCC atg a TAC Aag tig ert
Ila Met Fhe 2;3 gh ser Gin 21; ugg sgcr TYr Asn ch ng G ; ﬁg:

€T3 €33 Aga age age aat Tt Cag tgl Cag aag Cic Ctg tggy caa tig
Leu Gin Agg sgﬁ Sgr Asn Phe 513 Cys GIn iys Leu L:’g Trp GIn Leu

aat agy CTT 9aa tac TYC CLC 2ag AT APY ALY aac tit gac axc
AsR 8 g .33 Lew 2?\4 wr C;; LeU LyS Asp Arg *53 Asn Phe Asp Ile
5

4 T BA ¢ty Cag Cag tiC <Ay aag gag gak poc goa
gﬁ: g‘lg g?g 1Te Lyg E?f; Log r.'lg a?g rhe 6;:; Lys s‘lg Asp Ala Ala

L 2] 7 &0

TTg acc a%C tat gag arg CIC CAg AAC ALC LT 9Lt ALt TIC AQ2 Cia
ua Thr Ile Tyr g}& ncg Ley Gin Ase x;s phe Ala Tle phe A;? Gin
5

at TCa IOt APC CT goC TOY At gag ACT ALT gtr azc cre cry
2» Ser ser %-E Thr g?y ng Asn 13; The Xle 8;1 v :’13 Ley Leu

Kt ARt gre tar cat ¢ag ard AAC Cat Cu ACA QUL CTIQ gaa g
2’1: ASH gﬁ Tyr Mis mg xfe ;;3 uis ua :;g The 12} L¢3 Glu g\u

ada <t a5 Akd gaa T LUC ACC 200 Yga aad Cic & C &gt <t
iys ‘i§§ ?.13 iys g\n g:p g: Thr arg G?y Lys iﬁg ng ;’;r Sgr Lmo

cac cug aaa aga tat uﬁ
HI$ Leu Lys A Tyr
145 ¥a AT RO

Dag TAC 0T CAC tYt ged tgy acc ata gtc ags ¢t Ak atc cra
Glu Tyr Ser wis §§§ 21: Trp Yhe 1lte }% Agg 3. glu Ile Leu .\grg

g0 art Crg cat tac o1y a < A
2?3 A% Xle Lvs bﬂ; e ug L;g 21:! ﬂg

175

BAC TLL tAC e ALT A4C AQA CLT ACA tHt tac €T CHa aac g?c g?t
Asn Phe Tyr ga Il Asn Afg Leu E; Cys Tyr Leu Arg Aigg y Gly

€ BgC PIC gRC aa? ACT CAC aca I9C e Cop tge cca 141
?s?; g?y ig; A gsu Lys hr g&x} Thr cgs #ro br 291 Sro 312 beo

gas CTC ciy 9 & CCg TCA OTC TiC CUC LLC CCC CCA aMd CCC A
Gl %}H Leu 2?, g?y pro g:; val phe Les Phe ;;g Pro Lys Pro L;g

Pae ACC CLC arg ATC TCC €Y BCC CLU QAG YIC aca tgc gty gt
;gg Thr Leu ueg e g:g A?g The Pro gu v{g; He 3. 3- 3:? 3}?
240

C gtg Ag¢ cac gaa gac ccr tC aig TIC.8AC TPy tac C
g:p 3;? sgr His 21;: gsp Pro %3 Sﬂ %gg Phe Asn ng Tyr gig 2:9

C gty gag grg CAt ast GCC Aag ACH ARG CCP C Ll K, tac
S y val Glu ‘:’3; His Asn Ala Lys ;2; Lyg Frg A‘}g 213 A’?S G?g Tyr
270

AAC APC aC9 taL ¢ tg YU &GC QUIC CIC ALC $IT CTY CAC oM jac
ASh Ser g; Tyr Ag; 3.? val ;:5 va¥ Leu Thr val %:; His ﬂg gsp

37

48

96

144

192

240

288

336

364

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



t

i
(2= )
30%
paa

Gly Pry

ARC
Asn

ate
e

«213>

cty ast
Lel Ash
290

gee tec
Ala pro

CLa cag
2 ¢In

< Le
BERA

< gt
5 fl
53

agy cet
Thr fro
370

Tre acc
Leu Thr

ser Wt

TcC ctp
Ser Leu

«220>
<223» Opis umelej sekvencie: Synteticky konStrukt

SK 287491 B6

s e 0 s

Ty Tyr
2%
atc ang acc
e 8‘73 L!’ Thr
310
to TaC acc oy
3:? r The Le&
3gC Cty acc b
sgr Le!" The c3§
340

939 gy gag ayc
Glu rep Glu ser

ree grg Tty gac
Pro Val Leu As
37;

IR g e S
3%

atg cat gag get
met Mis Glu Ala
405

L Cce an
ser pro 1y
420 ¥y

PRT
Umeld sekvencia

sag
Lys

are
Ile

cce
pro

ctg
Led

E134
Asn
360

e
ser

age
Arg

ctyg
Leu

Ty

TPC MA§ QTC TCL AMC AMA QLC CTC

Cys Lys val

tee aad gee

ser Lys Ala

315

cch tee cgg
Pro Ser Arg ASp

30

gtc aaa
val Lys g?
345

993 cag e
4 Pro

y 6in

gac gye re
asp Gly se

77 Gin gig &

Tre §1

iys 6

gat

Ser asn Lys Ala teu

300

228 9gg cag ccc g
¥y GIn Pro ;;&

CLQ 8LC am
u L!g Thr :yg
335

C t1C tat CCC AgC gac
y Phe Tyr ;gg Ser Asp

g

<

gag aac aac tac aay
6T ;grss ASn Tyr Lys

TLL TIC CTC tad age

r #he Phe Leu Tyr Ser
380 hid

395

€BC AaC CaC TAC RCY CAg Aag age
Wiy Agn His Tyr meg G‘Ig L‘g sgr
410 4{5

g AT gtc ti¢ tea
y Asn val Phe Sar

400

<400> 44
mi Pro Gly Lys »u; val val 1le Ley G{g Ala Ser Asn Ile Lew Trp
15

Tie Mey she A'zla Ala sar GTn Ala M;§ Ser Tyr Ase Loy Lgu Gly Phe
; I}

Leu Gin A;? Ser Ser Asn Phe “}3 Cys Gln Lys Leu Leu Trp 6in Lew
45

An G;S arg teu Glu Tyr
Pro Glu Glu Tie Lys Gin
65 thd 20

veu Thr Ile Tyr Glu Met

Asp ser
ala Asn
Lys tew
ve 130
#98 Leu
145

Glu Tyr
Asn the

Gly 61y

Glu Les
10

Asg Thr Leu wet Ile Ser
22

Asp val

Gly vat

Asn Ser Thr Tyr Arg val val
273

85

30

ser Ser Thr Gly Yrp Ass Glu The
100 108

val Tyr His Gln Ile Asn His Leu
I15 hid 120

Glu Lys Glu Asp ;\;? Thr arg Gly

Lys arg Tyr 35 sly arg 1le Leu

ser His %g ala Trp The Iie \11;10

Tyr Phe Ile Asn Arg Leu Yhr Cys
4 180 185

Ser val Asp Lys Yhr His Thr Cys
193 200

teu 6ly Gly Pro

230
Ser His Glu Asp
245

Glu val His Asn
260

Trp Lew Asn Gly Lys Glv
290 4

pro aAla Fro Xle Glu L{é The
308 3

Glu Pro
A®n G1n
ITe ala

Thr thr
370

6in val Tyr Thr
i
val ser Leu Thr
340

val Glu Trp 61y
353

ser
218

Arg

val phe Leu

Thr Bro 6lu

pre clo val Lgs
230

sla

s

Lys The Lys
265

ser val Lew

280

Lys Cys Lys

Tie ser tys

ieu Pro Pro Ser

Cys L

330
ey val Lys
gk i

ser Asn Gly GIn
360

Fro Pro val Leu A3p 5

Lys Leu Thr val Asp Lys
3‘5 " J;D

cys ser

Leu ser

375

er Asp Gly

Ler Arg Trp Gin

val met His Glu Als L
405

Leu Ser Pro Gly
420

Lys

oy His Asn
410

38

Lys
Lys
His
155

Ty

Ala
315
arg
<y
ero
Ser
Gin
32%

i

val Glu
Thr val
123
Lel Met
140
Tyr tey
val Glu
Leu arg
Pro Cys
255
Pro Pro
20
Thr Cys
Azt Tep
Arg Gy
val Lew
FiH
ser Asn
300
Lys Gly
ASp Ghu
Phe Tyr
GTu Asn
365
rhe Phe
1m0
Gly Asn

Tyr Thr

Cys 48U LY¥E AEP Arg Met As

gs P Arg 50 i Phe Asp Ile

Lay GIn GTn Phe Gln Lys Glu asp ala Ala
75 0

tey 61a Asn Ile Phe Ala Xle Phe Arg GIn

95
ASD LEu Leu
110

e 61y 6lu
Ser Ler Leu
Lys ala Lys
A 1
Tle LBy Arg
173
asn 6y Gly
190
Pro Ala Pra
Lys Pro Lys
val val
Tyr val Asp
255
Glu GIn Tyr
270
Kiz Gin Asp
Lys ala Lew
Gin Pro Al
528
Leu Thr Lys

33s
firo Ser Asp
3so
ASn Tyr Lys
teu Tyr Ser
val phe Ser
400

6 L'{i ser
415

912

960

1008

1036

1104

132

1200

1248

1272



210> 43
«211> 166
«212» PRT
<213>» ¥lovek

<400> 4%
ne{ Ala Tyr Ala

Cys GIn Lys teu
34 Y 13

LyS ASp Arg Met
vs A A

61n Phe GIn Lys
50

Asn Xle Phe Ala

65

Glu Thr Ile val

His cew Lys Thr
100

Arg Gly Lys
YIS
Ile Lau His
130

I12 val arg
145

Thr Gly Tyr

<210> 46

«211> 166

«212r PRY

213> &lovek

«400> 46

N:tl Ser Tyr Asn

Cys alx Alx Leu
20

LYS Asp Arg Met

]

Gln phe Gln Lys
36

Asn Ile Phe Ala
&5

Glu The Ile val

wis Leu Lys thr
100

Arg 61y Lys Leu

9 1{5
Ile Leu His Tyr
130
e val arg val
145

e Sly Tyr Leu

<210 47
<2li> 156

«212>
«213> ‘gfovek
<400> 47
M!{ ser Tyr Asn
Lys Gin Lys teu
i 0
Ala ASp Arg set
P
Gln Phe GIn tys
50
Asn 1Ye Phe Al
o e Ala
Glu Thr Xie val
Thr
100
Leu

HisS Leu
Arg G1

rg Gly 4
37e Leu His Tyr

130

Ile val arg val
148
Thr Gly Tyr Leu
<210> 48

<21 Alovek

Ala
5
Leu
Asn
Glu
Is
Glu
LH
val
Met

Leu

6lu

168

L

5
Leu
Azt
Glu

Ile

Leu Lev Gly Phe Lew Gln Arg
s 10

Ley

ASH

Glu asp A}g Ala Leu Thr 1le

Tle
Gl

85
val
Met
Leu

Glu

it
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Leu Gly ala Lev Gin Ala
10

Trp GIn Leu Asn
25
phe Asp 7le Pro
40
Asp Ala Ala Leu
55
Phie Arg GIn Asp
70
ASn Leu Leu Ala
teu Glu Glu Lss
103
Ser Ser Leu wis
120
Lys Alx Lys Qlu
4 138 ¥
Ile Loy Arg ASn
130 i

ASH

Leuv Gly Phe Leu
ATa Als Leu Agn
25

phe Asp Ile Pro
0

ASD A}; Ala Leu Thr Ile

Phe Arg Gln As
7 rg Gln Asp

ASn Leu Leu Ala Asn val
30
LRy Glu Glu LyS ceu o
1hs
ser Ser Leu His Leu Lys
120
tys A)s Lys Glu Yyr Ser
135

1le Les Arg Asn phe T;r
150 13%

Asn

Trp Gin Lew Ib;rsl Gy Arg

rhe Asp rls #ro Glv Glu ITe

phe Arg 6In Asp Ser s;;

70

ASn Leu Leu ATa Asn val
90
Lev GTu Glv Lss Leu Glu
108
ser Ser Leu His Leu Lys
120

Lys Ala Lys Glu Tyr se
Y333 v Clu Tyr ser

Gly Arg

Glu Glu

ser Ser
75
Asn val
90
Ley 6lu
Leu Lys

Tyr Ser

"

GIn A
10 v
Gly Arg

Glu Glu

Ser ser
75

Ser Ser Asn Phe Gln
1s
Leu Glu Tyr Cys Leu
k1)

Ile Lys GIn Leu Gin
45

Thr Ile 115 Glu Met Leu GIn

ser The Gly Trp Asn

80

Tyr His Gla 1le Asn
95

Lys Glu Asp phe The

115

Arg Tyr Tyr 6ly Ac

Bs Yy Atd

Mis Cyx Alx Urp 1hr
] Oy 4

Phe Tle Asn L
A9 e

ser ser Asn Ala Ala
15
Leu Glu T;(l; Cys Leu
1le Lys GIn Leu Gln
45
Tgs Glu et Leu Glin

Ser Thr Gly Trp Asn
80

Tyr His 6l I}g Asn
Lys G¢lu ﬁg *he thr
Arg {g TYT Gly Arg
r{ig Cys Ala Trp Thr

phe Ile Asn Arg Leu
160

ser Ser asn Phe Gin
15
Ala Ala ala Als
iH Cys
Lys GIn Leu Gin
45
% Glu Met Leu Gln
ser Thr Gly Trp Asn
80
Tyr #is Gin Xlg Asn
95
Lys Glu Asp Phe Thr
110
A r Gly a
] B‘s Tyr Gly arg

His Cys ala Tep TH
uoclf B The

Ile Leu Arg Asn Phe Tyr Phe Yie Asn A
Jsg Lo Aro 1% AT e

ASh
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400> 48
;Rt Ser Tyr Asn Leg Leu Gly Phe Ley Ggg Arg Ser Ser Asn "11; 6In
i

Cys 61 w Trp 610 Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Lev
ys Gin Lys L;gu 24 3 ¥ Arg “‘0
Asp Arg A)a Ala Phe Al Ile Pro ala Glu Tle Lys Gln ceu GIn
Lys Asp ;g 0 4
GIn phe GIn Lys Glu Asp Ala Ala Lev the Ile Tyr Glu Met tev GIn
30 $5 50
Asn Tle phe Als Ile P% Arg GIn Asp Ser se; ser Thr Gly Trp Asn
65
Glu Thr Xle val Glu Asn Leir Leuv ATa Asn val Tyr His Gln Ile asn
|} 80 g5
His teu Lys Thr val Leu Glu Glu Lys Leu Glu Lys Glu Asp Phe Thr
4 103 e 135 Y 118
Arg Gly Lys Ceu Met Ser Ser Leu His Lew Lys A r Yyr §ly arg
L 1{5 120 ya arg Bs
Xle Leu HiS Tyr veu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp The
130 k4 i 138 K4 140
e val arg val Glu Ile Leu Arg Asn Fhy T;I‘ she Ile Asn Arg Leu
150 135

345 160
Thr &1 T Leu Arg Asn
T 16!

<210> 49
<Z11> 156
<212> PAT
<213 $lovek

<A400» 49
et Ser Tyr Asn Leu Leu Gly Phe Leu Gln Arg Ser Ser Asn Phe GIn
1 5 30 15
Cys GIn Lys teu La0 Trp GIn Leu Ase Gly Arg Leu GIu Tyr Cys Ley
20 25 ;0
Lys Asp Ar? Met Asn Phe Asp Ile Pro Glu Glu Ile Ala Ala Ala Ala
3 49 4S
Ala Phe ATa AYa Ala ASp Al# Ala Leu Thr Ile Tyr Glu Met Leu Gin
30 i Sg 1%0
Asn Ile phe Ala Ile Phe Arg Gln Asp Ser Ser Ser Thr ¢ly Trp Asn
[3] 7 H 30
6Ty Yhr Tle val Gly Asn teu Leu AYa asn val Tyr #is Gin Ile Asn
L} 90 95
Mis Leu tys Thr val Lev Glv 6w Las teu Glu Lys Glu Asp Phe Thr
100 105 110

Arg Gly ﬂ; Len Met Ser Ser 11.;3 His Lou Lys Arg Hg Tyr Gly Arg

Tia Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr
130 i ¥ 135 4 R4 140

17e val arg val Glu ITe Leu Arg Asn Phe Tyr Phe Ile Asn Arg Leu

345 i 150 i x’s's 160

The Gly Tyr Leu Arg Asn
Y 16

166
<212> PRT
213> lovek

<400> SC
Met Ser Tyr Asn Leu teu Gly Phe Leu CIn Arg Ser Ser Asn phe Gln
3 s 0 18
Cysz Gn Lys Leu Lew Trp Gln ieu Asn Gly Arg Lew Glu Tyr Cys Leu
W P 2% ’ 730
LYS ASp Arg Met Asn Phe Asp Ile Pro ¢lu Glu Tle Lys ¢in Leu 6In
3 40 45
Gln Pisls Gln Lys GTu Asp A}: Ala Leu The I1e Tyr Glu Met Lew Ala
Asn 1le Ala Ser Ile Phe Arg GIn Asp Ser Ser Ser Thr Cly Trp Asn
&5 76 ¢ 4 75 y e 80
Glu Thr 1Te val Glu Asn Leu Lew Ala Asn val Tyr His Gin Ile Asn
85 90 95
HiS Leu Lys Thr va) Leu Glu Glu Lys Les Glu Lys Glu Asp Phe Thr
Y 100 ISS " 118
Arg Gly Lys teu Met Ser Ser Lau Mis Lm Lys Ar T tyr Gly Ar
v 1{5 120 ye A9 BS v ¥ Are
Tle Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser nis Ala Trp Thr
15 Ty 32 a y Ty Te Cys P
1le val arg val Glu Ile Leu Arg Asn fhe Tyr Phe Ile Asn Arg Leu
145 150 gs i 180
Thr 61 r Leu Arg Asn
¥ Ty 12?

<210s 51
«<Z11> 166
«2)2» PRT
<213 Elovekx

400> 51

na§ Ser Tyr Asn ug Leu Gly phe Lew G’{a Arg Ser Ser Asn ng Gln

Cys Glo Lys Les Lau Trp &In Lau Asn Gly Arg teu Glu Tyr Cys Leu
0 20 K

Lys Asp Arg Met Asn phe aAsp Ile Pro Glu Glu Ile Lys Gin Leu GIn
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38

40 45

G1n Phe GIn Lys Glu Asp Ala Ala Lev Yar Ile ng Glu met
50 113

Asn Ile phe Ala Tl

65

Glu Thr Ite val Gy
85

His Lew Lys Thr val

100

Arg Gly Lys Leu Met

"9 1{5

Ile Leu His Tyr Leu

130
ITe val Arg val Glu
145

Thr Gly Tyr Ley Arg Asn
16?

«210> S2
212> 1

<212>

<213 {lovek

Phe Ala Ala Ala Ser Ser Ser Thr Gly
70 75
ASD Leu Leu Ala u93 vat vyr wis Gln
Lew Gl Glu Lys Leu Glu Lys Glu Ay

ibs 116
Ser Ser Leu His Leu Lys Arg Hr Tyr

120 5

Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala
Y 138 140

ITe Leu Arg Asn Phe Tgr Phe 116 Asn
150 155

<400» 52
M:} Ser Tyr Asn Lt\; Leu Gly Fhe Leu 5}3 Arg Ser Ser Asa

Cys GIn Lys

LYS ASP Arf
24 P 33

61n Phe Gin Lys Glu
o

Asr Tle Phe

L2

Ala ser Yle val Ala
35

His Lev Lys

1y &
R

Loy His
130

val arg

The val
e

Arg Loy Mer

e TYr Ley

11e
145

The Gly Tyr

val Giu

Leu Arg Asa

165

<210 53
«211» 166

«212> EI‘T
213> Clovek

Ley Leu Trp G1a Lev Asn Gly arg Leu Glu Tyr
20 i Fi v Ao ;0
Met asn Fhe Asp Ile Pro Glu Glw Ile Lys Gln
40 [13
Asp Ala Ala Les Thr Ile Tyr Glu Met
e }11 7{0
AYa Tle P% Arg Glo Asp Ser s;; Ser Thr Gly
Ala Leu Leu Ser ».;3 val Tyr wis Gin
teu &lu Glu Lys Lev Glu Lys Glu As
1%5 4 115
Ser Ser Leu Mix Leu Lys Arg Tyr Tyr
1] b1
Lys A¥a Lys Glu Tyr Ser His Als
135 4 hid uoq’

118 Lew Arg Asn Phe Tyr Phe Ile Asn
150 v R

teu Gin
Trp Asn

B0
Tle Asn
95
rPhe The
Gly arg
Tre The

Arg Lau
¢ 160

phe GIn
15

Cys ey

Lew GIn

Leu GIn

TPp ASn
" a0

e Asn
L3

Phe Thr

Gly Arg

Trp Yhr

Arg Lev
& 160

<400> 53
ue§ Ser Yyr Asn l.ms: Leu Gly Pha Leu 6}3 Arg Ser Ser Asn P;n: Sin

Cys GIn Lys l.gg Leu Tep Gln

LYS ASp Arg Met Asn Phe As
24 P ;g P
Gln phe GIn Lys Glu Asp Ala
30 55
Asn Ilc Phe Ale tle Phe arg
65 70
Glu Thr
His iew Al3 Ala val Leu Glu
100
Arg €1y Lys Leu Met Ser Ser
vev e

Ile Leu His Tyr tew Lys Ala
i85 me T Lew Lys 0%

Ile val Arg val 61u X1 Leu

148 4 150

Thr 61 T Leu ATg Asn
At

<213> &1avek

<400» $4

n:i Ser Tyr Asn ug Loy Gy

Cys GIn Lys L;g Lew Trp 6In

LYS ASp Arg Mat Asn Phe Asp
]

Gln phe Glin Lys Glu Asp Ala
50 Y . 55

Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr
25 v AT T;G

Tle Pro Glu GTu Ite Lys G1n

40 45

Ala Leu The Ile Tzz Slu Met

GIn Asp Ser 547:;- Ser 1hr Gly

Slu Lys Leu Gly Glu Ag,

1.35 tys 113

Lew His Leu Lys AFg Tyr tyr

it vH AT IEE Y

Lys Qlu Tyr Ser Wiz Cys ala
hid 140 ¥

Arg Asn Phe m Phe Ile Asn

Pha Leu 6;3 Arg Ser Ser Asn
Lew Asn Gly Arg Lav Glu Tyr

k13 y Are 1!0
Ile Pro Glu 6Tu INe Lys GIn
i Rt

Ala Leu Thr Ile rg; Glu Met

Cys tew
Lev Gln
(X TRALY

TP ASH
e 80

Xle val Glu Asn Leu Leu Ala Asn va) Ada Wis Gln Ile Ala
153 9% 95

Phe The
Gly Arg
TFp TP

Arg Leu
d 160

he Gin
bt

Cys Lew

18w Gln

Leu Gin

Asn Xle phe Ala Ila Phe Arg Gln Asp Se 35
3 70 g P Ser s;’ er Thr Gly Trp Aas
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Glu Thr Jle va) Glu Asn Led Leu Alx Asn val Tyr His Gln Tle Asn
85 90 5
His Leu Lys Thr val vLeu Ala ala Lg Lau Ala Ala ATa us Phe The
a0 L 13
Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly arg
v &l 1{! ro BS
Ile Lau His Tyr Lev Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Tnr
130 4 Ly 135 1430
1e val Arg val Glu Ile Leu Arp Asn phe Tyr Phe Ile Asn Arg Leu
i e 150 gs 180

145
T G T LeU Arg Asn
¥ Tyr e st

<2 PRT

213 Glovek

<400> S5

ng Ser Tyr Asn L:le Leu Gly phe Leu s}g AFg Ser Ser Asn rrﬁ Gin
s GIn Lys Leu Leu Trp G1n Lew Ash Gly Arg Leu Glu Tyr Leu

Cy s Ley 55 Gl Arg "go Cys

Lys ASp Arg met Asn phe Asp Ile Pro Giu Glu XTe Lys GIn Leu Gin
e & ]

6In phe Gin Lys Glu Asp Ala ATa Leu Thr Tle fzs &lu Met Leu Gin

50 55

Asn Ile Pha Ala Ile Phe Arg GIn ASp %er Ser Ser Thr Gly Trp Asn
65 76 73 [1]

Glu Thr TTe val €lu Asn Leu Lew Ala Asn val Tyr #is Gln 17€ Asn

L 90 95
His Leu Lys The val Leu &lu 61y LE:' Lew Gy Lys 6lu Ala ATa Thr
100 108 110
Alz Gly Lys Ala r ATa Leu Hix LYS Ar i+ Tyr 6ly A
¥ Lys vet Se Leu Leu Lys Arg g Tyr 6ly arg

Te & ] L Al Lys 6 ta Tep Th

xelggn:‘ry guLysugy u‘ryrsgrit'}scyska ¢ Thr

Il% val Arg val Glu Ila Leu Arg Asn Phe Tyr Fhe Tl Asn Arg Leu

145 v 150 v B} i 180

The 61 T LeU Arg Asn
y v 16!

PRT
<213 &lavek

<400> 56
ue{ Ser Tyr Asn L

u Leu Gly Phe Leu Gln Arg Ser Ser asn Phe Gln
5 10 15
Cys GIn Lys Leu teu Trp GIn Leu asn Gly arg Lev Glu Tyr Cys Lew
4 s 20 25 ¢ YXO
LYS Asp Arg Met asn ehe ASp Yl Pro Glu Glu ITe Lys Gim Lew Gin
3 4 45

Gin phe Gln Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr ITe Tyr Glu Met Lew ¢)n
i 't %

Asn 1le Phe Ala Xl Phe Arg GIn Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn
[ 1 70 75 80

Giu Thr 11¢ val Glu Asn Leu Leu Ala Asn val Tyr Wis Gln Ile Asn
85 90 95

u Glu LKS Leu GTu Lys Gly Asp Phe Thr
15 115

-

Hi$ Leu Lys Thr val Leu 6
160

Arg Gy Lﬁg Leu Met Ser Ser 1).35 His Leu Lys arg HE Tye Gly ATa
1le ;\;8 Als ‘ryr Leu Ala g; Lys Glu Tyr Ser ?{33 Cys Ala Trp Thr
i};’ val Arg val Glu i;; LU Arg Agn Phe '{g; Phe 3le Asn Arg 11:%
Thr Gly Tyr teu 23? Asn

<210> 57

«21)> 166

<212% PRT

<213 Elovek

=400 §7

Ne: Ser Tyr Agn Leg Leu Gy Phe Leu G}g Arg Ser Ser Asn Pl':; Gln
I

Cys 6Tn Lys Leu Lew Trp GIn Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Oys Lev
4 20 25 ¥ Are T;O 4

LYS Asp Arg Met Asn Phe Asp T1e Pro GTu glu Ile Lys G1n Lew Gln
3 40 45

&ln

Asn
65

&l

”5‘5 Gin Lys €lu Asp k;; Als Leu Thr tle Tyr Glu et Ley GIn

Ile phe Ala 112 Phe Arg Gln Asp Ser Ser Ser Thr Gly Tr Asn
g 75 ¥ e 80

Thr Xl val Glu Asn Lew Leu Ala Asn val Tyr #is 61n Ile Asn
a5 90 95

His Leu Lys Thr val Leu 6Tu Glu Lys Leu Glu Lys Glu As she Th
388 ys el 115 r

100

Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Ley Lys Arg Tyr
1{5 120 4 9 35 Ty 61y Arg
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Ile Leu His Tyr Low Lys Alz Ala Ala
130 135

Ile val Arg val &lw 3le Lew Arg Asn

343 150

e 61 r LY APy ASN
¥ Tyl 13

«2
<21 Slsvaex

400> S8
n¢§ Ser Tyr Asn LC\; 18U Gly Phe Ley

Lys ¢in Lys L;g sou Trp Cln lew A;g
Lys Asp i;? MeT Ash Phe Asp I}a Fro
Gin ’2(.3 GIn Ly Gl Asp l;: Ala Lev
Azg 1le phe Ala rle Mrsa Arg GIn Asp

Glu The Ile val c}g ASh Leu Leu Ala

His Lew Lys Thr val Lev 610 Glu Lys
100 H

Arg Gy Lys iLeu Met Ser Ser Leu Wis
v &y l{! 120

Ile ﬁx His Tyr Len 1y% ﬁ; tys ¢¥u

Xig val Arg val GTu Ile Lew arg Asn
14% 150

Thr GTy Tyr Lau Arg Asn
ie

210> 59
<?3iis 166
12> FRY
<% Eloven
<400 59
~§ Ser Tyr Asa u‘sa Leuw Gly Phe Loy
Cys GIn Lys Leu Lew Trp GIn Leu Asn
20 5

Lys Asp Arg #et Asa Phe Asp Xlg Pro

0
ala ala
55

35

Gin ﬁ;g Gln Lys Glu Asp

azn e Pha &1z I1e Phe arg Gin

65 b

&u Thr T1e val ﬁ;g A3n LEw Leu

Wiz Lew Lys The val Les Glu Glu
100

Arg ely %{; Lou Mer Se0 Ser 'i;:
fht o

Leu Ala

Ile 58 Wis Tvr Leu Lys
Ile val Arg Ala Glu Ile
143 15¢

The Ty Tyr weu Arg Asn
168

21> PAT
P Glovek
<4 80

00>
nc{ Ser Tyr Ast ug Lev Gly Fhe

s GIn Lys Lzﬁol Lo Trp GIn Lew

LY ASP Arg Met Asn Phe Asp Ile
YE AP ALG A3 s 1le

Gln Phe Gln Lys Glu ASp Ala Ala
50 55

Aig Xle phe Als Tlie H;a arg tln

Glu Thr Tie val G;g ASR LaU Lau

Mis Law iys The val bas €Yo Gl
100

Arg Gl¥ Lys Leu Met Ser Ser Ley
thd ﬁg 20

s LY L] ¥ Ly LYS Ala Lys
iR i

Ile val arg val Glu 21e Lau A
i "8 val Glu Jgp L A9

e Gly Tyr Leu arg Asn

Tyr Ser His Cys Alx Yrp The
140

che Tyr rhe Ile asn ary Lug
15 v 18

G160 Arg Ser Sur Asn Phe Gln
10 13

Gly arg Lev Qle T;B Cys Lev

§lu Glu 1 L{; GIn e Sla

Thr e Tzs 6lu Met Lev Gn

Ser sar ser Thr

5
val

Gly Trp Asn
B30

ASH
90

Leu Glv

Tyr Wis ¢1n Ile Asn
95

Lys Glu

arg a;

Aln
140

A;G Phe Thr
3
Leu Lys Tyr Gy Arg

Tyr Ala

rhe '{;;

Cys Ala Trp Thr

Phe Tle Asn Arg Lew
360

Arg Ser Sar Asn !'ii; Gin

&y Arg Leu Glu f;g Cys Lev

6 Glu Xle Lys GIn Leu Gln

45

Yhr tle v et Leu Gln

%

ser Ssr Ser Thr Gly Trp Asn
78 yTee E =]

ala val

HH

His

Asn Tyr Wiz Gin Xls Asn
0 95

tev Ghu Lys Gly A Thr
i ys u‘{gm

L8y Lys Arg Tyr Tyr sty

Gl Tyr Ser Wit Cys Ala Trn
P+

ASn Phe Ala Phe Ile Ala Ary
153

Lew Gin A el
w0 GIn Arg 6

Ser Ser Asn Phe
i
Asn Gy Arg Lew

Loy Glu Cys

3 5
rre Gle Glu Tie B &in Loy GIn
Lsu The ITe T§5 Glu Mot cew Cn
asp Ser Ser Ser thr Gly Trp Ag
55 e

ATa asn va)l Tyr Wis Gi6 Ile Ao
90 95

Ly Lav #1¢ Lys 81w sap #he Thr
bt S R
His Leu Lys Arg E; Tyr Gly Arg

Glu Tyr Ser

Asnmm

HiS COys Ala Trp Thr
140 P

Fha XIia Agn Arg Lew
150
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<21% ymels sekvencia

<220>
«<223> Opis umelej sekvencie: Synteticky peptid

<A00> 61
Asi TYr Lys Asp Asg ASp ASp Lys

<213 Umeld sekvencia

<220> .
<223> Opis umeled sekvencie: Synteticky peptid

<400> 62
Asg ASD ASp ASp Ly§

<210 63

«<2ll> 6

<212> PRY

<213»Umeld sekvencia

220>
<2»>0pis umele) sekvencie: Synteticky 6x His tag

<400» 63
Ni; His uis #His Nfg His

<213 pmeld sekvencia

<220=
<223 Opis umeled sekvencle: Synteticky peptid

<400> 64
G'I{ 6ly Gly Gly sag

PATENTOVE NAROKY

1. Polypeptid obsahujuci
a) mutant interferénu-beta-1a (IFN-B) vybrany zo skupiny pozostavajicej z mutantov IFN-8 majicich ami-
nokyselinovi sekvenciu zndzorneni v tabulke 1 ako A1, B1, C1, CD1, CD2 a DEl; a
b) kibovti oblast’, doménu CH2 a doménu CH3 imunoglobulinu.

2. Polypeptid podl'a naroku 1, pri¢om imunoglobulinom je Tudsky imunoglobulin.

3. Polypeptid podl'a naroku 1 alebo 2, pri¢om imunoglobulinom je imunoglobulin IgG.

4. Polypeptid podl'a ndroku 3, pri¢om imunoglobulinom IgG je imunoglobulin IgG1.

5. Polypeptid obsahujiici aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO: 42.

6. Polypeptid obsahujici aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO: 44.

7. Polypeptid podl'a niektorého z narokov 1 aZ 6, pri¢om mutant interferénu-beta-1a (IFN-8) je glykozy-
lovany na aminokyseline v aminokyselinovej sekvencii.

8. Polypeptid podl'a niektorého z narokov 1 aZ 6, priom mutant interferénu-beta-1a (IFN-3) je derivova-
ny na aminokyseline v aminokyselinovej sekvencii.

9. Polypeptid podla naroku 7, pri¢om mutant interferénu-beta-1a (IFN-B) je derivovany.

10. Polypeptid podl'a naroku 8 alebo 9, pricom mutant interferénu-beta-1a (IFN-g) je derivovany s poly-
alkylglykolovym polymérom.

11. Polypeptid podla naroku 10, priSom polyalkylglykolovy polymér je pripojeny na N-koniec aminoky-
selinovej sekvencie mutantu interferénu-beta-1a (IFN-3).

12. DNA kddujuca polypeptid podl'a niektorého z narokov 1 aZ 6.

13. Rekombinantnd DNA obsahujica DNA podl'a naroku 12 a kontrolnt sekvenciu expresie, pricom uve-
dena kontrolna sekvencia expresie je operativne spojena s uvedenou DNA.

14. HostitelI'ska bunka obsahujiica rekombinantni DNA podl'a naroku 13.

15. Sposob pripravy polypeptidu podla niektorého z narokov 1 az 6, vyznadujhici sa tym,
Ze obsahuje
a) poskytnutie populacie hostiteI'skych buniek podl'a naroku 14;
b) rast uvedenych buniek v podmienkach, v ktorych je polypeptid kédovany rekombinantnou DNA exprimo-
vany; a
¢) izolaciu exprimovaného polypeptidu.

16. Farmaceutickd kompozicia, vyznadujica sa tym, Ze obsahuje terapeuticky ucinné
mnozZstvo polypeptidu podl'a niektorého z narokov 1 az 11 a farmaceuticky prijatelny nosié.
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17. Pouzitie polypeptidu podl'a niektorého z narokov 1 aZ 11 na pripravu lieciva.

18. Pouzitie podl'a naroku 17, pri¢om lie¢ivo je na lieSenie alebo prevenciu zapalového, autoimunneho,
angiogenetického, nadorového alebo virusového ochorenia.

19. Pouzitie podl'a naroku 18, pri¢om virusovym ochorenim je infekcia ECM, chripka, infekcia respira¢-
ného traktu, besnoty alebo hepatitidy.

20. Pouzitie podl'a naroku 18, pri¢om autoiminnym ochorenim je lupus alebo skleréza multiplex.

21. Pouzitie podl'a naroku 18, priom zapalovym ochorenim je fibréza.

22. Pouzitie podla naroku 18, pri€¢om angiogenetickym ochorenim je diabeticka retinopatia, retinopatia
nedonosenych, degeneracia makuly, odmietnutie rohovkového Stepu, neovaskularny glaukém, retrolentalna
fibroplazia, rubedza alebo Osler-Weberov syndrém.

23. Pouzitie podl'a naroku 18, pri¢om nadorovym ochorenim je osteogénny sarkém, lymfém, akitna lym-
focytova leukémia, rakovina prsnika, melanom, nazofaringalny karciném alebo hemangiém.

17 vykresov
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ATCATCATCA TCATCATAGC TCCGGAGACG ATGATGACAA GATGAGCTAC

1#SerGlyGiyH isHisHisHi sHisHisSer SerGlyAspA spAspAsplLy sMetSerTyr

61 AACTTGCTTG
21 PAsnLeuleuG
121 TTGAATGGGA
41 PLeuAsnGlyA
181 ATTAAGCAGC
61 MllelysGlnl
241 CAGAACAT(T
81FGinAsnlleP
301 GTTGAGAACC
101 +Val GluAsal
361 GAAAAACTGG
121 pGlulysLeuG
421 AGATATTATG
141 PAr gTyr Tyr G
481 ACCATAGTCA
161 ¥ Thr l1evalA
541 CTCCGAAAC

181 bLeuAr gAsn

GATTCCTACA AAGAAGCAGC AATTTTCAGT GTCAGAAGCT CCTGTGGCAA
[yPheleuGl nArgSerSer AsnPheGinC ysGlnLysie uleuTrpGin
GGCTTGAATA CTGCCTCAAG GACAGGATGA ACTTTGACAT CCCTGAGGAG
rgleuGluTy rCysLeulys AspArgMetA snPheAspl| eProGluGlu
TGCAGCAGTT CCAGAAGGAG GACGCCGCAT TGACCATCTA TGAGATGCTC
euGInGinPh eGlnlysGlu AspAlaAlal euThrtleTy rGluMetleu
TTGCTATTTT CAGACAAGAT TCATCTAGCA CTGGCTGGAA TGAGACTATT
heAlallePh eArgGinAsp SerSerSerT hrGlyTrpAs nGluThrite
TCCTGGCTAA TGTCTATCAT CAGATAAACC ATCTGAAGAC AGTCCTGGAA
eul.euAl2As nValTyrHis GlniieAsnH isLeulysTh rVvalleuGiu
AGAAAGAAGA TTTCACCAGG GGAAAACTCA TGAGCAGTCT GCACCTGAAA-
IuLys‘Gi uAs pPheThrArg GlylysLeuM etSerSerie uHisteulys
GGAGGATTCT GCATTACCTG AAGGCCAAGG AGTACAGTCA CTGTGCCTGG
lyArgltele uHisTyr Leu LysAlalysG {uTyrSerHi sCysAlaTrp
GAGTGGAAAT CCTAAGQAAC TTTTACTYCA TTAACAGACT TACAGGTTAC

rgValGlull eleuArgAsn PheTyrPhel [eAsnargle uThrGlyTyr

Obr. 1
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217
21 Obr. 2A

2A-2 0 bl'. 2A"1

1 ATGAGCTACA ACTTGCTTGG ATTCCTACAA AGAAGCAGCA ATTTTCAGTG TCAGAAGCTC

1MMetSer TyrA snleuleuGl yPhelLeuGln ArgSer SerA snPheGinCy sGinlystieu

61 CTGTGGCAAT TGAATGGGAG GCTTGAATAC TGCCTCAAGG ACAGGATGAA CTTTGACATC

Z1bLeuTrpGlnl euAsnGlyAr glLeuGluTyr CysLeulysA spArgMetAs nPheAsplie

121 CCTGAGGAGA TTAAGCAGCT GCAGCAGTTC CAGAAGGAGG ACGCCGCATT GACCATCTAT

41¥ProGluGlul lelysGlnlLe uGlnGinPhe GlnLysGluA spAlaAlale uThrileTyr

181 GAGATGCTCC AGAACATCTY TGCTATTTTC AGACAAGATT CATCTAGCAC TGGCTGGAAY

61 FGluMetleuG InAsnlliePh eAlallePhe ArgGlnAspS erSerSerTh rGlyTrpAsn

241 GAGACTATTG TTGAGAACCT CCTGGCTAAT GTCTATCATC AGATAAACCA TCTGAAGACA

810GluThrtleV alGluAsnle uleuAlaAsn ValTyrHisG InfleAsnHi slLeulysThr

301 GTCCTGGAAG AAAAACTGGA GAAAGAAGAT TTCACCAGGG GAAAACTCAT GAGCAGTCTG

101 #ValLeuGluG lulysLeuGl uLysGluAsp PheThrArgG lylLysLeuMe tSerSerleu

361 CACCTGAAAA GATATTATGG GAGGATTCTG CATTACCTGA AGGCCAAGGA GTACAGTCAC

121 PHisLeulysA rgTyrTyr Gl yArglleleu HisTyrLeul ysAlalysGl uTyrSerHis

421 TGTGCCTGGA CCATAGTCAG AGTGGAAATC CTAAGGAACT TTTACTTCAT TAACAGACTY

141 ¥CysAlaTrpT hrileValAr gVatGlulle LeuArgAsnP heTyrPhell eAsnargleu

481 ACAGGTTACC TCCGAAACGA CGATGATGAC AAGGTCGACA AAACTCACAC ATGCCCACCG

161 PThe GlyTyr L euArgAsnAs pAspAspAsp LysValAspL ysThrHisTh rCysProPro

541 TGCCCAGCAC (TGAACTCCT GGGGGGACCG TCAGTCTTCC TCTTCLCCCC AAAACCCAAG
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Obr. 2A-2
3/17

181 PCysPrcAlaP roGluleule uGlyGlyPro ServalPhel euPheProfr olysProlys
601 GACACCCTCA TGATCTCCCG GACCCCTGAG GTCACATGCG TGGTGGTGGA CGTGAGCCAC

201 FAspThrLeuM ettleSerAr gThrProGiu ValThrCysV alValValAs pValSerHis

661 GAAGACCLTG AGGTCAAGTT CAACTGGTAC GTGGACGGCG TGGAGCTGCA TAATGCCAAG

221 PGluAspProG luValLysPh eAsnTrpTyr ValAspGlyV alGluValHi sAsnAlalys
Obr. 2B

721 ACAAAGCCGC GGGAGGAGCA GTACAACAGC ACGTACCGTG TGGTCAGCGT CCTCACCGTC

1} ThrlysProA rgGluGluGl nTyrAsnSer ThrTyrArgV alValServa {LeuThr val

781 CTGCACCAGG ACTGGCTGAA TGGCAAGGAG TACAAGTGCA AGGTCTCCAA CAAAGCCCTC
21 *LeuHisGinA spTrpleuas nGlyLysGlu TyrlysCysL ysVal SerAs nLysAlalLeu

841  CCAGCCCCCA TCGAGAAAAC CATCTCCAAA GCCAAAGGGC AGCCCCGAGA ACCACAGGTG

41¥ProAlaProl 1eGluLysTh rileSerLlys AlalysGlyG InProArgGl uProGlnVali

901 TACACCCTGC CCCCATCCCG GGATGAGCTG ACCAAGAACC AGGTCAGCCT GACCTGCCTG

61 FTyr ThrLeuP roProSerAr ghspGluLeu ThriLysAsnG InValSerfe uThrCysleu

961 GTCAAAGGCT TCTATCCCAG CGACATCGCC GTGGAGTGGG AGAGCAATGG GCAGCCGGAG
81+VallysGlyP heTyrProSe rAsplieAla ValGluTrpG [uSerAsnGl yGlnProGlu

1021 AACAACTACA AGACCACGCC TCCCGTQITG GACTCCGACG GCTCCITCTT CLTCTACAGC

101 PAsnAsnTyr L ysThr ThrPr ofroVal Leu AspSerAspG |ySerPhePh eleuTyrSer

1081 AAGCTCACCG TGGACAAGAG CAGGTGGCAG CAGGGGAACG TCTTCTCATG CTCCGTGATG

121 PLysleuThr V alAsplysSe rArgirpGin GlnGlyAsnV alPheSer Cy sSer ValMet

1141 CATGAGGLTC TGCACAACCA C(TACACGCAG AAGAGCCTCT CCCTGTCTCC CGGGAAA

141 PHisGluAlal euHisAsnHi sTyrThrGln LysSerlLeuS erlLeuSerPr oGlyLys
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481 GAGTACAGTCACTGTGCCTGGACCATAGTCAGAGTGGAAATCCTAAGGAACTTTTACTTC 540
E 'Y §S H CAWTTTIUVRUY ETITILRWDNTFYF

541 ATTAACAGACTTACATGTTACCTCCGAAACGTCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGC 600
I N R L TC¢C YL RNV DI XTHTTCU®P P C

601 CCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCCARGGAC 660
P A P EL L GG P S V F L F P P K P K D

661 ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAA 720
T L M I 8§ R T P E V T CV VYV V DV S H E

721 GACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACA 780
D P E V XK F NW Y VDGV EV HHN BAIKT

781 AACCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG 840
XK P R E E Q YN ST YRV V SV L TV L

841 CACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACABAGCCCTCCCA 900
H Q D WL NG KEYIEKCIKV S NI KX AL P

901 GCCCCCATCGAGAAARACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC 960
A P I E K T I S K AI KU GOQUPUREUZPOQUVY

Obr. 10B
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961 ACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGETC 1020
T L P P S RDETLTI XKNGQUV S L T C L V

1021 AAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCEGAGAAC 1080
K G F Y P S DI AV EWESNGU QUZPEN

1081 AACTACAARGACCACGCCTCCCGTGTTCGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCARG 1140
N ¥Y K T T P P V L D D G S F F L Y 8 K

1141 CTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT 1200
L T vV D K § R W Q Q GNV F S C §$ VvV M H

1201 GAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGAAATGA 1257
E A L HNHY T Q K S8 L S L 8 P G K *

Obr. 10C
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ATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAAGGCCAAG
M § §$ L HL K R Y Y GR I LH Y L X A X

GAGTACAGTCACTGTGCCTGGACCATAGTCAGAGTGGARATCCTAAGGAACT T I TACTTC
E Y S HCAWTT I VRVYETIULZ RUNUPEFTYTF

ATTAACAGACTTACATGTTACCTCCGARACGGCGGTGGTGGCAGCGTCGACAAAACTCAC
I N RL TCY L RNUGG GGG S VDI KXTH

ACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGEGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCS
T C P P C PA P ELLGGP SV F L F P

CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTCGTGETG
P K P XK DTILMH¥I S RTPEUVTC VIV VY

GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT@GAGGTG
DV S HEDU®PEV KV FNWY VDGV E V

CATAATGCCARAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC
H N A KT X PREEUGQYNSTVYRUYV V S

GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
vV L T VL HQ D WIUILDNGI KETZYZKTCIZK V S

AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
N K A L P A P I E K T I 8 K A K G Q P R

Obr. 11B
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GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGC 1020
E P QVYTLO®PZPSRDETLTZEKTIHNTO QVS

CTGACCTGCCTGCTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT 1080
L T C L VvV K ¢ F Y P S DI A VYV E W E S$ N

GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGTTGGACTCCGACGGCTCCTTC 1140
G Q0 P E N N Y K T T P P V L D S D G 8§ F

TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA 1200
F L Y 8 K L TV D K S R W Q Q ¢ N V ¥ 8§

¥

TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACRACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT 1260
C S VvV ¥ H E A L H N HY T QO X 8 L 5 L 5§

CCCGGGAAATGA 1272
P G K *

Obr. 11C
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