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Regeni poskytuje varianty polypeptidu neublastinu vhodné pro
kondenzaci s polymerem obsahujicim polyalkylenglykolovou
skupinu. Kondenzovany produkt ma delsf biologicky polocas
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jak pro terapeutické pouzZiti, tak i pro diagnostické aplikace pii
poruchach nervového systému.
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Varianty neublastinu, £azni polypeptid obsahujici variantu
neublastinu a farmaceuticka kompozice obsahujici neublastin
pro lééeni poruch nervového systému

Oblast techniky

Predkladany vynalez se obecn& tykd polypeptidu a konkrétné
modifikovanych neurotrofickych polypeptida a farmaceutickych
kompozic obsahujicich tyto polypeptidy uZiteé&nych pro 1léceni

poruch nervového systému.

Dosavadni stav techniky

Neurotrofické faktory Jjsou prirozen& se vyskytujici
proteiny, které podporuji ptrezivani, udrZovani fenotypové
diferenciace, ptredchazeji degeneraci a zesiluji aktivitu
nervovych bun&k (neuroni) a tkani. Neurotrofické faktory byly
izolovany =z nervové tk&n& a z jinych typd tkani, které jsou
inervovany nervovym systémem, a byly klasifikovany do funkcné
a strukturaln& p#ibuznych skupin, také nazyvanych rodiny,
super-rodiny (“superfamilies”) nebo sub-rodiny (“sub-
families”). Mezi super-rodiny neurotrofickych faktord patfi

super-rodina fibroblastového ristového faktoru, neurotrofinu

a transformujiciho rustového faktoru B (TGF-B). Jednotlivé
druhy (“species”) neurotrofickych faktord se odlisuji svou
fyzikdlni strukturou, interakcemi s pfisluSnymi receptory,

které je rozpoznavaji, a uéinky na ruzné typy nervovych bunék.
Do super-rodiny TGF-p patfi ligandy neurotrofického faktoru
pochdzejiciho z linie gliovych bun&k (GDNF), kam pat¥i GDNF,
persephin (PSP) a neurturin (NTN).



Ligandy subrodiny GDNF maji spoleénou vlastnost, a sice
schopnost indukovat signalizaci (signalni drahu) vedouci pfes
receptorovou tyrosin kinazu RET. Uvedené t¥i ligandy subrodiny
GDNF se 1i%i v relativni afinité k rodiné neurotrofickych

receptort, receptorl GFRa.

"Neublastin” nebo "NBN" Jje pomérné neddvno popsany
neurotroficky faktor. Neublastin patfi do subrodiny GDNF,
protoZe sdili useky homologie s Jjinym GDNF ligandy, a také
kviili své schopnosti vazat se na RET a aktivovat ji. Na rozdil
od jinych GDNF ligandd Je neublastin vysoce selektivni pro
komplex GFRa3-RET receptor. Krom& toho NBN obsahuje unikatni

sublUseky ve své aminokyselinové sekvenci.

BohuZel, neublastin 7je rychle odstrafiovan z organismu.
Tato rychld clearance miZe byt vaznym nedostatkem pfi 1é&ebném
vyuziti neublastinu. TakZe existuje pot¥eba nalézt varianty

neublastinu, které by mély zvysSenou biologickou dostupnost.

Podstata vynalezu

Pfedkladany vynalez je zaloZen &asteCné na objevu novych
forem neublastinu, které vykazuji zlepSené farmakokinetické
vlastnosti a zvydenou biologickou dostupnost in vivo. K témto
novym formadm pat¥i varianty neublastinového polypeptidu

kondenzované (konjugované) s polymernimi molekulami.

Jeden aspekt vynadlezu se tyka varianty polypeptidu
neublastinu nebo muteinu polypeptidu neublastinu, ktery
obsahuje aminokyselinovou sekvenci majici jednu nebo vice
substituci  aminokyselin v poloze exponované rozpou$tédlu
sralého dimeru neublastinu. Tyto substituce vnasejli do

nativniho polypeptidu neublastinu Jjedno nebo vice mist, na



kterd se mohou latky, Jjako napfiklad piirozené se vyskytujici
nebo syntetické polymery, navazat a tim zvys&it rozpustnost
polypeptidu a v disledku toho zlepdit biologickou dostupnost
in vivo. Vyhodné varianta polypeptidu obsahuje
aminokyselinovou sekvenci alespoii ze 70 % totoZnou se
sekevenci aminokyselin 8-113 ze sekvence uvedené zde v seznamu
sekvenci jako sekvence identifika&niho ¢&isla 1 (dale Jjen
zkradcend sekv. id. ¢&.). Varianta polypeptidu neublastinu
obsahuje jednu nebo vice substituovanych aminokyselin, pricemz
se aminokyselina Jjind neZ arginin vyskytuje v poloze 14 v
aminokyselinové sekvenci varianty polypeptiduy, aminokyselina
jind neZ arginin se vyskytuje v poloze 39 Vv aminokyselinové
sekvenci varianty polypeptidu, aminokyselina jind nez arginin
se vyskytuje v poloze 68 varianty polypeptidu nebo
aminokyselina Jjind neZ asparagin se vyskytuje v poloze 95
varianty polypeptidu, kdyZz Jsou polohy aminokyselin oznaceny
podle polypeptidové sekvence uvedené v seznamu sekvenci jako

sekv. id. ¢&. 1.

Termin " neublastin divokého typu" nebo zkracené& "wt-NBN",
jak se v tomto textu pouziva, se tyka pfirozeneé se vyskytujici
nebo nativni polypeptidové sekvence neublastinu, Jjako je
naptiklad sekvence neublastinu laboratorniho potkana, mySsi
nebo &lovéka (viz nap¥. sekv. id. &. 2, 3 nebo 4). Specifické
varianty polypeptidu neublastinu jsou oznalovany v tomto textu
jako "NBN-X1N1X," nebo "X,N;X,~NBN" kde X3 oznaduije
aminokyselinu divokého typu polypeptidu neublastinu, Ni znamena
¢islo polohy aminokyseliny Xi V sekvenci pri <&islovéani podle
sekv. id. &. 1 a X, oznaduje aminokyselinu, kterd nahrazuje
aminokyselinu divokého typu v uvedené poloze dané sekvence.
Tak napriklad NBN-N95K znamena variantu polypeptidu

neublastinu, kde asparagin v poloze 95 je nahrazen lysinem.



Varianta polypeptidu neublastinu podle vynadlezu miZe byt
poskytnuta jako multimerni polypeptid. Napfiklad varianta
polypeptidu neublastinu miZe byt poskytnuta jako dimer, ktery

obsahuje alespoii Jjednu variantu polypeptidu neublastinu.

V nékterych provedenich je dimer homodimer varianty
polypeptidu neublastinu. \ jiném provedeni je dimer
heterodimer, ktery obsahuje jednu  variantu polypeptidu

neublastinu a jeden polypeptid neublastinu divokého typu.
Jesté dalsi dimery obsahuji dvé ruzné varianty polypeptidu

neublastinu.

V jiném varianta polypeptidu neublastinu obsahuje, navic
k aminokyselinam 8-113, Jjesteé aminokyseliny 1-7 ze sekv. 1d.

¢. 1.

Ve vyhodném provedeni varianta polypeptidu neublastinu,
kdy? je dimerizovén, vaze GFRa3. V dald3im vyhodném provedeni
varianta polypeptidu neublastinu, kdyZ je dimerizovan,
stimuluje fosforylaci tyrosinu RET polypeptidu, budt sama nebo

jako vazand k GFRa3.

V je3té& Jjiném vyhodném provedeni varianta polypeptidu
neublastinu, kdyZ je dimerizovan, zlep3uje pfezivani neuront,

nap¥. zlep3uje prezivani senzorickych neuronu.

V jesté& Jjiném vyhodny provedeni varianta polypeptidu
neublastinu, kdyZ Jje dimerizovan, normalizuje patologicke

zmény v neuronu, napfiklad v senzorickém neuronu.

V jesté& dalsim vyhodném provedeni varianta polypeptidu
neublastinu, kdyZ je dimerizovan, zlepduje preZivani neurony,

nap¥. autonomnich neuronti nebo dopaminergnich neuronu.

V né&kterych provedenich varianta polypeptid obsahuje dve,
t#1 nebo vice substituovanych aminokyselin vybranych ze

skupiny, kterou tvofi aminokyselina krom& argininu v poloze 14



aminokyselinovové sekvence varianty polypeptidu, aminokyselina
krom& argininu v poloze 39 aminokyselinové sekvence varianty
polypeptidu, aminokyselina krom& argininu v poloze 68 varianty
polypeptidu a aminokyselina kromé asparaginu v poloze 95

varianty polypeptidu.

Ve vyhodném provedeni aminokyselina v jedné nebo ve vice

polohach z poloh ¢&. 14, 39, 68 a 95 je lysin.

Vyhodné&, aminokyseliny 8-94 a 96-113 varianty polypeptidu
neublastinu jsou alesponn z 90 % identické s aminokyselinami 8-
94 a 96-113 =ze sekv. id. ¢&. 1. Vyhodn&ji jsou uvedené
aminokyselinové sekvence alespon z 95 % identické.
Nejvyhodnéji aminokyselinova sekvence varianty polypeptidu
neublastinu obsahuje v Gsecich aminokyselin 8-94 a 96-113
aminokyselinovou sekvenci ptirozené se vyskytujici v sekvenci
polypeptidu neublastinu laboratorniho potkana, <¢lovéka nebo
mySi. Napriklad aminokyseliny 8-94 a 96-113 varianty
polypeptidu neublastinu mohou obsahovat aminokyselinové
sekvence aminokyselin 8-94 a 96-113 ze sekv. id. ¢&. 2, sekv.

id. &. 3 nebo sekv. id. ¢&. 4.

Vyndlez dale poskytuje fazni protein nebo polypeptid,
ktery obsahuje variantu polypeptidu neublastinu nebo
polypeptid neublastinu divokého typu, nebo protein, ktery Je
dimerem sestdvajicim ze dvou neublastinovych fuznich proteinu.
Neublastinové fuzni proteiny maji zlepSené farmakokinetické

vlastnosti a biologickou dostupnost in vivo.

V daldim aspektu pfedkladany vynadlez poskytuje molekulu
nukleové kyseliny kédujici variantu polypeptidu neublastinu.
Nukleovad kyselina kédujici variantu polypeptid neublastin Jje
vyhodn& poskytnuta ve vektoru, nap¥. v expresnim vektoru.
Nukleovad kyselina kédujici variantu neublastinu nebo vektor

obsahujici tuto nukleovoukysleinu mohou byt poskytnuty v
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bufice. Bunky mohou byt napf. savCi bunky, houbové bunky,
kvasinkové butiky, hmyzi bufiky nebo bakteri&lni bunky. Vyhodné
savéi buniky Jjsou butiky vajelnikl <&inského krecka ("CHO

bunky") .

Vyndlez dale poskytuje zplsob pfipravy varianty
polypeptidu neublastinu spoc¢ivajici v tom, e se kultivuji
bunky obsahuijici nukleovou kyselinu kébdujici variantu
neublastinu v podminkéach, kdy se exprimuje varianta
polypeptidu neublastinu. Je-1i to tfeba, varianta polypeptidu
neublastinu pak miZe byt izolovéna. Vynalez se dale tyka
varianty polypeptidu neublastinu produkované buiikou. Podobné
také nukleové kyseliny, vektory, hostitelské bunky a zpusoby
pripravy polypeptidd popsané v predkladané prihléasce pro fazni
proteiny (jako je napfiklad ftzni protein neublastin-sérovy

albumin) podle vynalezu.

Dale je predmd&tem vyndlezu p¥ipravek, ktery obsahuje
polypeptid neublastin nebo variantu polypeptidu neublastinu
kondenzovanou s polymerem, ktery se v pfirode nevyskytuje.
Varianta polypeptidu neublastinu v pZipravku vyhodné obsahuje
aminokyselinové sekvence alespofi ze 70 % identické s
aminokyselinami 8-113 sekv. id. ¢. 1, za predpokladu, Ze
varianta polypeptidu neublastinu obsahuje Jjeden nebo vice
substituovanych aminokyselin vybranych ze skupiny, kterou
tvori aminokyselina kromé argininu v poloze 14 v
aminokyselinové sekvenci varianty polypeptidu, aminokyselina
krom& argininu v poloze 39 v aminokyselinové sekvenci varianty
polypeptidu, aminokyselina kromé& aragininu Vv poloze 68
varianty polypeptidu a aminokyselina kromé asparaginu v poloze
95 varianty polypeptidu, kdyZ Jjsou polohy aminokyseliny
po¢itany podle polypeptidové sekv. id. c. 1.

Ve vyhodném provedeni polymer obsahuje



polyalkylenglykolovou skupinu, napr. polyethylenglykolovou
skupinu (PEG).

Ve vyhodném provedeni Je polyalkylenglykolovd skupina
kondenzovana s aminoskupinou z polypeptidu neublastinu nebo

lysinem ve varianté polypeptidu neublastinu.

Kondenzace se mazZe uskutecnit prostfednictvim N-
hydroxylsukcinimidového (NHS) aktivniho ester. Aktivni ester
maze byt naprt. PEG sukcinimidylsukcinat (SS-PEG) ,
sukcinimidylbutyrdt (SPB-PEG) nebo sukcinimidylpropionat (SPA-
PEG) .

Polyalkylenglykolovd skupina miZe byt napt. skupina
karboxymethyl-NHS, norleucin-NHS, SC-PEG, tresylatovad skupina,
aldehydova skupina, epoxidova skupina, karbonylimidazolova

skupina nebo PNP karbondtovéa skupina.

V n&kterych provedenich je polyalkylenglykolova skupina
kondenzovana s cysteinem z polypeptidu neublastinu nebo
varianty polypeptidu neublastinu. Kondenzace mazZe byt
provedena napft. prost¥ednictvim maleimidové skupiny,
vinylsulfonové skupiny, haloacetdtové skupiny nebo thiolové

skupiny.

V nékterych provedenich Jje polypeptid neublastin nebo
varianta polypeptidu neublastinu v pEipravku glykosylovana.
Kdy? je polypeptid neublastin nebo varianta polypeptidu
glykosylovana, polymer miZe byt kondenzovadn k sacharidové
skupiné glykosylovaného polypeptidu neublastinu nebo varianty
polypeptidu neublastinu. Napriklad polymer maze byt
kondenzovadn ke glykosylovanému polypeptidu neublastinu nebo
variantd polypeptidu neublastinu po oxidaci hydrazolové
skupiny nebo aminoskupiny glykosylovaného polypeptidu
neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu nebo oxidaci

reaktivni skupiny polymeru.
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V rtznych provedenich polypeptid neublastinu nebo varianta
polypeptidu neublastinu obsahuje dvé, tri nebo <&ty¥i skupiny

PEG.

Ve vyhodném provedeni polypeptid neublastin nebo varianta
polypeptidu neublastinu nebo polymerni konjugat mé& delsi
sérovy polo&as ve srovndni s polocCasem polypeptidu nebo

varianty polypeptidu bez pfitomnosti polymeru.

Ve vyhodném provedeni ma polypeptid neublastin, varianta
polypeptidu neublastinu nebo polymerni konjugat v komplexu
fyziologickou aktivitu vybranou ze skupiny, kterou tvori vazba
GFRa3, aktivace RET, normalizace patologickych zmén neuronu

nebo zlep3eni pfeZivani neuront.

Termin "normalizace patologickych zmé&n neuronu" znamena,
e konjugat podle vyndlezu indukuje zmé&nu v jednom nebo vice z
nasledujicich buné&énych parametri: expresni hladina
strukturdlniho protein, receptoru neurotrofického faktoru,
iontového kanalu nebo neurotransmiteru, nebo indukuje zménu v
bun&&né morfologii, v ka?dém p¥ipad tak, aby doSlo v podstateé
k navraceni t&chto parametrd na hladiny v neuronu stejného
nebo podobného fenotypu, ktery neni dotcen onemocnénim,
degeneraci, napadenim nebo poranénim. Normalizace
patologickych zmén neuron mtize byt monitorovéna
imunohistochemickym zplsobem nebo tim, Ze se hodnoti zmény
v hladin& sekretovaného produktu nebo tim, Ze zhodnoti in vivo
zmény v chovani fyziologicky pfipisovaném funkci postiZenych
neuronti. Napfiklad v pfipadé patologickych zm&n asociovanych
se syndromem neuropatické bolesti miZe byt monitorovana bolest

jako napfiklad hyperalgézie, hypoalgézie nebo alodynie.
Termin "zlepSeni pfezivani neurond" znamena prodlouZeni
pteziti postiZenych neurond ve srovnani s dobou preZiti

pozorovanou u odpovidajicich neuronii postiZenych stejnym typem
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onemocnéni, poskozeni nebo napadeni, ale neléc¢enych konjugatem
neublastinu nebo faznim proteinem podle predkladaného

vynédlezu.

V n&kterych provedenich Jje polymer kondenzovan na
polypeptid v misté neublastinu, které je N koncem polypeptidu.
V jinych provedenich je polymer kondenzovan k polypeptidu
v misté, které neni koncovou aminokyselinou polypeptidu

neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu.

Ve vyhodném provedeni je  polymer kondenzovan  na
aminokyselinu polypeptidu neublastinu nebo varianty
polypeptidu neublastinu, kterasto aminokyselina Jje eponivana

rozpousStédlu.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je polymer kondenzovan na
polypeptid neublastin nebo variantu polypeptidu neublastinu na
zbytku, ktery je vybran ze skupiny, kterou tvofi aminokyselina
aminokonce varianty polypeptidu, aminokyselina v poloze 14 Vv
aminokyselinové sekvenci polypeptidu neublastinu nebo varianty
polypeptidu neublastinu, v poloze 39 v aminokyselinoVé
sekvenci polypeptidu neublastinu nebo varianty polypeptidu
neublastinu, v poloze 68 4 aminokyselinové sekvenci
polypeptidu neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu
a v poloze 95 v aminokyselinové sekvenci polypeptidu

neublastinu nebo varianty polypeptidu.

Ptedkladany vynadlez dale poskytuje farmaceuticky pIipravek
obsahujici fyziologicky ptijatelné vehikulum obsahujici,
p¥ipadné dispergovany, polypeptid neublastin nebo variantu
polypeptidu neublastinu nebo konjugat podle pfedkladaného

vynédlezu.
V dal3im aspektu predkladany vynalez poskytuje stabilni,
ve vodé rozpustny komplex kondenzovaného polypeptidu

neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu obsahujici
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polypeptid neublastin nebo variantu polypeptidu neublastinu
kondenzovanou s polyethylenglykolovou skupinou, kde polypeptid
neublastin nebo varianta polypeptidu neublastinu je
kondenzovédna s polyethylenglykolovou skupinou prot¥ednictvim
labilni vazby. V nékterych provedenich je labilni vazba
gtépitelna biochemickou hydrolyzou, proteolyzou nebo
sulfhydrylovym Stépenim. Ve vyhodném provedeni je labilni

vazba Stépitelnd v in vivo podminkach.

Vynadlez daleposkytuje zplisob pripravy modifikovaného
polypeptidu neublastinu, ktery m& prodlouzenou aktivitu, a to
in vitro nebo in vivo, vzhledem neublastinu divokého typu,
spo&ivajici v tom, Ze se pfipravi polypeptid neublastin nebo
varianta polypeptidu neublastinu a tento polypeptid nebo
modifikovana varianta polypeptidu neublastinu se kondenzuje
s polymerem, ktery se Vv pfirodé nevyskytuje, &imZ se pripravi

kondenzovany polymerovy pfipravek polypeptidu neublastinu.

V dal3im aspektu se p¥edkladany vyndlez tyka lécCeni nebo
prevence nemoci nervového systému u pacienta (jako naptiklad
&lovéka), ktré spolivad v tom, Ze se poddva pacientovi, ktery
takovou lédbu pot¥ebuje, terapeuticky a&inné mnoZzstvi varianty
polypeptidu neublastinu, pripravek obsahujici polypeptid
neublastin nebo variantu polypeptidu neublastinu kondenzovanou
k polymeru nebo komplex, ktery obsahuje stabilni, ve vodé
rozpustny komplex kondenzovaného polypeptidu neublastinu nebo
varianty polypeptidu neublastinu, obsahujici polypeptid
neublastin nebo variantu polypeptidu neublastinu kondenzovanou

na polyethylenglykolovou skupinu.

Vyhodn&, onemocnéni nervového systému je onemocnéni
perifernich nervi, jako je naptiklad periferni neuropatie nebo

syndrom neuropatické bolesti. Lidé jsou vyhodnymi pacienty.

Podavani pripravku podle vynalezu mtZe byt napf. systémové



XX N
esee
.
csesce
[ XXX ]
.

11

nebo lokalni.

Neni-1li uvedeno jinak, vSechny technické a vé&decké terminy
pouzité v tomto textu maji stejny vyznam Jjako je vyznam obecné
chapany odbornikem v oboru, do kterého spadad predkladany
vyndlez. AZkoli zplsoby a latky podobné nebo ekvivalentni tém,
které jsou pfimo popsany v tomto textu, mohou byt pouZity pri
realizaci nebo testovani vynadlezu, piiklady vhodnych zpusobu
a latek Jjsou popsény nize. V8echny publikace, patentové
pfihlasky, patenty a Jjiné odkazy uvedené v tomto textu jsou
v plném znéni zahrnuty formou odkazu. V pripadé konfliktu je
rozhodujici predkladany popis a v ném uvedené definice. Navic
v3echny uvedené materialy, zplisoby a zejména priklady maji
pouze ilustrativni funkci a nijak neomezujl rozsah

predkladaného vynalezu.

Dal&i vlastnosti a vyhody vynélezu budou patrny z

nasledujici podrobného popisu a p¥ipojenych narokl.

Vyndlez poskytuje nové varianty polypeptidu neublastinu,
které mohou byt modifikovany tak, aby se zlep3ily Jjejich
farmakokinetické vlastnosti a biologickd dostupnost. Vyhodné
varianty polypeptidu neublastinu obsahuji substituované
aminokyselinové sekvence, které usnadiiuji kondenzaci
s polymernim ¢&inidlem jako je napfiklad polyalkylenglykolovy

polymer.

Varianty polypeptidu neublastinu

Vynalez poskytuje polypeptidy neublastinu, které majil
variantni aminokyselinové sekvence vzhledem k sekvenci

polypeptidu neublastinu divokého typu. Aminokyselinové
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sekvence humanniho a my$iho polypeptidu neublastinu Jsou
popsany v publikaci WO00/01815. Priklady variant polypeptidu

neublastinu podle vynalezu jsou uvedeny Vv tabulce 1.

Vyhodnég, zmé&néné zbytky ve varianté polypeptidu
neublastinu jsou zvoleny tak, aby se usnadnila kondenzace
polymeru, Jjako je napfiklad polyalkylenglykolovy polymer,
v mist® modifikované aminokyseliny. Vyhodnd mista modifikace
polypeptidu neublastinu jsou v uUsecich polypeptidu
neublastinu, které Jjsou pfistupne rozpoust&dlu. Tato mista
mohou byt vybrana na zakladé vydet¥eni krystalové struktury
p¥ibuzného neurotrofického faktoru, GDNF, JjehoZ krystalova
struktura byla popséna v Nat. Struct. Biol. 4:435-38, 1997.
Vhodné mista mohou byt také vybrana na =zaklade strukturné-
funk&nich informaci ziskanych vyzkumem chimérickych proteinu
persephin/neublastin. Tyto chiméry jsou popsan VvV J. Biol.
Chem. 275:3412-20, 2000. Seznam aminokyselin vystavenych
rozpoustédlu nebo exponovanych na povrch neublastinu

identifikovanych touto metodou je uveden Vv tabulce 2.

Vynalez zahrnuje variantu polypeptidu neublastinu, ktera
obsahuje aminokyselinovou sekvenci alesponi ze 70 % identickou
s aminokyselinami 8-113 ze sekv. id. &. 1, kterd je uvedena V
tabulce 1. V nékterych provedenich je jeden nebo vice
z argininG v poloze 14, poloze 39, poloze 68, nebo asparaginu
v poloze 95, vV aminokyselinové sekvenci polypeptidu nahrazen
jinou aminokyselinou s vyjimkou argininu nebo asparaginu.

Vyhodn& je aminokyselina divokého typu nahrazena lysinem nebo

cysteinem.



13

Tabulka 1

1 AGGPGSRBRAAGRRGCRLRSQINPVRALGLGERSDELVRF
AGTRSSRARTTDARGCRLRSQLVPVSALGLGHSSDELIRF
AGTRSSRBRATDARGCWQLVPVSALGIGHSSDELIRF

ag---srar---argcrlrsglvpv-algligh-sdel-x -

41 RFCSGSCRRARSPHDLSLASLLGAGALRPPPGSRPVSQPC
v RFCSGSCRRARSQHDLSLAS&LGAGALRSPPGSRPISQPC
RFCSGSCRRAMPHDLSLASLLGAGALRSPEGSRPISQPC
rfesgscrrars-hdlslasllgagalr-ppgsrp-sup
81 CRPTRYEAVSFMDVHSTWRTVDRLSATACGCDG
CRPTRYEAVSFMDUNSTWRTVDHLSATACGCLG
CRPTRYEAVSFMDUNSTWRTVDHLSATACGCLG

crptryeavsimdyns twrtvd—l*sataggcl’g

Kanonicka (konsenzni) sekvence:

eeey
(XX N
*
XX X
XX N ]

&lovék
mys
potkan

kanon. sekvence

¢lovék
myS
potkan

kanon. sekvence

.C.
mys (s.id.é.B)
potkan (s.id.¢&.

kanonickd sekvence
(sekv. id. ¢&. 5)

Bla Gly Xaa, Xaa, Xaa; Sexr Arg Ala Arg Xaa, Xaas Xaag Ala Arg Gly Cys

Arg Leu Axg Sex Gln Leu Val Pro Val Xaa; Ala Leu Gly Leu Gly His Xaay Ser

Asp Glu Leu Xaas Arg Phe Arg Phe Cys Ser Gly Sex Cys Axg Arg Ala Xaag

Ser Xaayy His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly Ala Leu Arg

Xaa;; Pro Pro Gly Ser Axg Pro Xaarp Ser Gln Pro Cys Cys Arg Pro Thr Arg

e

Tyr Glu Ala Val Ser FPhe Met Asp Val Lys Ser Thr Trp Arxrg Thr Val Asp

Xaa,; Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
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kde

Xaa; je Gly nebo Thr
Xaa, je Pro nebo Arg
Xaa; je Gly nebo Ser
Xaa, je Ala nebo Thr
Xaas je Ala nebo Thr
Xaag je Gly nebo Asp
Xaa, je Arg nebo Ser
Xaag je Arg nebo Ser
Xaa, je Val nebo Ile
Xaa,, je Pro nebo Gln
Xaa;; je Pro nebo Ser
Xaa;, je Val nebo Ile

Xaa;; je Arg nebo His

Tabulka 2 poskytuje seznam zbytkld a ¢isla poloh huménniho
neublastinu, které jsou podle ocekavani exponovanym na
povrchu. Povrchové exponované zbytky byly uréen tim, Ze byla
skoumana struktura GDNF dimeru laboratorniho potkana tvoreného
fet&zcem A a B (PDB kéd 1AGQ) a bylo urceno, zda byl zbytek na
povrchu struktury. Tato struktura pak byla porovnana
s pritrazenim sekvenci GDNF a neublastinu podle publikace Baloh
et al., Neuron, 121, 1291, 1998 pro determinaci odpovidajicich
zbytkd v neublastinu. Schéma Sislovani je stejné Jjako Je

uvedeno v tabulce 1.



Tabulka 2

1 Alan/a
2Glyn/a
3Gly n/a
4 Pron/a
5Glyn/a
6Sern/a
7 Argnfa

48 Arg+
49 Arg+
50 Ala-
51 Arg+
52 Ser+
53 Pro+
54 His -
55 Asp-
56 Leu+
57 Ser -
58 Leu-
59 Ala+
60 Ser+
61 Leu -
62 Leu+
63Gly +
64 Ala+
65 Gly +
66 Ala+
67 Len -
68 Arg n/a
69 Pron/a
70 Pron/a
71 Prow/a
72Gly +
73 Ser+
74 Arg na
75 Pron/a
76 Vat -
77 Sex -
78 Gln'+
79 Pro -
80 Cys -
81 Cys-
82 Arg -
83 Pro-
84 Thr +
85 Arg +
86 Tyr +
87 Glu+
88 Ala+
89 Val +
90 Ser+
91 Phe -
92 Met +
93 Asp+
94 Val +
95 Asn+
96 Ser +
97 Tiw +
98 Trp +
99 Arg +
100 Thr +
101 Val-
102 Asp +
103 Arg +
104 Leu -
105 Ser-

55

60

65

8 Alan/a
9 Argnfa
10 Alan/a
11 Alan/a
12Gly +
13 Ala-
14 Arg +
15Gly +

106 Ala-

107 The +
108 Ala +
109 Cys -
110 Gly +
111 Cys-
112Leu +
113 Gly

n/a

65

16Cys -
17 Arg +
18 Leu +
19 Acg +
20 Ser +
21Gln+
2Leu+
23Val -

15

70 24Po+

75

25 Val -
26 Arg +
27Ala+
28 Leu -
29 Gly +
30Lex+
31Gly+

32His +

33 Ag +
80 34 Ser-

35Asp+ .

36 Glu+
37Leu +
38 Val-
85 39Ag+

90

40 Phe -
41 Arg +
42Phe +
43Cys-
44 Ser +
45Gly +
46 Ser +
47Cys -
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n/a ukazuje, Ze zbytky nejsou pritomné ve struktufe GDNF.
To je bud z davodu ndvrhu konstruktu, flexibility useku nebo

inzertd v neublastinu ve srovnani s GDNF (zbytky 68-71).

- ukazuje zbytky, které Jsou vnofené a neleZi na povrchu
nebo jsou to cysteinové zbytky zapojené do disulfidické vazby.
Jeliko? je tento protein “cysteinovy uzel”, velka Cast zbytkl

je na povrchu.

+ ukazuje, Ze tyto zbytky Jsou na povrchu ve struktufe
GDNF, a proto se dedukuje, 7e odpovidajici zbytky Vv
neublastinu jsou také exponované na povrchu, atkoli klicka
obsahujici zbytky 66-75 je viditelny v pouze jednom z GDNF
monomerld (pravdépodobné flexibilni). Tento klicka  takeé

obsahuje 4 zbytky jakoZto inzerty v neublastinu ve srovnani s

GDNF.

Terminy "identita" a "homologie" nebo pripadné& “identicky”
a "homologni", jak se v tomto textu pouzivaji, jsou
zamé&nitelné a tykaji se sekvenéni podobnosti dvou

polypeptidovych molekul nebo dvou nukleovych kyselin. KdyZz je
poloha v obou srovnavanych sekvencich obsazena stejnou bazi
nebo aminokyselinovou monomerni podjednotkou (napriklad
jestliZe Jje tatédZ poloha v kazdé ze dvou DNA molekul obsazena
adeninem nebo tatdZ poloha v kaZdém ze dvou polypeptidld je
obsazena lysinem), pak Jsou pfisludné molekuly homologni
v dané poloze. Homologie mezi dvéma sekvencemi vyjadfena
v procentech je funkci poctu odpovidajicich nebo homolognich
poloh sdilenych obéma sekvencemi dé&leného celkovym pocCtem
srovnavanych poloh x 100. Napfiklad jestlize z 10 poloh ve
dvou sekvencich je 6 shodnych nebo homolognich, pak tyto dvé

sekvence jsou z 60 % homologni. Tak napfiklad DNA sekvence
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CTGACT a CAGGTT sdileji 50% homologii (3 z celkem 6 poloh si
odpovidaji). Obecné& srovnavani (pritazeni) sekvenci se provadi
s cilem dosaZeni maximalni homologie. Takové srovnani mazZe byt
provedeno s pouzitim napr¥iklad zpusobu podle Needleman et
al., J. Mol Biol. 48:443-453 (1970), ktery 1lze realizovat
pohodlné& pocitacovymi programy jako napfiklad program Align
(DNASTAR, Inc.). "Podobné" sekvence jsou ty sekvence, které
p¥i srovndni sdileji identické a podobné aminokyselinove
zbytky, kdy podobné zbytky predstavuji konzervativni
substituce  pro "povolené " bodové mutace” odpovidajicich
aminokyselinovych zbytkl ve srovnani s referenéni sekvenci.
V tomto smyslu "konzervativni substituce” zbytku v referencni

sekvence je substituce zbytkem, ktery je fyzicky nebo funkcné

podobny odpovidajici referend¢ni  zbytku, naprt. ktery ma
podobnou velikost, tvar, elektricky néboj, chemické
vlastnosti, vcetné schopnosti vytvaret kovalentni nebo
vodikové  vazby apod. Tedy "konzervativné substituovana
varianta" sekvence je takovad sekvence, ktera se 1isi od

referenéni sekvence nebo sekvence divokého typu tim, Ze je zde
pfitomna jedna nebo vice konzervativnich substituci nebo

povolenych genovych mutaci.

Ve vyhodném provedeni je polypeptid podle vynalezu z 80 %,
85 %, 90 %,95 %,98 % nebo 99 % identicky s Usekem aminokyselin
8-113 ze sekv. id. c. 1. V nékterych provedenich
aminokyselinova sekvence varianty polypeptidu neublastinu
obsahuje prirozené& se vyskytujici aminokyselinové sekvence
polypeptidu neublastinu laboratorniho potkana, ¢&lovéka nebo
my3 v useku aminokyselin 1-94 a 96-113 varianty polypeptidu
neublastinu, napf¥. polypeptid m& aminokyselinovou sekvenci id.

v

&. 2, 3 nebo 4 v té&chto uvedenych polohach.

Varianta polypeptidu neublastinu lidici se sekvencné od
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sekvenci uvedenych jao sekv. id. ¢. 1 az 4 maZe obsahovat
jednu nebo vice konzervativnich substituci aminokyselin.
Alternativné, nebo kromé& toho, se varianta polypeptidu
neublastinu miZfe 1i%it v jedné nebo vice nekonzervativnich
aminokyselinovych substituci, nebo deleci nebo inzerci.
Vyhodné, substituce, inzerce nebo delece nenarusuji

biologickou aktivitu izolované bilkoviny.

Konzervativni substituce typicky zahrnuji substituce jedné
aminokyseliny jinou aminokyselinou s podobnymi vlastnostmi,
napriklad substituce v ramci nasledujicich skupin: wvalin,
alanin a glycin, leucin, valin a izoleucin, asparagova
kyselina a glutamova kyselina, asparagin a glutamé&t, serin,

cystein a threonin, lysin a arginin, a fenylalanin a tyrosin.

K nepolarnim hydrofobnim aminokyselindm pat¥i alanin,
leucin, izoleucin, wvalin, prolin, fenylalanin, tryptofan a
methionin. Polarni neutralni aminokyseliny =zahrnuji glycin,
serin, threonin, cystein, tyrosin, asparagin a glutamin.
Pozitivné nabité (bazické) aminokyseliny zahrnuji arginin,
lysin a histidin. Zaporné& nabité (kyselé) aminokyseliny
zahrnuji asparagovou kyselinu a glutamovou kyselinu.
Kterdkoliv substituce jednoho <&lena vySe uvedené polarni,
bazické nebo kyselé skupiny jinym Clenem ze stejné skupiny je

povazovana za konzervativni substituci.

Dalsi substituce mohou byt odbornikem snadno
identifikovany. Nap¥iklad pro aminokyselinu alanin vhodné
substituce mlZe byt vybradna z kterékoliv z nasledujicich
aminokaselin: D-alanin, glycin, beta-alanin, L-cystein a D-
cysteie. Lysin mOZe byt nahrazen kterykoliv z aminokyselin: D-
lysin, arginin, D-arginin, homo-arginin, methionin, D-
methionin, ornithin nebo D-orinthin. Obecné substituce ve

funkéné duleZitém tuseku, u kterycha mbZe byt ocekavana
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indukce zm&ny ve vlastnostech izolovaného polypeptidu, Jjsou
ty, kde: (i) poléarni zbytek, naprf. serin nebo threonin, je
nahrazen nebo nahradi hydrofobni zbytek, napt. leucin,
izoleucin, fenylalanin nebo alanin, (ii) cysteinovy zbytek je
je nahrazen nebo nahradi kterykoliv jinym zbytek, (iii) zbytek
majici elektropozitivni postranni retézec, napt. lysin,
arginin nebo histidin, je nahrazen nebo nahradi zbytek majici
elektronegativni postranni fetézec, napf. glutamovéa kyselina
nebo asparagovd kyselina, nebo (iv) zbytek majici objemny
postranni Fret&zec, napf. fenylalanin, je nahrazen nebo nahradi
zbytek, ktery nemd takovy postranni teté&zec, nap¥. glycin.
Pravdépodobnost, Ze jedna =z pfredchazejicich nekonzervativnich
substituci mtZe zmé&nit funk&ni vlastnosti proteinu je také ve
vztahu k poloze substituce vzhledem k funkéné dileZitym Usekim
proteinu: né&které nekonzervativni substituce mohou mit tudiZz

maly nebo nulovy vliv na biologické vlastnosti.

Predkladany vynadlez dale poskytuje multimerni polypeptidy,
které obsahuji variantu polypeptidu neublastinu. Multimerni
polypeptidy jsou vyhodné poskytnuty jako purifikované
multimerni polypeptidy. K p¥ikladim multimernich komplexl
patfi nap¥. dimerni komplexy. Multimerni komplexy mohou byt
poskytnuty Jjako heteromerni nebo jako homomerni komplexy.
Tak?e multimerni komplex miZe byt heterodimerni komplex
obsahujici jednu variantu polypeptidu neublastinu a Jjeden
nonvariantni neublastin nebo heterodimerni komplex obsahujici

dvé nebo vice variant polypeptidu neublastinu.

V n&kterych provedenich vynalezu se varianta polypeptidu
neublastinu vaZe na GFRa3. Vyhodné&, vazba varianty polypeptidu
neublastinu stimuluje fosforylaci RET polypeptidu. Pro urceni
toho, zda se polypeptid vaZe na GFRa3, mohou byt provedeny
testy, Jjak byly popsany v publikaci WO00/01815. Napriklad

e eve sy

LK 3

LE]



20

pritomnost neublastinu v supernatantu meédia CHO bunécna linie
miZe byt =zjist&na pouZitim modifikovaného testu ternarnich
komplexd podle Sanicola et al. (Pros. Natl. Acad. Sci. USA,
1997, 94: 6238). V tomto testu se hodnoti schopnost GDNF-
podobnych molekul zprostfedkovat vazbu mezi extracelulédrni
doménou RET a ruznymi ko-receptory, GFRaIl, GFRAx2 a GFRAA3.
Rozpustné formy RET a ko-receptory jsou generovany jakoZto
fuzni proteiny. Fazni protein mezi extracelularni doménou RET
laboratorni potkana a alkalickou fosfatazou z placenty (RET-
AP) a fazni protein mezi extracelularni doménou GFRa-1
laboratorniho potkana (popsany Vv publikaci W097/44356, 27.
listopadu 1997, v tomto textu zahrnuta formou odkazu) a Fc
doménou humanniho IgGI (rGFR(al-IS) jiZ byly popsany (Sanicola
et al., Proc. Nall. Acad. Sci. USA 1997, 94: 6238).

V n&kterych provedenich varianta polypeptidu neublastinu
zlep3uje pfezivani neuront nebo normalizuje patologické zmény
v neuronech nebo oboiji. Testy ke stanoveni toho, zda
polypeptid zlep3i preZiti neuronu nebo normalizuje patologické
zm&ny neuronu, Jjsou popsan napf. v publikaci Ww000/01815.
Vyhodn& neuron je senzoricky neuron, autonomni neuron nebo

dopaminergni neuron.

Syntéza a izolace varianty polypeptidu neublastinu

Varianty polypeptidu neublastinu mohou byt izolovany
metodami, které jsou odbornikim Znamy. P¥irozené se
vyskytujici polypeptid neublastin miZe byt izolovan ze
zdrojovych bunék nebo tkani vhodnym purifikacnim postupem, S
vyuzitim standardnich postupl purifikace proteint.
Alternativn& varianty polypeptidu neublastinu mohou byt
syntetizovany chemicky s vyuZitim standardnich postupd syntézy

peptidd. Syntéza kratkych aminokyselinovych sekvenci je dobre
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v oboru dobte zavedena, viz, napf. Stewart et al., Solid Phase

Peptid Synthesis (2d ed., 1984).

V dal3im provedeni 3je varianta polypeptidu neublastinu
pripravena technikou rekombinantni DNA. Nap¥iklad molekula
nukleové kyseliny kédujici variantu polypeptidu neublastinu
miZe byt vloZena do vektor, napf. do expresniho vektoru, a
nukleovd kyselina Jje takto vnesena do bufiky. Vhodné bunky
zahrnuji napf¥. sav&i bufiky (jako napfiklad humanni bunky nebo
butiky vaje&nikl &inského k¥eclka), houbové bunky, kvasinkové
butiky, hmyzi bufiky a bakteridlni buiky. KdyZ je exprimovéna v
rekombinantni bufice, buiitka je vyhodné& péstovana v podminkach
vhodnych  pro expresi varianty polypeptidu neublastinu.
Varianta polypeptidu neublastinu mizZe pak byt
ziskana/izolovana z bun&&né suspenze je-1li to t¥eba. "Ziskana"
nebo “izolovana” v tomto pPipad& znamenanad, Ze varianta
polypeptidu Jje izolovdna od téch soudasti bunék nebo
kultivadni médium, které byly v prepardtu pfitomny pted
izola&énim postupem. Izoladni postup miZe zahrnovat jeden nebo
vice krokd purifikace nebo znovusestaveni molekuly proteinu

(*refolding”).

Varianty polypeptidu neublastinu mohou byt konstruovany
s vyuZitim kterykoliv metod znémych v oboru. Jednim takovym
zpisobem Jje mistné cilena mutageneze, kdy se specificky
nukleotid (nebo, jestliiZe je to potkeba, maly pocet
specifickych nukleotidd) zaméni, aby doslo ke zméné jedné
aminokyseliny (nebo, Je-li to tZeba, malého poctu predem
ur&enych aminokyselinovych zbytka) v kédovaném polypeptidu
neublastinu. Mistn& cilend mutageneze je 3iroce uzivana metoda
a pro odbornika Jje rutinnim postupem. Je také k dispozici
mnoho  komer&n&  dostupnych  souprav —pro mistné cilenou

mutagenezi. Jedna takova souprava Jje souprava "Transformer
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Site Directed Mutagenesis" od firmy Clontech Laboratory (Palo

Alto, Calif.).

P¥i realizaci predklddaného vynalezu se uzivaji, pokud
neni specificky uvedeno Jjinak, obvyklé metody buné&cné
biologie, tkanovych kultur, molekuldrni biologie,
mikrobiologie, rekombinantni DNA, proteinovée chemie a
imunologie, ktery jsou odbornikidm znamy. Takové metody Jsou
dostatedn& popsény Vv odborné literatufte, viz napf¥iklad
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition.
(Sambrook, Fritsch and Maniatis, eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989; DNA Cloning, Volumes I and II, (D.N.
Glover, ed), 1985; Oligonucleotide Synthesis, (M.J. Gait,
ed.), 1984; U.S. Patent No. 4,683,195 (Mullis et al.,);
Nucleic Acid Hybridization (B.D. Haines and S.J. Higgins,
eds.), 1984; Transcription and Translation (B.D. Hames and
S.J. Higgins, eds.), 1984; Culture of Animal Cells W.
Freshney, ed). Alan R. Liss, in.,1987; Immobilized Cells and
Enzymes, IRL Press, 1986; A Practical Guide to Molecular
Cloning (13.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;
Immunochernical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer
and Walker, eds.), Academic Press, London, 1987; Handbook of
Experiment Immunology,Volumes I-IV (D.M. Weir and C.C.
Blackwell, eds.), 1986; Manipulating the Mouse Embryo, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1986.

Fazni proteiny s variantou neublastinu

Je-1i to zadouci, varianty polypeptidu neublastinu mohou

byt poskytnuty ve formé fuzniho proteinu. Fuazni polypeptidy
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derivované z proteint podle vynadlezu také zahrnuji razné
strukturdlni formy primarniho proteinu, ktery si zachovavé
svou biologickou aktivitu. Termin "fuze", jak se v tomto textu
pouZ?iva, se tykad ko-linedrni, kovalentni vazby dvou nebo vice
proteint nebo jejich fragmentl prostf¥ednictvim jejich
individudlnich peptidovych “koster”, nejvyhodnéji pomoci
genové exprese poiynukleotidové molekuly kédujici prislusne
proteiny ve shodném ¢&tecim ramci ("in frame”). Je vyhodné,
kdy? proteiny nebo jejich fragmenty Jjsou z ruznych zdrojul.
Tak vyhodné fazni proteiny zahrnuji variantu proteinu
neublastinu nebo Jjeho fragment kovalentné spojeny s druhou
skupinou, kterad neni variantou neublastinu. Vyhodné druhé
skupina pochéazi z polypeptidu, ktery existuje Jjako monomer a
ktery je dostateény k tomu, aby polypeptidu neublastinu

propaj&il zvySenou rozpustnost a/nebo biologickou dostupnost.

Napriklad faze "varianta neublastinu/humanni sérovy
albumin" je protein obsahujici variantu polypeptidu
neublastinu podle vynadlezu nebo jeho fragment, jehoZz N-konec
C-konec je spojen ve shodném Cctecim rdmci polypeptidem
humanniho sérového albuminu (Viz Syeda et al, Blood, 1997, 89:
3243 a Yeh et al., P.N.A.S. USA 1992, 89:1904) a US Patenty C.
5,876,969 a 5,302,697. Termin "fuzni protein" navic obsahuje
variantu neublastinu chemicky spojenou prostfednictvim mono-
nebo hetero- funk&ni molekuly s druhou skupinou, kterd neni
variantou proteinu neublastinu, a Jje vytvoren de novo

z purifikovaného proteinu, jak je popsano dale.

Fize neublastin-serovy albumin mohou byt konstruovany s
vyuzZzitim metod odbornikim znamym. Kterékoliv z mnoha
zesitovacich &inidel (“cross-linkers”) obsahujich odpovidajici
amin-reaktivni a thiol-reaktivni skupiny, mmbZe byt pouZito

k navazani neublastinu na sérovy albumin. Pfiklady vhodnych
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zesitovacich ¢inidel (linkert) zahrnuji amin-reaktivni
&inidla, ktera vnaseji thiol-reaktivni maleimidovou skupinu.
Pat¥i sem nap¥. SMCC, AMAS, BMPS, MBS, EMCS, SMPB, SMPH, KMUS
nebo GMBS. Jiné vhodné linkery vna3ejici thiol-reaktivni
haloacetatovou skupinu. K t&m pat?¥i nap¥. SBAP, SIA, SIAB,
Cinidla, kterad poskytuji chréan&nou nebo nechranénou thiolovou
skupinu pro reakce se sulfhydrylovou skupinou k vytvofeni
redukovatelné vazby, jsou nap¥. SPDP, SMPT, SATA nebo SATP,
pfi¢emZ vSechna ¢inidla jsou komercné dostupnad (napf. od firmy
Pierce Chemicals). Odbornik si maze snadno navrhnou
alternativni strategie pro spojeni N-konce neublastine se

sérovym albuminem.

Lze si také snadno predstavit, Ze odbornik mizZe ptipravit
konjugaty se sérovym albuminem, které nejsou zacileny na N-
konec NBN nebo na thiolové skupiny sérového albuminu. Je-1li to
tfeba, fuze NBN-sérovy albumin miZe byt pfipravena s vyuzitim
techniky genového inZenyrstvi, kde NBN je fizovdn s genem pro

sérovy albumin nba svém N-konci, C-konci nebo na obou koncich.

Lze pfedpokladat, #e podobnou strategii mizZe byt pripraven
jakykoliv NBN konjugdt, ktery se vyznacuje prodlouZenym

biologickym polo&asem u zvifat (v&etné& 1idi).

Daldi derivaty varianty neublastinu zahrnuji kovalentni
nebo agregované konjugity varianty neublastinu nebo jejiho
fragmentu s Jjinymi proteiny nebo polypeptidy, jako naptriklad
syntézou v rekombinantni kultufe jakozto dodatecné N-konce
nebo C-konce. Napfiklad kondenzovany peptid miZe byt signdlni
(nebo  vedouci) polypeptid sekvence Vv N-koncovém uUseku
proteinu, ktery ko-translacn& nebo post-tranla¢né fidi pfenos
proteinu z mista jeho syntézy na misto jeho uvnit? nebo vné
bunééné membrany nebo stény (napt vedouci sekvence

alfa-faktoru u kvasinek). Receptorové proteiny neublastinu
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mohou obsahovat peptidy pfidané pro usnadné&ni purifikace nebo
identifikaci z neublastin (nap¥. fuze histidin/neublastin).
Aminokyselino&é sekvence neublastinu mbZe byt také spojena s
peptidem Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK) (Hopp et
al., Biotechnology 6:1204,1988.) Uvedend sekvence Je velmi
antigenni a poskytuje epitop reverzibilné se vazajici na
specifickou monoklondlni protilatku, umoZiujici rychly test a

snadnou purifikaci exprimovaného rekombinantniho proteinu.

Tato sekvence Jje navic specificky Stépena bovinni
slizniéni enterokindzou ve zbytku bezprostfedné nasledujicim

po paru Asp-Lys.

Varianta polypeptidu neublastinu kondenzovana na polymer

Je-1i to pot¥eba, jedna polymerni molekula mize byt
pouzita pro kondenzaci s polypeptidem neublastinu, ale
pfichézivdo ivahy i kondenzace s vice neZ molekulou polymeru.
Kondenzované neublastinové piripravky podle vynalezu najdou
pouziti jak v in vitro tak v in vivo aplikacich. Dale je
z¥ejmé, Ze kondenzovany polymer miZe vyuzit jakékoliv jiné
skupiny nebo jinou kondenzovanou molekulu, Vv zavislosti na
G&elu aplikace. Tak napfiklad p¥i né&kterych aplikacich muaze
byt uZ¥ite&né kovalentné& navazat k polymeru funké&ni skupiny
poskytujici rezistenci proti degradaci UV za&Ffenim, nebo
antioxida&ni vlastnosti nebo jedt& jiné vlastnosti nebo
charakteristiky polymeru. Jako dal$i piEiklad mize byt vyhodné
v nékterych aplikacich funkcionalizovat polymer tak, aby
ziskal reaktivni nebo =zesitovatelny charakter, aby se tak
zesilili rtzné vlastnosti vysledné kondenzované slouceniny
(konjugatu). TudiZ polymer miZe obsahovat jakékoliv funk&ni
skupiny, opakujici se skupiny, vazebné skupiny nebo Jjiné

konstitutivni struktury, které nezabranuji biologické
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i&¢innosti kondenzovaného neublastinového muteinu pro zamySlené
pouziti.

V ptikladech a reakénich schématech Jjsou pro ilustraci
uvededeny né&které polymery, ktery mohou byt pouzZity pro
dosaZeni pozZadovanych vlastnosti. P¥i aplikacich s kovalentné
navazanym peptidem miZe byt polymer funkcionalizovén a pak
kondenzovan k volné aminoskupiné (aminoskupindm) peptidu

(peptidd) za vzniku labilni vazby.

V nékterych provedenich vyndlezu je polypeptid neublastin
navdzan k polymeru prostfednictvim koncové reaktivni skupiny
na polypeptidu. Jinak, nebo je3té& navic, polypeptid neublastin
miZe byt navdzdn pfes aminoskupinu postranniho Ffetézce
interniho lysinového zbytku, nap#. lysinového zbytku vneseného
do aminokyselinové sekvence pfirozené se vyskytujiciho
polypeptidu neublastinu. TakZe kondenzace také maZe byt
rozvétvend z jiné neZ koncové reaktivni skupiny. Polymer s
reaktivni skupinou (skupinami) se nazyvd Vv tomto textu
"aktivovany polymer". Reaktivni skupina selektivné reaguje

s volnou aminoskupinou nebo jinym reaktivni skupinou proteinu.

Navdzani se mtZe vyskytovat v aktivovaném polymeru na
jakékoliv dostupné aminoskupiné neublastinu jako Jje napfiklad
alfa-aminoskupina nebo epsilon-aminoskupina lysinového zbytku
nebo zbytkl zavedenych do aminokyselinové sekvence polypeptidu
neublastinu nebo jeji varianty. Volné karboxylové skupiny,
vhodn& aktivované karbonylové skupiny, hydroxylové skupiny,
guanidylové skupiny, imidazolové skupiny, oxidované cukerné
skupiny a merkapto skupiny neublastinu (jestliZe  Jsou

pfistupné) mohou také slouZit jako mista pripojeni.

Obecné& se uZije ptfibliZné& 1,0 az 10 mol aktivovaného
polymeru na 1 mol proteinu, v =zavislosti na koncentraci

proteinu. Kone&né mnoZstvi Jje rovnovdhou mezi maximalizaci
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rozsahu reakce a sou&asnd minimalizace nespecifické modifikace

produktu a, soucasne, definovanim takového chemického postupu,

ktery bude udrzZovat optimalni aktivitu, pri soucasné

optimalizaci, jestliZe Je moZna, polo&asu proteinu. Vyhodné,

alespoii pfibliZné 50 % biologické aktivity proteinu je
°

zachovano, a nejvyhodn&ji je zachovano téméf 100 3 biologické

aktivity proteinu.

Reakce se mife provadét kterymkoliv vhodnym zplusobem
znadmym pro reakce biologicky G&innych latek s inertnimi
polymery, vyhodné& p¥i pH ptibliZné& 5 aZz 8, napf. PpH 5, 6, 1
nebo 8, jestliZe reaktivni skupiny jsou na alfa-aminoskupinéach
N-konce. Obecné& postup zahrnuje pE¥ipravu aktivovaného polymeru
a potom reakci proteinu s aktivovanym polymerem =za vzniku
rozpustného proteinu vhodného k formulaci. Vy3e zminéne
modifikaéni reakce mohou byt provedeny nékolika raznymi

zpusoby, které mohou zahrnovat jeden nebo vice kroku.

Polymer miZe byt kondenzovan na variantu polypeptidu
neublastinu s pouZitim metod, které jsou odbornikiim znamy.
Napfiklad v Jjednom provedeni, polyalkylenglykolovd skupina Je
kondenzovana na lysinovou skupinu polypeptidu neublastinu nebo
varianty polypeptidu neublastinu. Navazani na lysin miZe byt
provedeno s aktivnim esterem N-hydroxylsukcinimidu (NHS),
napriklad PEG-sukcinimidylsukcinatem (SS-PEG) a
sukcinimidylpropionatem (SPA-PEG). Vhodny polyalkylenglykolové
skupiny zahrnuji nap¥. skupinu karboxymethyl-NHS, norleucin-
NHS, SC-PEG, tresyldtovou skupinu, aldehydovou skupinu,
epoxidovou  skupinu, karbonylimidazolovou skupinu a  PNP-

karbonatovou skupinu.

Sukcinimidylovd skupina miZe byt nahrazena dalsimi
amin-reaktivnimi PEG linkery. Pat¥i k nim napt.

isothiokyanéaty, nitrofenylkarbonéaty, epoxidy a karbonaty
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benzotriazolu. Podminky jsou vyhodné& voleny tak, aby se
maximalizovala selektivita a rozsah reakce. Lineadrni a
rozvétveny formy PEG mohou byt pouZity, a také ostatni
alkylové formy. Délka PEG miZe byt ruzna. Nejbé&Znéjsi formy
maji velikost 2 K aZz 100 K. Popsané ptiklady ukazuji, ze
cilena pegylace N-konce neovliviuje farmakokinetické
vliastnosti, a skuteénost, ze si latka uchovava své
fyziologické funkce ukazuje, Ze modifikace mista nebo mist
popsanych v pfedklddané prihlasce namaji $kodlivy vliv. Tudiz
pfi vytva¥eni mutantnich forem NEN, které by mohly poskytovat
dalsi mista pro pfipojeni, tim, Ze se vkladaji lysinové
zbytky, je povaZovana za pfijatelnou pravdépodobnost, Ze tyto

formy by byly pegylované jak na lysinu tak i na N-konci.

Je-1i to tFeba, varianta polypeptidu neublastinu mazZe
obsahovat “pf¥ivé&sek” (“tag”), napfr. znacku, kterd se muZe
nidsledné& uvolnit proteolyzou. TakZe lysinové skupiny mohou byt
selektivn& modifikovany prvni reakci variany s his-znackou
(“his-tag”) s linkerem s nizkou molekulovou hmotnosti, jako je
naptiklad Trautovo ¢inidlo (Pierce), které reaguej Jjak s
lysinem tak S N-koncem, a pak uvolnénim his-znacky.
Polypeptid bude pak obsahovat volnou SH skupina, kterd mlZe
byt selektivn® modifikovand s hlavni thiol-reaktivni skupinou
obsahujici  PEG, jako je napfiklad maleimidova skupina,
vinylsulfonova skupina, haloacetdtové skupina nebo volnd nebo

chranénad skupina SH.

Trautovo &inidlo mZe byt nahrazeno Jjakymkoliv linkerem,
ktery ptripravi specifické misto pro p¥ipojeni PEG. Tak
naptiklad Trautovo &inidlo m&Ze byt nahrazeno SPDP, SMPT,
SATA nebo SATP (v3echny dostupné od firmy Pierce). Podobné se
miZe reagovat protein s amin-reaktivnim linkerem, ktery vnéasi

maleimidovou skupinu (napfiklad SMCC, AMAS, BMPS, MBS, EMCS,
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SMPB, SMPH, KMUS nebo GMBS), haloacetdtovou skupinu (SBAP,
SIA, SIABA) nebo vinylsulfonovou skupinu, a vysledny produkt
reagovat s PEG, ktery obsahuje volnou skupinu SH. Jjjedinou
limitaci velikosti linkeru, ktery je pouZit, Jje to, aby

neblokoval nasledné odstran&ni N-koncové znacky.

Tak v jiném provedeni Jje polyalkylenglykolova skupina
kondenzovana k cysteinové skupin& polypeptidu neublastinu
nebo varianty polypeptidu neublastinu. Kondenzace maze byt
provedena s vyuZitim napf. maleimidové skupiny, vinylsulfonové

skupiny, haloacetatové skupiny a thiolové skupiny.

Jedno nebo vice mist ve varianté& polypeptidu neublastinu
miZe byt kondenzovadno k polymeru. Napfiklad jedna, dvé, trti,
&ty¥i nebo pé&t PEG skupin mbZe byt p¥ipojeno k polymeru.
V n&kterych provedenich je PEG skupina pfipojena na aminokonec
a/nebo aminokyseliny 14, 39, 68 a 95 polypeptidu neublastinu,
pti &islovani poloh podle tabulky 1.

Ve vyhodném provedeni mé& varianta polypeptidu neublastinu
v ptipravku delsi sérovy polocas vzhledem k poloasu varianty
polypeptidu bez pritomnosti polymeru. Alternativné nebo navic
varianta polypeptidu neublastinu v pEipravku se vaZe na GFRa3,
aktivuje RET, normalizuje patologické zmény neuronli nebo
zlep3uje preZiti neurond nebo projevuje kombinaci té&chto

fyziologickych funkci.

Ve vyhodném provedeni je pfipravek poskytnut  Jjako
stabilni, ve vod& rozpustny komplex kondenzovaného polypeptidu
neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu obsahujici
polypeptid neublastin nebo varianta polypeptidu neublastinu
kondenzovanou k polyethylenglykolové skupiné. Je-1li to treba,
polypeptid neublastinu nebo varianta polypeptidu neublastinu
miZe byt kondenzovadna k polyethylenglykolové skupiné labilni

vazbou. Labilni vazba miZe byt 3té&pena napf. biochemickou

.e ee sases ®e eoce
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hydrolyzou, proteolyzou nebo sulfhydrylovym Stépenim.
Naptiklad vazba mize byt 3tépena v in vivo (fyziologickych)

podminkach.

Farmaceutické ptripravky obsahujici variantu neublastinu

kondenzovanou s polymerem

ptedkladany vyndlez poskytuje dale farmaceuticky ptripravek
obsahujici variantu neublastinu kondenzovanou s polymerem.
"Farmaceuticky pfipravek" je podle predkléddaného popisu
definovan jako pfipravek obsahujici protein neublastinu podle
vynadlezu nebo jeho kondenzovanou formu (konjugat),
dispergovanou ve fyziologicky pi¥ijatelném vehikulu, volitelné
obsahujici jednu nebo vice dalsich fyziologicky kompatibilnich
slorek. Farmaceuticky pfipravek tak miZe obsahovat excipienty
jako je nap¥iklad voda, jeden nebo vice mineral®, sacharidq,
detergenti, a jeden nebo vice nosicl, Jjako Je naptriklad

inertni protein (nap¥. heparin nebo albumin).

Konjugaty polymer-neublastin podle vynalezu mohou byt
podavany samotné (per se), a také ve form& farmaceuticky
pfijatelnych esterl, soli a Jjinych fyziologicky funk&ni
derivatt. V takovych farmaceutickych a lékovych formulacich je
pou?it konjugadt varianty neublastinu vyhodné& spole&né s jednim
nebo vice farmaceuticky p¥ijatelnymi nosi¢i a wvolitelnée

s jakoukoliv dal3i terapeutickou slozkou.

Nosi& (nosi&e) musi byt farmaceuticky pZijatelny nosic
v tom smyslu, %e musi byt kompatibilni s ostatnimi sloZkami
formulace a nesmi mit Skodlivé u&inky pro pfijemce. Varianta
neublastinu je poskytnuta v mnoZstvi, které Je uc¢inné pro
dosaZeni poZadovaného farmakologického u&inku nebo l1ékarsky
prospé&sného G&inku, jak bude dale popsano v tomto textu, a v

mnofstvi vhodném pro dosaZeni poZadované biologicky dostupné
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davky nebo koncentrace in vivo.

Formulace podle vyndlezu =zahrnuji formulace vhodné pro
parenterdlni, a také jiné neZ parenterdlni podéavani, a
specifické zplsoby podavani =zahrnuji peroralni, rektalni,
bukalni, topické, nazalni, o¢ni, subkuténni, intramuskuldrni,
intravendézni, transdermd&lni, intratekalni, intraartikularni,
intraarteridlni, subarachnoidalni, bronchidlni, lymfatické,
vagindlni a intrad&loZni podavani. Vyhodné jsou formulace
vhodny pro aerosolové a parenterdlni podavani, jak lokalni tak

i systémové.

Kdyz Jje pouZita varianta neublastinu ve formulaci
obsahujici kapalny roztok, formulace miZe byt vyhodné podavéana
peroraln&, bronchidlné& nebo parenteralneé. Kdyz Je neublastin
pou?it v kapalné suspenzni formulaci nebo je formulovan jako
prasek v biologicky kompatibilnim nosii, formulace muZe byt
vyhodné& podavana peroralné, rektélné nebo bronchidlné. Jinak
mi%e byt podavédna nazdln& nebo bronchidlné, prostfednictvim
nebulizace pra3ku v nosidovém plynu za vzniku plynné disperze
prasku, - kterd Jje vdechovdna pacientem z dychaciho okruhu

obsahujiciho vhodné nebulizaéni zafizeni.

Formulace obsahujici proteiny podle predkladaného vynalezu
miZe vyhodn& byt prezentovdna v jednotkové lékové formé a lze
ji pripravit jakoukoliv metodou dobfe znamou v oboru farmacie.
Takové metody obecné& zahrnuji krok smichani ucinné slozky nebo
slo¥ek s nosidem, ktery predstavuje jednu nebo vice druhotnych

slozek.

Typicky se formulace ptripravuje uniformnim a dokonalym
smichanim G&inné sloZky s tekutym nosiem nebo jemné mletym
tuhym nosi&em nebo s obeéma, a pak, JestlizZe je to nutné,

formulace produktu do poZadované lékové formy.

Formulace podle pfedkladaného vyndlezu vhodné  pro
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perordlni podavani mohou byt prezentovany Jjako Jjednotkové
lékové formy, nap¥iklad tobolky, oplatky s praSkem, tablety
nebo pastilky, kdy kaZdd =z nich obsahuje pfedem urcené
mnoZzstvi U&inné sloZky ve formé& prad3ku nebo granulatu nebo
suspenze ve vodné nebo nevodné kapaliné, Jjako Jje napfiklad

sirup, elixir, emulze nebo nalev.

Formulace vhodné k parenterdlnimu podadvéni vhodné& zahrnuji
sterilni vodny p¥ipravek u¢inného konjugdtu, ktery Jje vyhodné
izotonicky s krvi pfijemce (napt. fyziologicky roztok). Takova
formulace miZe zahrnovat suspendujici <&inidla a =zahuStovadla
nebo jiné mikrolasticové systémy, které Jjsou konstruovany
s cilem smé&rovat slouleninu na slozky krve nebo nebo do
jednoho ¢&i véce organlt. Formulace mohou byt prezentovany

v jednodavkové lékové formé& nebo vicedavkové lékové formé.

Nazalni sprej obsahuje purifikovany vodny roztok ucinného
konjugdtu s konzervadnimi a izotonickymi cinidly. Takové
formulace maji vyhodné upraveno pH a izotonicky stav tak, aby

byly kompatibilni s nazd&lni sliznici.

Formulace pro rektdlni podavani mohou byt prezentovany jako
Cipek s vhodnym nosicem, jako Jje napfiklad kakaové méaslo,

hydrogenaci ztuZené tuky nebo mastnéd karboxylové kyseliny.

0&ni formulace, jako Jsou nap¥iklad o&éni kapky, Jjsou
pripravovidny podobnym zpusob Jjako formulace pro nazalni sprej,
krom& toho, Ze pH a izotonické faktory jsou vyhodné& upraveny

pro oko.

Topické formulace obsahuji konjugaty podle vynalezu
rozpudté&né nebo suspendované v jednom nebo vice médiich, jako
je naptriklad minerdlni olej, petrolej, polyhydroxyalkoholy

nebo jind bédze vhodna pro topické farmaceutické formulace.

Krom& vy$e uvedenych sloZek formulace podle predkladaného
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vyndlezu mohou obsahovat Jjednu nebo vice dalsich slozZek
vybranych ze skupiny obsahujici redidla, pufry, aromatizacni
&inidla, rozvolifiovadla, povrchové aktivni latky, zahustovadla,
lubrikanty, konzervadni c¢inidla (obsahujici antioxidanty)
apod. Vse vy3e uvedené pualti taktéz pro fizni proteiny

neublastinu podle vynalezu (napf¥. fuze neublastin-HSA).

TudiZ predkladany poskytuje vhodny fdzni protein pro in
vitro stabilizaci konjugatu varianty neublastinu v roztoku,
jako?to jedno vyhodné ilustrativni provedeni vynalezu. Fazni
protein mi¥e byt pouZit nap¥iklad ke zvySeni rezistence k
enzymatickému rozkladu varianty polypeptidu neublastinu, a
poskytuje tak prostfedek ke zlepSeni skladovatelnosti,
stability p¥i skladovani p#i teploté mistnosti apod. Rozumi
se, Ze totéz plati taképro fuzni proteiny neublastin-sérovy
albumin (v&etn& fuznich proteind humdnni neublastin-humanni

sérovy albumin) podle vynalezu.

Léceni

Varianty polypeptidu neublastinu, a také Jeji fazni
proteiny nebo konjugaty, mohou byt uZity pfi 1éCeni nebo
zmirnéni nemoci #ijiciho zvifeciho organismu, vyhodné savce,
vyhodn&ji primata v&etné& <¢lovéka, Jjehoz onemocnéni nebo

patologicky stav reguje na aktivitu neurotrofického ¢inidla.

Pripravky podle vyndlezu muzZe byt pouzZity primo
prostfednictvim napft. injekce, implantatu nebo pozitim
farmaceutického ptripravku, pro 1légeni patologického stavu
vnimavého k polypeptidu neublastiny. P¥ipravky podle vynalezu
mohou byt pouZity pro zmirné&ni patologického stavu nebo nemoci
?ijiciho zvifeciho organismu, vcCetné &lovéka, jehoZ onemocnéni
nebo patologicky stav reguje na aktivitu neurotrofického

&inidla. Patologicky stav nebo onemocnéni muZe konkrétné byt
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podkozeni nervového systému zplsobené traumatem, chirurgicky
vykonem, ischemii, infekci, metabolickou poruchou, nedostatkem
7ivin, malignitou nebo toxickymi ¢&inidly a genetickou nebo
idiopatickou pficinou.

Poskozeni se miZe konkrétn& vyskytnout na senzorickych
neuronech nebo gangliovych bufikdch sitnice, v&etné& neuronu
v zadnim ko¥enu ganglia michy nebo ve kterékoliv
z nasledujicich tké&ni: kolinkova, skalni a nodosni ganglia,
vestibuloakuaticky komplex osmého lebecniho nerv,
ventrolaterdlni svazek maxilomandibulédrniho laloku

trojklanného ganglia a mesencefalického jadro trigeminu.

7

Ve vyhodném provedeni zpUsobu podle vyndlezu je onemocnéni
nebo chorobny stav neurodegenerativni onemocnéni zahrnujici
léze a traumata neuront, jako jsou  traumatické léze
perifernich nervd, medully a/nebo michy, ischemicky poskozeni
cerebrdlnich neurond, neuropatie a obzvlasté periferni
neuropatie, trauma nebo poskozeni perifernich nervu,
ischemickd mrtvice, akutni poskozeni mozku, akutni poskozeni
michy, nadory nervového systému, sclerosis multiplex, néasledky
ptisobeni neurotoxinti, metabolickych poruch jako napfiklad
diabetu nebo rendlni  dysfunkce, a poskozeni zpusobené
infek&nimi agens, neurodegenerativni onemocnéni vcetné

Alzheimerovy nemoci, Huntingtonovy nemoci, Parkinsonovy

nemoci, Parkinson-Plus syndromu, progresivni supranuklearni

ochrnuti (Syndrom Steele~Richardson-Olszewski),
olivopontocerebellarni atrofie (OPCA), Shy-Drager  Syndrom
(mnohocCetné systémova atrofie), Guamanianuv komplex

parkinsonické demence, amyotrofickd laterdlni sklerdza nebo
jakékoliv jiné vrozené nebo neurodegenerativni onemocnéni a

podkozeni paméti souvisejici s demenci.

Ve vyhodném provedeni mohou byt lé&eny neurony smyslového
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a/nebo autonomniho systému. Konkrétné napfriklad mohou byt
lé&eny nociceptivni a mechanoreceptivni neurony, konkrétnéji
neurony delta-vladkna a C- vlakny. Kromé& toho mohou byt léceny,

sympatické a parasympatické neurony autonomniho systému.

Dalsi vyhodné provedeni vynalezu se tvka léceni
motorickych  neuronli pfi onemocnéni jako je napfiklad
amyotrofickd lateradlni sklerdéza ("ALS") a spindlni svalova
atrofie. V jedté& dald3im vyhodném provedeni mohou byt pouZity
molekuly neublastinu podle predklddaného vyndlezu ke zlepSeni
zotaveni nervlh po traumatickém. Jinak nebo navic k vyS3e
uvedenému, nervovy vodivy kanadl s matrici obsahujici variantu
polypeptid neublastiny nebo fuzované nebo konjugované varianty
polypeptidu neublastinu mohou byt pouZity ve zpusobech,
popsanych v pfedkladané p¥ihlasce. Takové nervové vedivé
kanadly byly popsany nap¥. v US Patentu ¢&. 5,834,029, ktery je

ude zahrnut formou odkazu.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu jsou pripravky popsané v
tomto textu (a farmaceutické p#¥ipravky, které Jje obsahuji)
jsou pouZity p¥i 1lé&eni perifernich neuropatii. Mezi periferni
neuropatie, které ptripadaji pro léceni molekulami podle tohoto
vynadlezu, patfi neuropatie indukované traumatem, neuropatie
zptisobené fyzikdlnim podkozenim nebo patologickym stavem,
fyzickym podkozenim mozku, fyzickym poSkozenim michy, mrtvice
asociovand s po3kozenim mozku a neurologické patologické stavy
asociované s neurodegeneraci. Také jsou zde zahrnuty
neuropatie nédsledujici po infekci, pusobeni toxinu
neboplisobeni 1léku. Dale jsou zde zahrnuty ty neuropatie, které

jsou druhotné p¥i systémovém nebo metabolickém onemocnéni.
P¥ipravky popsané v predkladané pt¥ihlaSce mohou také byt
pouzity k lé&eni neuropatii indukovanych chemoterapii (Jjako

napfiklad zpusobenych aplikaci chemoterapeutického pZipravku,
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nap¥. taxolu nebo cisplatiny), neuropatie indukované toxiny,
neuropatie indukované l1écivy, neuropatie indukované
nedostatkem vitamint, idiopatické neuropatie a diabetické
neuropatie. Viz nap¥. US Patenty 5,496,804 a 5,916,555,

z nichZ kazdy je v tomto textu zahrnut formou odkazu.

Dals$i nemoci a patologické stavy, které mohou byt léceny s
pouZitim pripravkd popsanych v predkladané pfihlasSce jsou mono
neuropatie, mono-multiplex neuropatie a poly-neuropatie vcetné
axonalni a demyelinizadni neuropatie, s pouZitim p¥ipravkl

podle vynélezu.

V dal8ich vyhodnych provedeni se pripravky podle vyndlezu
(a farmaceutické pfripravky, které je obsahuji) pouZivaji pri
1é¢eni rlznych nemoci oka, vletné ztraty fotoreceptorld na
sitnici u pacientt postiZenych makuldrni degeneraci,

retinitida pigmentosa, glaukomem a podobnymi nemocemi.

Vyndlez je JjeSté dale podrobnéji zndzornén a vysvétlen
pomoci néasledujicich ilustrativnich p#ikladl, které nijak

neomezuji rozsah vyndlezu.

Pr¥iklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Biologickéd dostupnost neublastinu pegylovaného na N-konci

Bylo pozorovano, Ze humdnni rekombinantni neublastin
ziskany produkci z CHO bunék byl rychle odstranovan z obéhu,
jestliZe byl podadvan intravenézn& laboratornimu potkanu. Zadny

protein nebyl detekovan v séru po subkutédnnim podani. Pro
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zvySeni biologické dostupnosti neublastinu byly konstruovany

pegylované formy.

ProtoZe se v sekvenci NBN nevyskytoval Zadny lysin, amin-
specificky pegylac¢ni chemicky postup vedl k pegylaci NBN
polypeptidu na jeho aminokonci. TakZe na kaZdy neublastinovy
dimer mé&ly byt pFipojeny dvé PEG skupiny. V souladu s tim PEG
formy byly nejdfive pf¥imo cileny na N-konec prostfednictvim
amino-specifického chemického postupu. Prekvapivé, pegylace
dokonce se dvéma navizanymi 20K PEG méla maly ucinek na
prodlouZeni bioologického polocasu, coZ ukazuje na to, Ze
mechanismus, na kterém je zaloZnd drdha clearance, prevladal

nad zvySenim polocdasu, které mélo byt dosaZeno pegylaci.

Priklad 2

Konstrukce pegylovaného muteinu neublastinu N95K

Biologicka dostupnost pegylované formy NBN mutované \4
internim aminokyselinovém zbytku byla nasldné& zkoumédna. Série
¢ty¥i substitu¢nich mutant se substitucemi p¥irozené se
vyskytujicich aminokyselin v poloh4ch 14, 39, 68 a 95 byla
zkonstruovana tak, Ze do uvedenych poloh v sekvenci byl vloZen
lysin. Tyto 1lysiny pak poskytly alternativni mista pro
navazani PEG. Uvedend mista byla vybrdna s vyzZitim krystalové
struktury GDNF (Nat. Strct. Biol. 4: 435-8, 1997) jakoZito
podkladu ke stanoveni zbytkd vyskytujicich se na povrchu, a
na zakladé vyzkumu mutageneze chiméry persefin/neublastin (J.
Biol. Chem. 275: 3412-20, 2000) vedoucimu k pozndni funkcné

dalezitych tusekd struktury, kterym je t¥eba se vyhnout.

Dvé mutace (R39 a R68) byly cileny v useku, ktery na
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zdkladé distribuce pozitivniho nédboje na povrchu, by mohl
predstavovat heparinové vazebné misto, «coZ Jje vlastnost
proteinu, kterd by mohla pravdépodobné ptipivat k rychlé
clearance. Treti misto byl cileno na N95, pfirodni misto
glykosylace u NBN divokého typu. Toto misto Je prirozené
modifikovano komplexni sacharidovou strukturou. Proto se
oCekavalo, Ze modifikace PEG tohoto mista nebude mit zZadny
dopad na funkci. Ctvrté misto (R14) bylo vybrdno v useku,
ktery nebyl pokryt Zadnou Jjinou modifikaci. Mutanta, kde
asparaginovy zbytek v poloze 95 byl nahrazen lysinem ("mutanta
N95K") byla zvolena pro zkoumdni popisované v nasledujicich

prikladech.

Byly zkonstruovany ¢&ty¥i rtzné muteiny neublastinu
laboratorniho potkana obsahujici jednu nebo vice zmén Vv
sekvenci polypeptidu neublastinu divokého typu laboratorniho
potkana. Byl to mutein N95K a muteiny obsahujici jednoduchou
substituci v dals3im misté aminokyselinové sekvence
neublastinu laboratorniho potkana: R14K, R68K a R39K. Podle
"X3NiX," nézvoslovi X; oznaduje aminokyselinu divokého typu
polypeptidu neublastinu, N1 oznacuje numericky polohu
aminokyseliny X; v sekvenci, a to podle sekv. id. ¢. 1. X
oznac¢uje aminokyselinu, kterou byla substituovidna plvodni

aminokyselina divokého typu v oznacené poloze sekvence.

Pro konstrukci mutanty neublastinu laboratorni potkana
N95K, byla provddéna mistné cilend mutageneze na pCMBO0O20,
plazmidu kdédujicim neublastin laboratorni potkana divokého
typu. Sekvence nukleové kyseliny kédujici polypeptid
neublastin laboratorniho potkana a aminokyselinova sekvence

polypetidu divokého typu jsou prezentovany nizZe:



39

1 ATGGAACTGG GACTTGGAGA GCCTACTGCA TTGTCCCACT GCCTCCGRCC
51 TAGGTGGCAA CCAGCCTTGT GGCCAACCCT AGCTGCTCTA GCCCTGCTGA
101 GCAGCGTCAC AGAAGCTTCC CTGGACCCAA TGICCCGCAG CCCCGCCTCT
151 CGCGATGTTC CCTCGCCGGT CCTGGCGCCC CCAACAGACT ACCTACCTGG
201 GGGACACACC GCACATCTGT GCAGCGAAAG AGCCCTGCGA CCACCGCCSC
251 AGTCTCCTCA GCCCGCACCC CCACCACCGG GICCCGCGCT CCAGTCTCCT
301 CCCGCTGOGC TCCGCGGEGC ACGCGOGGCG CGTGCAGGAA CCCGGAGCAG
351 CCGCGCACGG GCTACAGATG CGCGCGGCTG CCGCCTGCGC TCACAGCTGG
401 TGCCGGTGAG CGCTCTCGGC CTGGGCCACA GCTCCGACGA GCTGATACGT

451 TTCCGCTTCT GCAGCGGITC GTGCCEGCCGA GCACGCTCCC CGCACGATCT

501 CAGCCTGGCC AGCCTGCTGG GCGCCGEEGC CCTGCGGTCT CCTCCCEGET
551 CCCGGCCGAT CAGCCAGCCC TGTTGCCGGC CCACTCGCTA TGAGGCAGTC
601 TCCTTCATGG ACGTGAACAG CACCTGGAGA ACCGTGGACC ATCTCTCCGC

651 CACCGCCTGC GGCTGTCTGG GCTGA (sekv. id. &. 5)

1 MELGLGEPTA LSHCLRPRWQ PALWPTLAAY. ALLSSVTEAS LDPMSRSPAS
51 ROVPSPVLAP PTDYLPGGHT AHLCSERALR PPPQSPQPAP PPPGPAIQSP
101 PAALRGARAA RAGTRSSRAR ATDARGCRLR SQLVPVSALG LGHSSDELIR
151 FRFCSGSCRR ARSPHDLSLA SLLGAGALRS PPGSRPISQF CCRPTRYEAV

201 SFMDUNSTWR TVDHLSATAC GCLG* (sekv. id. &. 4)

Mutageneze pCM020 s pouZitim oligonukleotidd KD2-310 a
KD3-211 vedla k vytvofeni plazmidu pCMB027:

KD2-310 5‘-GTATCTTTCATGGACGTAAAGTCTACATGGAGAARCCGTAGATCATCTATCTGCAMCC-
3+  (sekv. id. ¢&. 6) o .

KD2-311 5¢ -GGTTGCAGATAGATGATCTACGGTTCTCCATGTAGACTTTACGTCCATGAAAGATAC~
3 (sekv. id. ¢. T)

V pCMB027 byl kodon kédujici asparagin Vv poloze 95

nahrazen kodonem kédujicim lysin.
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Mutein neublastinu R14K byl vytvofen nahrazenim kodonu
kédujiciho arginin v poloze 14 kodonem kédujicim lysin v
kédujici sekvenci neublastinu z pCMB020. Mistné& <cilena
mutageneze byla provedena na pCMB020 S pouzZitim

oligonukleotidti KD3-254 a KD3-255:

KD3-254 5‘-GCTGGAACTCGCAGCTCTCGTIGCTCGTGCAACGGATGCAAAAGGCTGTCG-3
(sekv. id. ¢&. 8)

KD2-255 S’ -CGACAGCCTTITGCATCCGTTGCACGAGCACGAGAGCTGCGAGTTCCAGC-3
(sekv. id. ¢&. 9)

Vysledny konstrukt byl nazvan pCMB029.

Mutein neublastinu R68K byl vytvofen nahrazenim kodonu
kédujiciho arginin v poloze 68 kodonem kédujici lysin v
kédujici sekvenci neublastinu z pCMB020. Mistné& cilena
mutageneze byl provedena na pCMB020 s pouZitim oligonukleotidu

KD3-258 a KD3-259:

KD3-258 5’-GGAGCCGGAGCACTAAAATCTCCCCGGGATCTAGACC-3' (sekv. id. &. 10)

KD3-259 5 -GGTCTAGATCCCGGGGGAGATTITAGTGCTCCGGCTCC-3" (goky. id. &. 11)

Vysledny konstrukt byl nazvan pCMB030.

Mutein neublastinu R39K byl vytvofen nahrazenim argininu
v aminokyselinové poloze 39 lysinem v kédujici sekvenci
neublastinu z pCMB020. Mistn& cilend mutageneze pCMB027 byla
provedena s pouzitim oligonukleotidd KD3-256 a KD3-257:
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KD3-256 S’-GACGAATTAATTAAGTTTCGTTTTTGTTCAGG-3* (sekv. id. C. 12)

KD3-257 §°-COTGAACAAAAACGAAACTTAATTAATICGTC-3¢ (sekv. id. €. 13)

Pro expresi a purifikace byl plazmid kédujici mutein NBN
N95K laboratorniho potkana exprimovan v E.coli jako His-
znaZeny (“His-tagged”) fuzni protein s enterokindzovym Stépnym
mistem bezprostfedné& sousedicim s po&atkem 113 aminokyselinové
sekvence zralého NBN. E.coli byly péstovany v 500 1 fermentoru
a a byla tak ziskana zmraZend buné&cna hmota (pasta). Bunky
E.coli byly 1lyzovany v lisu Manton Gaulin a NBN NK
laboratorniho potkana byl izolovadn =z promyté nerozpustné

peletované frakce.

NBN byl extrahovadn z peletu hydrochloridem guanidinia,
svinut a his-zna&ka byla odstranéna enterokindzou. Produkt pak
byl podroben chromatografii na Ni NTA agardza (Qiagen) a na

kationtov& vymé&nné prysky¥ici Bakerbond WP CBX.

Pisobeni enterokindzy na His-znadeny produkt vedlo k
aberantnimu 3t&peni proteinu v poloze argininu 7 zralé
sekvence. Vysledny produkt desl-7 NBN byl plné aktivni pfi
testovdni v KIRA ELISA a strukturdln& byl nerozeznatelny od
zralé formy pokud jde o citlivost ke guanidinem indukované

denaturaci, a proto byl pouZit i pro nasledujici zkousky.

NBN N95K laboratorniho potkan byl pegylovan v pruméru 3,3
PEG skupinami na 1 molekulu s pouzitim methoxylpoly (ethylen-
glykol)sukcinimidylpropionatu (SPA-PEG) s molekulovou
hmotnosti 10000 Da jakoito reaktantu. Vysledny pegylovany
produkt byl podroben rozsahlé charakterizaci vc&etné analyz
jako je SDS-PAGE, vylucovaci chromatografie (SEC), reverzni

fazova HPLC, laserova desorpci pomoci matrice/hmotova
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spektrometrie (MALD/IMS), peptidové mapovéani, hodnoceni

aktivity v KIRA ELISA a stanoveni obsahu endotoxinu

CGistota produktu NBN N95K pfed pegylaci,mé&fend pomoci SDS-
PAGE a SEC byl vy33i neZ 95%. Produkt NBN N95K se pohyboval

v neredukujicich podminkach jako dimer, v souladu s
pfedpovézenou strukturou. Po pegylaci vysledny  produkt
sestaval ze série modifikovanych adic¢nich sloucenin

obsahujicich v 5 % produktu 2 PEG/molekula, v 60 % produktu 3
PEG/molekula, ve 30 % produktu 4 PEG/molekula a nékolik méné
zastoupenych forem s vy331i hmotnosti. V pegylovaném vzorku
nebyly prokadzany agregdty. Rezidudlni hladina nemodifikovaného
NBN v produktu byla pod hranici kvantifikaéni metody. Obsah
endotoxin v ziskaném materidlu byl rutinné méné neZ 1 EU/mg.
Specifickd aktivita pegylovaného NBN stanovena testem KIRA
ELISA je 10 nM. Pegylovany produkt byl formulovan v PBS pH 6,5
na koncentraci 1,1 mg/ml. Latka, ktery Jje podobnd ucinnosti
wt-NBN miZe byt dodadvana jako zmraZend kapalina a skladuje se

v -70°C.

Muteiny R14K, R39K a R68K byly exprimovédny v E. coli a
byly podrobeny stejnym metodédm purifikace, pegylace a
testovani funkce, jak byly popsény vySe pro N95K-NBN.

Priprava pegylovaného NBN

230 ml renaturovaného (“refolded”) NBN N95K laboratorniho
potkana (2,6 mg/ml), ktery byl ptipraven v E.coli a uloZen ve
4 °C v pufru: 5 mM fosforenan sodny pH 6,5, 100 mM NaCl, byl
natedén 77 ml vody, 14,4 ml IMA HEPES pH 7,5 a 2,8 g (10 mg/ml
vyslednd koncentrace) PEG SPA 10000 Da (od firmy Shearwater
Polymers, Inc.). Vzorek byl inkubovan pfi teplote mistnosti po
dobu 4 hodin ve tm&, pak byl oSetfen 5 mM imidazolem (vysledna

koncentrace), filtrovadn a uloZen pfes noc ve 4 °C. Produkt byl
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tvoren ve dvou varkach, jedna obsahovala 130 ml NBN N95K
surového produktu a druhéd obsahovala 100 ml surového produktu.
Pegylovany NBN byl purifikovan z reakéni smé&s pomoci Fractogel
EMD S0; (AQ (EM Industries). Kolona byla provozovana pri
teploté mistnosti. VSechny pufry byly pfipraveny bez pyrogenl
(“pyrogen free”). Chlorid sodny byl pridén do reak&ni smeés na
koneénou koncentraci 87 mM a vzorek byl nanesen na 45 ml

kolonu Fractogel (vnit¥ni primé€r5 cm).

Kolona byla promyta jednim objemem pufru: 5 mM fosforecnan
sodny pH 6,5, 80 mM NaCl, pak t¥emi objemovymi alikvoty objemu
kolony pufru: 5 mM fosfore&nan sodny s 50 mM NaCl. Pryskyfice
pak byla prenesena do kolony s prumérem 2,5 Cm a pegylovany
NBN byl eluovan =z kolony Vv Sesti krocich po 10 ml s 5 mM
fosforeénanem sodnym pH 6,5, 400 mM NaCl, t¥ech krocich
obsahujicich 500 mm NaCl a Sestl kroCiCH obsahujiciCH 600 mM
NaCl. FEluované frakce byly analyzovany na obsah proteinu
m&fenim absorbance ve 280 nm a pak na rozsah modifikaci pomoci
SDS-PAGE. Vybrané frakce byly sloudeny, filtrovany pres 0,2 pm
filtr a nafedény vodou na 1,1 mg/ml pegylovaného NBN
laboratorniho potkana. Po vyhodnoceni hladiny endotoxinu
v jednotlivych varkach byly slouc¢eny a znovu filtrovany pres
0,2 um membranu. Vysledny materidl byl rozdélen do alikvotli a

uloZen v =70 °C.

UV spektrum purifikovaného pegylovaného NBN NK

UV spektrum (240-340 nm) pegylovaného NBN NK bylo zméfeno
na &istém vzorku. Vzorek byl analyzovan ve t¥ech opakovéanich.
Pegylovany vzorek vykazoval maximum absorbance ve 275-277 nm a
minimum absorbance p¥i ve 247-249 nm. Tento vysledek Jje ve
shodd s tim, co bylo pozorovano Ppro nemodifikovany surovy

meziprodukt NBN. Koncentrace proteinu v preparatu pegylovaného
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produktu byla odhadnuta ze spektrum pouZzitim extinkéniho
koeficientu EZNOJ%=O,50. Koncentrace proteinu ve
vzorku pegylovaného NBN byla 1,1 mg/ml. 7Zadné zakaleni
(turbidita) nebylo ve vzorku pozorovano, jak dokazuje deficit

absorbance ve 320 nm.

Charakterizace pegylovaného NBN NK pomoci SDS-PAGE

Alikvoty z prepardtu pegylovaného NBN obsahujici 3, 1,5,
0,75 a 0,3 pg produktu byly podrobeny analyze SDS-PAGE na
gradientovém gel 4-20% (Owl). Gel byl obarven Coomassie
prilantni mod¥i R-250. Paralelné& byl na tomtéZz gelu rozdelen

standard molekulové hmotnosti (GIBCO-BRL) .

SDS-PAGE analyza pegylovaného NBN NK vV neredukujicich
podminkéch odhalila sérii pést odpovidajicich modifikacim se
2, 3, 4 a vice neZ 4 PEG na 1 molekulu. Hlavni pés se zjevnou
hmotnosti 98 kDa obsahoval 3 PEG/molekula. V purifikovaném
pegylovaném produktu nebyl nemodifikovany NBN detekovan.
Pfitomnost sm&si produktd se 2, 3 a 4 navazanymi PEG byla
ov&fena MALDI hmotovou spektrometrickou analyzou. Podil
produktd obsahujicich 2, 3 a 4 PEG byl urcen pomoci
densitometrie na 7, 62 a 30 % z celkového preparatu, v daném

pofradi.

Charakterizace pegylovaného NBN vylucovaci chromatografii

Pegylovany NBN byl podroben analyze vylucovaci
chromatografii (“size exclusion chromatography”) na analytické
kolon& Superose 6 HR10/30 FPLC s pouzitim mobilni faze: 5 mM
MES pH 6,5, 300 mM NaCl. Pritok kolonou byl 20 ml/hed.
Eluované frakce byly monitorovany méfenim absorbance v 280 nm.

Pegylovany NBN eluovany jako jediny vrchol se zjevnou
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molekulovou hmotnosti p¥iblizn& 200 kDa byl v souladu s velkym
hydrodynamickym objemem PEG. Nebyly pozorovany Zadneé dakazy
vyskytu agregatl. V preparatu byl zaznamendn volny NBN, ktery

se eluoval se zjevnou molekulovou hmotnosti pfiblizZné& 30 kDa.

Analyza pegylovaného NBN pomoci HPLC s reverzni fazi

Pegylovany NBN NK byl podroben analyze na HPLC koloné s
reverzni fazi Vydac Cs (5 pm, 1 x 250 mm). Kolona byl vyvoléana
s pouZitim 60 mm gradient 40 a? 60% pufru B (Pufr A: 0,1 %
TFA, Pufr B: 75% acetonitril/0,085% TFA). Pufr po prutoku
kolonou byl monitorovan na absorbanci ve 214 nm a byly
odebirény frakce pro néasledné analyzy. Pegylovany NBN NK byl
frakcionovan na di- (60,5 mm), tri- (63,3 mm) a tetra- (67,8
mm) pegylované komponenty uZitim HPLC s reverzni fazi na
kolond& C4. Relativni intenzity vrcholl ukazuji, Ze poméry
uvedenych sloZek Jsou 5,4, 60,5 a 30,1 %, v daném potadi.
Identity vrcholll byly ovéreny pomoci MALDI-MS. Nevyskytl se
74dny dukaz pfitomnosti nepegylovaného NBN NK (eluaty v 5 az
15 mm) v produktu.

Analyza pegylovaného NBN hmotovou spektrometrii

Pegylovany NBN NK byl odsolen pomoci $picky Ca Zip Tip a
pak analyzovan hmotovou spektrometrii na spektrometru
Voyager-DE™ STR (PerSeptive Biosystems) pro analyzu MALDI-TOF
(“matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight”)
s pouzitim sinapinové kyseliny JjakoZito matrice. 0,5 wpl
purifikovaného proteinu byl smichdno s 0,5 ul matrice na
cilové desticce. Hmotovad spektrometrie pegylovaného NBN
ukazala Jjednoduse a dvojité nabité formy t¥ech adicnich

sloudenin. Pozorované hmotnosti 43803 Da, 54046 Da a 64438 Da
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jsou v souladu s modifikacemi typu 2, 3 a 4 PEG/molekula.
Analyza pegylovaného NBN peptidovym mapovanim

Specifita pegylaéni reakce byla vyhodnocena  pomoci
peptidového mapovan. Pegylovany NBN byl rozd&len na di-, tri-
a tetra-pegylované komponenty, které pak byly redukovany,
alkylovany a déle deéleny ne jednotlivé slozky pomoci HPLC na
kolon& C4. Tyto slozky, spolelné s redukovanym a alkylovanym
nemodifikovanym NBN NK jakozZto kontrolnim vzorkem, byly
$tépeny Asp-N proteindzou a vysledné 3té&pné produkty byly
frakcionovany HPLC s reverzni fazi na kolon& Vydacig (5 pm, 1 X
250 mm) s pouzitim 60 mm gradientu 0 az 60% B (Pufr A: 0,1%
TFA, Pufr B: 75% acetonitril, 0,085% TFA). Pufr protekly

kolonou byl monitorovan na absorbance ve 214 nm.

Sekvence NBN laboratorniho potkana obsahuje Etyri interni
zbytky asparagové kyseliny a proto se otekaval jednoduchy
profil po 35té&peni endoproteinazou Asp-N. V8echny vrcholy NBN
NK laboratorniho potkana po 3tépeni Asp-N byly identifikovany
hmotovou spektrometrii a/nebo Edmanovym N-koncovym
sekvencovanim a tak mohla byt peptidovd mapa pouzita jako
jednoduchy nastroj ke zjigtovani mist modifikace na zakladé
pfitomnosti nebo nepfitomnosti vrcholu. TotoZnost ruaznych

vrcholtd je v pfehledu uvedena v nasledujici tabulce 3.
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Tabulka 3
Vrchol dle Pramérné Primé&rné Prifazeni Am]'_nokyselinové
retenc¢niho hodnota hodnota sekvence
c¢asu (mm) pozorované |teoretické
hmotnosti hmotnosti
38,8 1261,1 (M)| 1262,4 |102-113 DHLSATACGCLG
40,7 1090,9 1092,2 193-101 DVKSMRTV
44,6 2508, 4 2508,9 [35-54 DELJRPRFCSGSCRRARSPH
46,0 2437,0 2437,8 {12-34 DARGCRLRSQLVPVSALGLGHSS
51,4 3456,7 3456,0 [55-86 DLSLAS..CRPIRY
51,9 4134,4 55-92 (oxid) |DLSLAS CRPTRYEAVSFEM
53,2 4136, 3% 4120,8 [55-92 DLSLAS CRPTRYEAVSEM
(M) : monolostop. hmota

*:7z duvodu oxidace peptidu obsahujiciho methionin v MALDI

Protoe NBN existuje Jjak homodimer, produkt NBN NK

laboratorniho potkana obsahuje <&ty¥i potencidlni mista pro

pegylaci, dva N-koncové aminy z kaZdého fet&zce a dvé mista

N95K, ktery byla do konstruktu vnesena genetickou manipulaci.

V peptidové map& dipegylovaného Efetézce pouze vrchol, ktery

obsahuje peptid s NK mutaci byl zménén PEG modifikaci. Zadny
z ostatnich vrcholt nebyl zasaZen PEG modifikaci. Mapova data
proto ukazuji, Ze skupina PEG je specificky pfipojena pravé k

tomuto peptidu a ne k nékterému jinému peptidu =z peptidli

podrobenych screeningu. Druhé potencidlni misto pFipojeni, a
sice N-konec, je na peptidu, ktery Jje pouze dlouhy pouhé tri
aminokyseliny a nebyl detekovan v peptidové mapé&. Z toho se
odvozuije, Ze jsou zde daldi PEG vazebna mista. V souladu s tim
e malé procento NBN NK laboratorniho potkana

je skutelnost,



48

neni zkraceno a obsahuje zralou Ala-1 sekvence. Tento peptid
se eluoval ve 30 pym a je viditelny v peptidové mapé ze Stépeni
nepegylovaného produktu, ale chybi v mapé ze Stépeni

pegylovaného NBN NK.

Pr¥iklad 3

Hodnoceni funkénosti interné pegylovaného neublastinu

v aktivaci kinazového receptoru (KIRA) ELISA

Funk&nost pegylovaného NBN laboratorniho potkana byla
mé&fena s pouZitim na NBN zavislé aktivace/fosforylace c-Ret
jakoZto reportérového genu pro NBN aktivitu v ELISA testu,
ktery byl specificky na pfitomnost fosforylované formy RET.
Buiiky NB41A3-MRL, adherentni my3i neuroblastomova bunéc¢na
linie, kterd exprimuje Ret a GFRa3, byly vysety na 24 jamkové
destiéky v mnoZstvi 2 x 10° bun&k na Jamku, V Dulbecco
modifikovaném Eagleho médiu (DMEM), doplné&ném 10% fetalnim

bovinnim sérem, a byly pé&stovany po dobu 18 h v 37 °C a 5 %

COs.

Butiky pak byly promyty PBS a ogetfeny sériovym fedé€nim NBN
v 0,25 ml DMEM po dobu 10 minut ve 37 °c a 5 % CO,. Kazidy
vzorek byl analyzovan ve dvou opakovénich. Buifiky byly promyty
1 ml PBS a lyzovany po dobu 1H ve 4 °Cc s 0,30 ml pufru: 10 mM
Tris HCl, pH 8,0, 0,5 % Nonidet P40, 0,2 % deoxycholat sodny,
50 mM NaF, 0,1 mM Na3VO4,1 mM fenylmethylsulfonylfluoridu, za
jemného kyvani desticek. Lyzaty Dbyly dale promichany
opakovanym pipetovénim a 0,25 ml vzorek byl pfenesen na 96-
jamkovou ELISA desticéku, kterad byla potaZena 5 mg/ml anti-Ret
monoklondlni protilédtkou {mAb) (AA.GE7.3) v 50 mM
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uhli&itanovém pufru, pH 9,6 ve 4°C po dobu 18 h, a blokovéana
pfi teploté& mistnosti Jednu hodinu blokovacim pufrem (20 mM
Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20 (TBST) obsahujici

1 ¢ normalni my3i sérum a 3 % hovézi sérovy albumin) .

Po 2 hodinach inkubace p¥i teploté& mistnosti Dbyly jamky
promyty Sestkrat TBST. Fosforylovany Ret byl detekovén tim, Ze
se inkubovaly jamky p¥i teploté& mistnosti po dobu 2 hodin s 2
mg/ml konjugadtu kFfenové peroxidézy (HRP) s protilatkou anti-
fosfotyrosin 4G10 v blokovacim pufru, promyly Sestkrat TBST a
n&¥ila se aktivita HRP ve 450 nm kolorometrickym detek&nim
&inidlem. Hodnoty absorbance jamek oSetfenych lyzadtem nebo s
lyza&nim pufrem byly meé€feny a odedteny signal korigovany na
hodnotu pozadi byl vynesen do grafu jako funkce koncentrace
NBN pritomné v aktivac¢ni smési. Funkénost pegylovaného NBN
v testu KIRA ELISA byla 10 nM, kterd?to hodnota je
nerozeznatelnd od vychozi NBN NK. Nebyl patrny Zadny uacinek
dvou cyklad mrznuti-tdni na funkCnost a po tomto oSetfeni
nedo3lo k Zadnému vyznamnému zvy3eni turbidity vzorku, cozZ
ukazuje, Ze vzorky mohou pro tuto studii bezpe&né roztavat.
V nezavislé studii, kde se byla samostatné hodnocena aktivita
produktu se tfemi a &tyfmi 10 kDa PEG/molekula, bylo zjisténo,
e adi&ni sloudenina se t¥emi PEG plné funkéni, zatimco

produkt se &ty¥fmi PEG m&l sniZenou aktivitu.

Priklad 4

Farmakokinetické studie interné& pegylovaného neublastinu

laboratorniho potkana a mySi

Farmakokinetické vliastnosti raznych pegylovanych a
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nepegylovanych NBN produktl byly zkoumany na modelu

laboratorniho potkana a myS3i.

Data ukazala, Ze pegylovany NBN NK laboratorniho potkana s
3,3 x 10000 Da PEG projevoval vyznamny ucinek biologicky
poloas a biologickou dostupnost neublastinu. Po i.v. podéni
1 mg/kg potkantm Sprague Dawley byl vrchol hladiny 3000 ng/ml
pegylovaného NBN detekovan po 7 minutédch, hladiny 700 ng/ml po
2,4 hod., 200 ng/ml po 48 hod. a 100 ng/ml po 72 hodin&ch. Na
rozdil od toho pro nepegylovany NBN po i.v. podéani 1 mg/kg
vrchol hladiny 1500 ng/ml byl detekovadn po 7 minutach, ale pak
hladiny rychle klesly aZ do 70 ng/ml po 3 hod. a zaddny vrchol
nebyl detekovatelny po 7 hod. U¢inky pegylace byly jesté vice
vyjadfeny u zvirat, kterym byl pegylovany NBN podavan

subkutdnnim zpusobem.

Po s.c. podani 1 mg/kg hladina pegylovaného NBN v obé&hu
dosahla maxima 200 ng/ml po 24 hod. a zUstala na této hladiné
po celou dobu trvani t¥i denni studie. Na rozdil od toho,
34dna detekovatelna hladina NBN nebyla pozorovéna ani v jednom

Zasovém bod& po podani nemodifikovaného NBN.

Analyza vzorkll pegylovaného NBN byla komplikovana pro
pfitomnost adiénich slouCenin obsahujicich 2, 3 a 4 PEG na
molekulu, nebot kazZda vykazuje odlidny PK profil. V ¢asnych PK
studiich byly uZity my3i pro usnadné&ni screeningu celé rady
kandidatnich sloudenin a zpusobi podavani. Studie na mySich
odhalily dramatické rozdily v biologicka dostupnosti
kandidatnich sloudenin. Nicméné, kdyZz byla vyhodnocena 3,3
10 K PEG adiéni sloudenina u laboratorniho potkana, bylo
zjisténo, Ze ma niZdi biologickou dostupnost u laboratorniho
potkana neZ u my$i. Tento rozdil v biologické dostupnosti byl
konkrétné& vyjadfen po i.p. podavéni. Hladiny u my$i dosahly

1600 ng/ml po 7 hodinach a ztstaly na 400 ng/ml po 24 hodin.
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Na rozdil od toho hladiny wu laboratorniho potkana byly
konstantni na 100 ng/ml po dobu 4 aZ 48 hodin.

Neublastin divokého typu (wt-NBN) laboratorniho potkana a
neublastin s Asn-Lys substituci v poloze 95 (NK-NBN) byly
svinuty (,refolded") a purifikovany na cistotu >95 % pro testy
aktivity na modelu STZ diabetické neuropatie u laboratorniho
potkana. Wt-NBN byl formulovan pf¥imo pro testovéni na
zvitatech, zatimco NK-NBN byl pfipraven pro pegylaci s 10 kDa
PEG-SPA. Pro uskutedndni refoldingu a purifikace byla vyvinuta
metoda uZivajici vylu€ovaci chromatografii (SEC), které
dovolila renaturaci NBN z inkluznich té&lisek E.coli ve velkém
mnoZstvi a v vysoké koncentraci. Krom& SEC byly uzity kroky
sloupcové chromatografie na Ni-NTA a CM kfemi&itanové koloné
pro zvy3eni <¢istoty proteinu. Proteiny pak byly podrobeny
rozsadhlé charakterizaci v&etn& analyzy SDS-PAGE, vylucovacl
chromatografie, ESMS, hodnoceni aktivity v KIRA ELISA a
stanoveni obsahu endotoxinu. SDS-PAGE a SEC koneénych proteinu
ukdzaly C&istotu vys3i nez 95 %. Endotoxinova hladina kaZdého
produktu byla < 0,2 EU/mg. Specifickd aktivita obou proteint v
KIRA ELISA byla pt¥ibliZn& 10 nM. Wt-NBN byl formulovan na 1,0
mg/ml a NK-NBN byl formulovédn na 2,6 mg/ml ve fyziologickém
roztoku pufrovaném fosfaty (PBS) PpH 6,5. wt-NBN byl rozdélen
na alikvoty do 15 ml zkumavek a uloZen Vv -70 °C, =zatimco NK-

NBN byl podroben pegylaci a pak byly alikvoty zmrazZeny.

Priklad 5

Svinuti (,refolding“) neublastinu divokého typu a muteinu N95K

neublastinu

Ob& formy NBN byly exprimovany v E. coli jako fuzni
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proteiny oznalené His (,His-tagged") s enterokinazovym Stépnym
mistem bezprostfedn& sousedicim se zaCatkem zralé 113
aminokyselinové sekvence. Baktérie exprimujici budto Wt- (1,8
kg pelet) nebo NK-NBN (2,5 kg pelet) byly podrobeny lyzi ve 2
litrech PBS s pouZitim Gaulinova lisu. Po peletaci inkluznich
t&lisek centrifugaci (10000 rpm), byly supernatanty z kaZdého
prepratu odstranény. Pelety inkluznich télisek byly promyty
dvakradt v pufru (0,02M Tris-HCl pH 8,5, 0,5 mM EDTA), pak

promyty dvakrat ve stejném pufru obsahujicim Triton X-100 (2%,
objem/objem), a pak néasledovala 2 promyti pufrem bez

detergentu: Oba pelety byly solubilizovany s pouZitim 6M
hydrochlorid guanidinu, 0,1M Tris pH 8,5, 0,1M DTT a 1 mM
EDTA. Pro usnadné&ni solubilizace byl kaZdy pelet podroben
homogenizaci s pouZitim polytronového homogenizatoru, po které
nasledovalo michéani pres noc pri teploté mistnosti.
Solubilizované proteiny byly projasnény centrifugaci pred
denatura&ni chromatografii na Superdex 200 (5,5 1 kolona
ekvilibrovana s 0,05M glycin/H3POs pH 3,0 s 2M guanidin-HC1)

pfi prtatoku 20 ml/minuta.

Denaturovany NBN byl identifikovan pomoci SDS-PAGE. Frakce
obsahujici bud Wt-NBN nebo NK-NBN byly slouceny a
koncentrovadny p¥ibliZn& do 250 ml s pouzitim michaného
bun&&ného koncentratoru Amicon o objemu 2,5 litru. Po
odstranéni precipitdtu filtraci koncentrovany protein byl
podroben renaturacni chromatografii ptes Superdex 200
ekvilibrovany 0,1 M Tris-HCl pH 7,8, 0,5M guanidin-HC1l, 8,8 mM
redukovany glutathion a 0,22 mM oxidovany glutathion. Kolona
byl vyvoldn s pouzitim 0,5M guanidin-HCl pfi pruatoku
20 ml/minuta. Frakce obsahujici renaturovany wt-NBN nebo
NK-NBN byly identifikovany pomoci SDS-PAGE, slouCeny a uloZeny

ve 4 °C do okamZiku potfeby pro odstran&ni znacky His.



53

Koncentrace NBN chromatografii Ni-NTA (TR5919-138)

Renaturovany NBN byl uloZen ve 4 °C po dobu alespon 24
hodin pred procesem purifikace, aby se podpofilo vytvoreni
disulfidickych vazeb mezi monomery NBN. Béhem této doby se
vytvoril precipitéat, ktery byl odstranén filtraci pfes 0,2 n
PES filtraéni jednotku. Pro =zeslabeni nespecifické vazby byl
proteinovy roztok vnesen do 20 mM imidazolu pfred nanesenim na
100 ml Ni-NTA (Qiagen) kolonu ekvilibrovanou kolonovym pufrem
(0,5M guanidin a 20 mM imidazol) p¥i pruatoku 50 ml/minuta. Po
naneseni proteinu byla kolona promyta na bazalni hodnotu s
pouZitim stejného  pufru. NBN byl eluovdn z pryskyfice
pouzitim p#ibliZn& 300 ml elulniho pufru obsahujiciho 0,5M
guanidin-HCl a 0,4M imidazol. Po eluci byl NBN dialyzovan pres
noc (s pouZitim 10 kDa dialyzacniho stteva) pfi teploteé
mistnosti proti deseti objemim 5 mM HCI. Dialyza podporovala
hydrolyzu kontaminujicich latek a snizila koncentrace

guanidin-HCl a imidazolu na 0,03M a 0,04M, v daném poradi.

Stépeni znadky His lysylendopeptidazou nebo enterokinazou

Nasledujici den byl jakykoliv precipitat vytvofeny béhem
dialyzy odstranén filtraci. Proteinovy vzorek byl nastaven na
0,1 M NaCl pridanim 5M zésobniho roztoku, p¥i¢emZ koneclna
koncentrace soli zahrnovala zbyvajici guanidin-HCl pZiblizné
ve vy3i 150mM. Tato koncentrace byla potvrzena méfenim
vodivosti. Dale byl pfriddn 1 M HEPES pH 8 na konecénou
koncentraci 25 mM. Pro od$t&peni =znacky His byla pridana
lysylendopeptiddza k wt-NBN a enterokindza k NK-NBN, obé
pfiblizné v poméru 1:300 proteaza:NBN. Enterokindza Dbyla
pouZita misto lysylendopeptidazy pro NK-NBN kvili dalSimu
protedzovému Stépnému mistu v mutovaném proteinu Lys95. Vzorky

byly michény pfi teploté mistnosti po dobu 2 hodin a Stépeni
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bylo monitorovadno pomoci SDS-PAGE.

Odstrané&ni znacky His Ni-NTA chromatografii

Protedzou o3Setfeny NBN byl nanesen na 100 ml Ni-NTA kolonu
ekvilibrovanou 0,5M guanidin-HCl a 20 mM imidazolem p¥i 50
ml/minuta. Kolona byla promyta na bazalni hodnotu stejnym
pufrem. Vdechny proteiny =ziskané po promyti kolony byly
sloudeny s proteinem proteklym kolonou obsahujicim NBN bez His

znacky.

Chromatografie na CM oxidu k¥emicitém

Po Ni-NTA chromatografii byl protein okamZité podroben
daldi purifikaci pfes CM oxid k¥emic¢ity. 20 ml kolona s CM
oxidem kfemi&itym ekvilibrovanad nand3ecim pufrem (5 mM fosfat
pH 6,5, 150 mM NaCl) byla naplnéna NBN pfi 20 ml/minuta.
Kolona byla promyta dvaceti objemy kolony promyvaciho pufru
(5 mM fosfdt pH 6,5, 400 mM NaCl) a protein byl postupné
eluovan elu&nim pufrem obsahujicim 5 mM fosfat pH 6,5, ale s 1
M NaCl. Eluovany protein byl dialyzovan pfes noc proti fosfatu
samotnému, aby se sniZila koncentrace soli na 100 mM pro
NK-NBN a 150 mM pro wt-NBN. Oba vzorky byly filtrovan pfes
0,2um PES filtradni jednotku, analyzovany pomoci SDS-PAGE a
ulozZeny ve 4 °C aZ do okamZziku potfeby pro dalsi

charakterizaci a/nebo pegylaci.

Wt-NBN a NK-NBN byly podrobeny UV spektrdlni analyze pro
vyhodnoceni jejich absorbance ve 280 nm. S pouZitim krfemenneé
mikrokyvety a proti samotnému pufru bylo kontinualné
skenovdno 100 pl budto wt-NBN nebo NK-NBN v rozsahu 230 az
330 nm s pouZitim spektrofotometru Beckman. Na =zakladé teto

analyzy byla stanovena koncentrace Wt-NBN na 1,1 mg/ml a
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NK-NBN na 2,6 mg/ml (A280 nm-E%' = 0,5 bylo uZito pouZit pro
kazdy protein). Mén& neZ 1 % precipitované latky bylo

identifikovano na zadklad@ absorbance ve 330 nm.

Pro hodnoceni &istoty obou proteinovych preparata byl
kazdy vzorek (0,5 mg) podroben vylulovaci chromatografii pfes
kolonu 16/30/Superdex 75. Kolona byla ekvilibrovana 5mM
fosfatem pH 6,5 obsahujicim 400 mM NaCl a vyvoldna pf¥i prutoku
1,5 ml/minuta. Na z&kladé absorbance ve 280 nm, oba wt- a NK-
NBN se pohybovaly Jjako jednoduchy vrchol s ocCekavanou
molekulovou hmotnosti (23-24 kDa) a neobsahovaly zadné

vyznamné proteinové kontaminace.

Jak wt-NBN tak i NK-NBN byly redukovédny ve 2,5 M
guanidin-HCl, 60 mM Tris pH 8,0 a 16 mM DTT. Redukované vzorky
byly odsolovany pfes kratkou C; kolonu a analyzovany on-line
ESMS s pouZitim trojitého <&tyfpdlového zafizeni. Hruba ESMS
data byla dale zpracovana programem MaxEnt pro vytvoreni
hmotnostniho spektra. Tento postup umoZnuje  zpracovat
vicekrat ziskany signadl do jednoho vrcholu, ktery pfimo
odpovidd molekulové hmotnosti v  kilodaltonech (kDa) .
Hmotnosti spektrum po dekonvoluci pro wt-NBN ukazovalo jako
pfevlddajici druh molekulu 12046 kDa, coZ je ve shodé s
predpovézenou molekulovou hmotnosti 12046,7 kDa pro formu

proteinu obsahujiciho 113 aminokyselin. Byla také pozorovana

minoritni slozka (12063 kDa) pravdépodobné v dasledku
pritomnosti oxidac¢niho produktu. T¥i vrcholy byly
identifikovany ve vzorku NK-NBN. Hlavni slozka vykazovala

zjevnou molekulovou hmotnost 11345 kDa ve shodé s
pfedpové&zenou hmotnosti pro formu proteinu obsahujici 106
aminokyselin. Dal%i dva vrcholy mé&ly hmotnost 11362 a 12061
kDa, zfejmé& v disledku pritomnosti NK-NBN oxida¢niho produktu

a pritomnosti formy se 113 aminokyselinami, v daném pofadi.
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P¥itomnost formy se 106 a 113 aminokyselinami v preparatu
NK-NBN je pripisovéna 3t&peni enterokindzou. Tato proteaza od
firmy Biozyme je prirodni enzymovy prepardt purifikovany z
teleci st¥evni sliznice a bylo publikovano, Ze obsahuje slabou
kontaminaci trypsinu (0,25 ng trypsinu na 1 pg enterokinazy).
Proto miZe trypsin pUsobit na karboxykoncovém Arg7 v NK-NBN za
vzniku prevladajici formy se 106 aminokyselinami. Na druhé
stran&, lysylendopeptidédza pouzitd ke Stépeni Wt-NBN Je
jednoduchd proteazova aktivita plsobici na lysinovém zbytku
karboxykonce obsahujicim znalku His za vzniku =zralé formy
proteinu NBN obsahujici 113 aminokyselin. Obé& formy NBN, tedy
se 106 a 113 aminokyselinami, Jjsou stejn& ucinné ve vSech
testech a chovaji se podobné v guanidin-HCl =zkouSce na

stabilitu.

NBN aktivita byl ur&ena podle schopnosti stimulovat c-Ret
fosforylaci v NB41A3-MRL3 buiikach s pouZitim IRA ELISA testu
popsaného v ptrikladu 3. Fosforylovany Ret byl detekovan tim,
Ze se inkuboval (2 hodiny) zachyceny receptor
s fosfotyrosinovou protilatkou konjugovanou s HRP (4G10,
0,2 ug na jamku). Po inkubaci byly jamky promyty Sestkrat TBST
a HRP aktivita byla detekovadna ve 450 nm kolorimetrickym
testem. Hodnoty absorbance jamky oSet¥ené lyzatem nebo
lyza¢nim pufrem samotnym byly méfeny, byla provedena korekce
na pozadi a data byla vynesen do grafu jako funkce koncentrace
neublastinu pfitomného v aktiva&ni smési. Data ukazala, Ze

purifikovany NBN vedl ke vzniku fosforylovaného RET, cozZ

ukazuje, Ze purifikovany NBN byl v tomto testu aktivni.



[ R X
XX X
.

A XN
seoe
.
seee

57

Priklad 6

Pr¥iprava konjugatu ,sérovy albumin-neublastin™

Neublastin divokého typu 2z laboratorniho potkana v
koncentraci 1 mg/ml v PBS byl oSetfen 1 mM sulfo-SMCC (Pierce)
a odsolen, aby se odstranil nadbytek zesitovaciho ¢&inidla.
Proto¥e NBN protein divokého typu obsahuje pouze jednoduchy
amin na svém N-konci a Zadnou volnou sulfhydrylovou skupinu,
reakce se SMCC podle o&ekavani poskytla mistné specifickou

modifikaci NBN se SMCC navazanym na N-konec.

60 ng NBN-SMCC konjugatu byl inkubovdno se 120 ng
bovinniho sérového albuminu a analyzovano na rozsah zesiténi
pomoci SDS-PAGE. BSA obsahuje jednu volnou SH skupinu a tudizZ
reakce s NBN-SMCC konjugatem podle odekavani  poskytla
modifikaci tohoto mista prost¥ednictvim maleimidu na SMCC. Za
té&chto podminek byly pozorovany dva dalsi pasy s vyS83i
molekulovou hmotnosti, které souhlasily s hmotnosti
modifikovaného NBN s navazanou jednou molekulou BSA a se dvéma
molekulami BSA, protoZe kaZdd NBN molekula obsahuje dva
N-konce, které mohou podstoupit reakci, a jsou tudiZ ve shodé
s odekavanim. Soulasnd se vznikem t&chto pash nastal pokles v
intenzit& NBN-SMCC a BSA paéasu. Na zdkladé intenzity

zbyvajiciho NBN pasu reakce probé&hla ze 70 az 80 %.

Monosubstituovany produkt byl purifikovén z reakéni smési
tim, Ze reak&ni smé&s byla podrobena kationtové vyménné
chromatografii a vylucéovaci chromatografii na koloné& Superdex
200 (Pharmacia) v podstaté shodné jak Dbylo popsédno pro
pegylaéni studii popsanou vySe. Frakce z kolony po gelové
filtraci byly analyzovana na SDS-PAGE a frakce obsahujici
monosubstituovany produkt byly analyzovany ne obsah proteinu

m&Fenim absorbance ve 280 nm. ProtoZe hmotnost BSA je
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pfibliZzn& dvakrat vyS3Si neZ neublastinu, zjevnd koncentrace
byl dé&lena 3, aby se ziskal NBN ekvivalent. Tato frakce byla
podrobena také testu KIRA ELISA na funk&nost. ICsg hodnoty jak
pro wt- tak i BSA konjugovany NBN byly 3 az 6 nM, coZ ukazalo,

e konjugace s BSA se neprojevila zhorSenim funkce.

zatimco tyto predb&iné studie byly provedeny S BSA,
odpovidajici sérové proteiny laboratorniho potkana a Cclovéka
obsahuji volné SH skupiny. takZe podobny pfistup lze uplatnit
pro vytvorené konjugatu NBN laboratorniho potkana se sérovym
albuminem laboratorniho potkana pro provedeni studie PK a
G&innosti u laboratorniho potkana a také humanni sérovy
albumin-humanni NBN pro provadé&ni klinickych zkousek. Podobné
SMCC mtZe byt nahrazen kterymkoliv z mnoha zesitujicich
&inidel (cross-linker®), kterd obsahuji aminoreaktivni skupinu
na Jjedné strané a .thiolreaktivni skupinu na druhé strane.
Ptikladem aminreaktivniho cross-linkeru, ktery  vkléada
thiolreaktivni maleimid je AMAS, BMPS, MBS, EMCS, SMPB, SMPH,
KMUS nebo GMBS, prikladem crosslinkeru, ktery vklada
thiolreaktivni haloacetatovou skupinu je SBAP, SIA, SIAB, a
prikladem cross-linkeru, ktery poskytuje chranénou nebo
nechrané&nou chranénou thiolovou skupinu pro reakcl se
sulfhydrylovou skupinou za vzniku redukovatelné vazby Jje
SPDP, SMPT, SATA nebo SATP, pricemz vSechny Jjsou komercné
dostupné od firmy Pierce. Tyto cross—-linkery Jsou pouze
ptiklady a existuje fada alternativnich strategii pro spojeni
N-konec NBN se sérovym albuminem. Odbornik by také mohl
vytvo¥it konjugdty se sérovym albuminem, ktery neni cilen na
N-konec NBN nebo na thiolovou skupinu sérového albuminu. Fuaze
NBN-sérovy albumin vytvorend metodami genetického inZenyrstvi,
kde gen NBN je flzovan s genem sérového albuminu na N-konci,

C-konci nebo na obou koncich, by mohly byt také funkéni.
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Zpusob podle vynadlezu miZe byt rozsifen rutinnimi
adaptacemi na jakykoliv konjugdt NBN-sérovy albumin, ktery by
poskytl produkt s prodlouZenym poloCasem u zvirata tudiz 1 u
1lidi.



Seznam sekvenci

<170>

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

PatentIn Ver.

1
111
PRT

Uméla sekvence

2.1

Popis umé&lé sekvence: Kanonicka sekvence

VARIANTA
(3)
Kde Xaa je

VARIANTA
(4)
Kde Xaa je

VARIANTA
(3)
Kde Xaa je

VARIANTA
(10)
Kde Xaa je

VARIANTA
(11)
Kde Xaa je

VARIANTA
(12)
Kde Xaa je

VARIANTA
(26)
Kde Xaa je

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

nebo Thr

nebo Arg

nebo Ser

nebo Thr

nebo Thr

nebo Asp

nebo Ser
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<220>

<221> VARIANTA

5222> (33)

<223> Kde Xaa je Arg nebo Ser

<220>

<221> VARIANTA

<222> (38)

<223> Kde Xaa je Val nebo Ile

<220>

<221> VARIANTA

<222> (51)

<223> Kde Xaa je Val nebo Ile

<220>

<221> VARIANTA

<222> (53)

<223> Kde Xaa je Pro Nebo Gln

<220>
<221> VARIANTA
<222> (69)

<223> Kde Xaa je Pro nebo Ser

<220>
<221> VARIANTA
<222> (76)

<223> Kde Xaa je Val nebo Ile

<220>
<221> VARIANTA
<222> (103)

<223> Kde Xaa je Arg nebo His

<400> 1

Ala Gly Xaa Xaa Xaa Ser Arg Ala Arg Xaa Xaa Xaa Ala Arg Gly Cys

1 5 .- 10 15

Arg Len Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Xaa Ala Leu Gly Leu Gly His
20 } 25 30

Xaa Ser Asp Glu Leu Xaa Arg Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg
35 40 45

Ala Arg Sex Xaa His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Gly



50 55
Ala Leu Arg Xaa Pro Pro Gly Ser
65 70 -

Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Ser

85

Arg Thr Val Asp Xaa Leu
100

Ser Ala

<210> 2

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Ala Gly Gly Pro Gly Ser Arg Ala
1 3
Arg Leu Arg Sexr Gln Leu Val Pro
20
Arg Ser Asp Glu Leu Val
35

Arg Phe
40
His Asp Leu

Arg Ala Arg Ser Pro
I 55

50

Gly Ala Leu Arg Pro
.65

Pro
70

Pro Gly

Cys Arg Pro Thr Arg

Tyxr Glu Ala
85 <

Thr Trp Arg Thr Val Asp Arg Leu

100

Gly

<210> 3

<211> 113

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3
Ala Gly Thr Arg Ser Ser Arg Ala
1 5

Arg Leu Arg Ser Glm Leu Val Pro
20 .

Ser Ser Asp Glu Leu Ile Arg pPhe
35 40

62

60

Arg Pro Xaa Ser Gln Pro

75

Cys Arg
80

Phe Met Asp Val Asn Ser
90

Thr Trp
95

'fhr Ala Cys Gly Cys Leu Gly
105 ’ 110

Axg Ala Ala Gly Ala Arg
10

Gly Cys
15

Val Arg Ala Leu Gly Leuw
25 30

Gly His

Arg Phe Cys Ser Gly Ser
45

Cys Arg
Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala
60

Ser Axg Pro Val Ser Gln
75

Pro Cys
80

Asn Sex

Val Ser Phe Met Asp Val
' T 95

90

Ser Ala Thr Ala Cys Gly
105 110

Cys Leu

Arg Thr Thr Asp Ala Arg Gly Cys
10 15

Val Ser Ala Leu Gly Leu Gly His
25 30

Arg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Axg
45
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Arg Ala Axg Ser GIn His Asp Leu Sexr Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala
50 55 60

XY

Gly Ala Leu Axg Ser Pro Pro Gly Ser Arg Pro Ile Ser Gln Pro Cys
65 70 ' ’ 75 80

Cys Arg Pro Thr Arg Tyr Glu Ala Val Sex Phe Met Asp Val Asn Ser

85 90 95
Thr Trp Arg Thr Val Asp His Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu
100 105 110
Gly
<210> 4
<211> 113
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 4
Ala Gly Thr Arg Ser Sexr Arg Ala Arg Ala Thr Asp Ala Arg Gly Cys
1 5 10 15

Arg Leu Arg Ser Gln Leu Val Pro Val Ser Ala Leu Gly Leu Gly His
20 25 30

Ser Ser Asp Glu Leu Ile Arg Phe Axg Phe Cys Ser Gly Ser Cys Arg
35 . 40. 45

Arg Ala Arg Ser Pro His Asp Leu Ser Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala

50 S5 60 :

Gly Ala Leu Arg Ser Pro Pro Gly Ser Arg Pro Ile Ser Glm Pro Cys
© 65 70 75 80

Cys Arg Pro Thr Arg Tyx Glu Ala Val- Sexr Phe Met Asp Val Asn Ser
85 90 95

Thr Trp Arg Thr Val Asp His Leu Ser Ala Thr Ala Cys Gly Cys Leu
100 105 ) 110

Gly -

<210> 5

<211> 675

<212> DNA

<213> Rattus norvegicus

<400> S

XY X

L]

(X}

atggaactgg gacttggaga gcetactgca ttgtcecact gcotceggee taggtggcaa 60
ccagecttgt ggccaacect agetgeteta gecetgctga gecagegtcac agaagcettec 120
ctggacccaa tgtcecegecag ccecgectet cgegatgtte cctegeecggt cctggegoce 180

evee

(2 B X3
L]

LY Ry

(X3

XXX

(X R X ]



Cccaacagact
ccacagecge
ccegetgege
gctacagatg
ctgggccaca
gcacgctcece
ccteecegggt
tecttcatgg
ggctgtetgg

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

6
57

<220>
<223>

<400> 6

acctacctgg
agtcteetca
teegegggge
cgegeggetyg
gcteegacga
cgcacgatet
ceccggecgat
acgtgaacag
getga

DNA
Umé&la sekvence

gggacacace
geccgeacce
acgecgeggeg
cegectgege
gctgatacgt
cagectggcee
cagccagece

cacctggaga .

64

gcacatctgt
ccaccaccgg
cgtgcaggaa
tcacagetgy
ttcegettet
agectgetgg
tgttgeegge
accgtggacce

gcagcgaaayg
gteccgeget
cecggageag
tgccggtgag
geageqggtte
gcgeecggggce
ccactegeta
atctctcege

eans

agccectgcga
ccagtctcet
cecgegeacgg
cgetectegge
gtgecgcega
cetgcggtet
tgaggcagtc
caccgectge

Popis um&lé sekvence: KD2-310 Oligonukleotid

gtatctttea tggacgtaaa gtctacatgg agaaccgtag atcatctatce tgcaacc

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

7
57

<220>
<223>
<400> 7

ggttgcagat agatgatcta cggttctceca tgtagacttt acgtccatga aagatac ’

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

8
50

<220>
<223>

<400> 8

DNA
Uméla sekvence

DNA
Uméla sekvence

gctggaacte geagetceteg tgetegtgea acggatgcaa aaggetgtcg

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

9
50

DNA
Uméla sekvence

Popis umé&lé sekvence: KD3-211 Oligonukleotid

Popis um&lé sekvence: KD3-254 Oligonukleotid

240
300
360
420
480
540
600
660
675

57

57

50
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<220>
<223> Popis umé&lé sekvence: KD2-255 Oligonukleotid

<400> 9
cgacagectt ttgcatecgt tgcacgagea cgagagetge gagttecage 50

<210> 10

<211> 37

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: KD3-258 Oligonukleotid
<400> 10 i

ggagceggag cactaaaatc tcccegggat ctagace . a7

<210> 11

<211> 38

<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: KD3-259 Oligonukleotid
<400> 11 i ' ‘

ggtctagate cegggggaga ttttagtgcet ccggetce : . 38

<210> 12

<211> 32

<212> DNA

<213> Umeéla sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: KD3-256 Oligonukleotid

<400> 12
gacgaattaa ttaagttteg tttttgttca gg 32

<210> 13

<211> 32

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
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<223> Popis um&lé sekvence: KD3-257 Oligonukleotid
<400> 13

cctgaacaaa aacgaaactt aattaattcg tc 32
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PATENTOVE NAROKY

1. Varianta polypeptidu neublastinu obsahujici
aminokyselinovou sekvenci alespon ze 70 % identickou
s aminokyselinami 8 aZ 113 =ze sekvence uvedené Vv seznamu

sekvenci jako sekv. id. &. 1,

za predpokladu, e varianta polypeptidu neublastinu
obsahuje jednu nebo vice substituovanych aminokyselin

vybranych ze skupiny, kterou tvori:

jakdkoliv aminokyselina kromeé argininu v poloze 14

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakdkoliv aminokyselina kromé argininu v poloze 39

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakadkoliv  aminokyselina kromé& argininu v poloze 68
varianty polypeptidu, a

jakdkoliv aminokyselina kromé asparaginu v poloze 95
varianty polypeptidu,

pricemZ polohy aminokyselin jsou pocitany podle

polypeptidové sekvence uvedené jako sekv. id. ¢. 1.

2. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1,

~.

ktera dale obsahuje aminokyseliny 1 aZz 7 ze sekv. id. ¢. 1.

3. Varianta polypeptidu neublastinu podle néroku 1,

kterd ve form& dimeru vaZe GFRa3.

4. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1,

kterd ve formé dimeru stimuluje fosforylaci tyrosinu
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polypeptidu RET.

5. Varianta polypeptidu neublastinu podle néroku 1,

kterad ve form& dimeru zlepSuje pfrezivani neuront.

6. varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1,

kterad ve form& dimeru zlep3uje pfezivani senzorickych neuronu.

7. Varianta polypeptidu neublastinu podle néroku 1,

kterd ve formé& dimeru normalizuje patologické zmény neuronu.

8. Varianta polypeptidu neublastinu podle néaroku 1,
které ve formé dimeru normalizuje patologicke zmeény

senzorického neuronu.

9. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1,

ktera ve form& dimeru zlep3uje prezivani autonomnich neuronu.

10. Varianta polypeptidu neublastinu podle néaroku 1,
kterd ve form& dimeru =zlep3uje prezivani dopaminergnich

neuronu.

11. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1, kde
varianta polypeptidu obsahﬁje dvé nebo vice substituovanych

aminokyselin vybranych ze skupiny, kterou tvofi

jakdkoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 14

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,
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jakdkoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 39

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakdkoliv  aminokyselina kromé& aragininu v poloze 68

varianty polypeptidu, a

jakdkoliv aminokyselina krom& asparaginu v poloze 95

varianty polypeptidu.

12. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1, kde
varianta polypeptidu obsahuje t¥i nebo vice substituovanych

aminokyselin vybranych ze skupiny, kterou tvori

jakakoliv aminokyselina kromé argininu v poloze 14

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakakoliv aminokyselina kromé argininu v poloze 39

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,
jakakoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 68
varianty polypeptidu, a

jakadkoliv aminokyselina krom& asparaginu v poloze 95

varianty polypeptidu.

13. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1, kde
varianta polypeptidu obsahuje dvé nebo vice substituovanych

aminokyselin vybranych ze skupiny, kterou tvori

jakakoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 14

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakékoliv aminokyselina kromé argininu v poloze 39

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakadkoliv  aminokyselina krom& argininu v poloze 68

varianty polypeptidu, a

.
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jakdkoliv aminokyselina krom& asparaginu v poloze 95

varianty polypeptidu.

14. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 1, kde
aminokyselina v poloze 95 varianty polypeptidu neublastinu je

jina aminokyselina nez asparagin.

15. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 14, kde
aminokyselina v poloze 95 varianty polypeptid neublastinu je

lysin.

16. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 14, kde
varianta polypeptidu neublastinu dadle obsahuje substituce

vybrané ze skupiny, kterou tvori
jakdkoliv aminokyselina kromé& argininu v poloze 14,
jakadkoliv aminokyselina kromé argininu v poloze 39,

jakadkoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 68.

17. Varianta polypeptidu neublastinu podle n&roku 16, kde
substituce v poloze 14, 39 nebo 68 je lysin.

18. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 14,
ktera dale obsahuje dvé substituce vybrané ze skupiny, kterou

tvori
jakadkoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 14,
jakdkoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 39,

jakdkoliv aminokyselina krome argininu v poloze 68.
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19. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 18, kde

dvé substituce jsou lysin.

20. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 14, kde
varianta polypeptidu neublastin dale obsahuje t#i nésledujici

substituce:
jakakoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 14,
jakdkoliv aminokyselina kromé& argininu v poloze 39,

jakdkoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 68.

21. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 20, kde

t#i substituce jsou lysin.

22. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 15, kde
aminokyseliny 8 aZz 94 a 96 az 113 varianty polypeptidu
neublastinu jsou alesponn z 90 % identické s aminokyselinami 8

a? 94 a 96 az 113 sekv. id. ¢&. 1.

23. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 14, kde
aminokyseliny 8 az 94 a 96 as> 113 varianty polypeptidu
neublastinu jsou alespon z 95 % identické s aminokyselinami 8

ay 94 a 96 az 113 sekv. id. ¢. 1.

24. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 22, kde
aminokyselinov  sekvence varianty polypeptidu neublastinu
v aminokyselinach 8 az 94 a 96 az 113 obsahuje
aminokyselinovou sekvenci prirozené se vyskytujiciho

polypeptidu neublastinu laboratorniho potkana, ¢&lovéka nebo
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25. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 23, kde
aminokyseliny 8 az 94 a 96 ay 113 varianty polypeptidu
neublastinu jsou vybrany ze skupiny, kterou tvori
aminokyselinova sekvence aminokyselin 8 aZz 94 a 96 az 113 ze

sekv. id. &. 2, sekv. id. &. 3 a sekv. id. &. 4.

26. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 15,

kterd obsahuje aminokyseliny 8 aZ 113 sekv. id. ¢&. 2.

27. Varianta polypeptidu neublastinu podle néaroku 1,

kterd je fuzni protein.

28. Varianta polypeptidu neublastinu podle naroku 27, kde
fazni protein obsahuje sekvenci humanniho sérového albuminu
fazovanou ve shodném ¢&tecim réamci se sekvenci varianty

polypeptidu neublastinu.

29. Fazni protein obsahujici polypeptid neublastin

operativné& spojeny s proteinem humanniho sérového albuminu.

30. Molekula nukleové kyseliny kédujici variantu

polypeptidu neublastinu podle naroku 1.

31. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle néaroku 30.

LR
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32. Vektor podle naroku 30, ktery je expresni vektor.

33. Buhka obsahujici vektor podle naroku 32.

34. Butika podle néaroku 33, kterd je vybrana ze skupiny,
kterou tvori sav&i bunku, houbova buiika, kvasinkova bunka,

hmyzi bunka a bakteridlni bunka.

35. Bufika podle naroku 34, kde sav&i bufika Jje bufka

vajeénikll &inského kfecka

36. Zpusob pFipravy varianty polypeptidu neublastinu,
vyznac¢cujici se t i m, Ze zahrnuje krok kultivace
bundk podle naroku 33 V podminkach umoZiiujicich expresi

varianty polypeptidu neublastinu.

37. Zpusob podle naroku 36 vy zn a cujici se

t i m, Z%e dale =zahrnuje krok izolace varianty polypeptidu

neublastinu.

38. Varianta polypeptidu neublastinu pfripravend zplusobem

podle naroku 36.

39. Molekula nukleové kyseliny kédujici variantu

polypeptidu neublastinu podle naroku 28.

40. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle naroku 39.



74

41. Vektor podle naroku 40, ktery je expresni vektor.

42. Bufika obsahujici vektor podle naroku 41.

43. Bunka podle naroku 42, kterd je vybrana ze skupiny,
kterou tvori savé&i bunka, houbové& buika, kvasinkovd bunka,

hmyzi buiika a bakteridlni bunka.

44. Bubka podle naroku 43, kde sav&i bunka 7je bunka

vajeénika &inského k¥ecka.

45. Zpusob pripravy varianty polypeptidu neublastinu
vyznadujicil se t i m, e zahrnuje krok kultivace
bundk podle naroku 42 v podminkéach umoZfiujicich expresi

varianty polypeptidu neublastinu.

46. Zpusob podle naroku 45 vy z n a cdujici se

t i m, 2%e dale zahrnuje Kkrok izolace varianty polypeptidu

neublastinu.

47. Varianta polypeptidu neublastinu pripravend zpusobem

podle naroku 46.

48. Multimerni polypeptidova kompozice vyznacujici
se tim, Ze obsahuje variantu polypeptidu neublastinu podle

nidroku 1.
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49. Multimerni polypeptidovad kompozice podle naroku 48,
vyznac¢ujici se tim, e multimerni polypeptidova

kompozice je dimer.

50. Multimerni polypeptidova kompozice podle néaroku 49,
vyznac¢ujici se tim, e multimerni polypeptidova

kompozice je homodimer.

51. Multimerni polypeptidova kompozice podle naroku 48,
vyznacujici se tim, >e multimerni polypeptidova

kompozice je heterodimer.

52. Kompozice vyznacujici se tim, Ze obsahuje
polypeptid neublastin nebo variantu polypeptidu neublastinu

kondenzovanou s polymerem, ktery se Vv prirodé nevyskytuje.

53. Kompozice podle naroku 52 vyznadujici se
tim, Z7e polymer, ktery se v pfirodé nevyskytuje, je
kondenzovan k polypeptidu prostfednictvim aminokyseliny

polypeptidu exponované ro zpousStédlu.

54. Kompozice podle naroku 52 vyznadujici se tim,
e obsahuje variantu polypeptidu neublastinu obsahujici
aminokyselinovou sekvenci alespon ze 70 % identickou

s aminokyselinami 8 aZ 113 sekv. id. ¢. 1,

za predpokladu, e varianta polypeptidu neublastinu
obsahuije jednu nebo vice substituovanych aminokyselin

vybranych ze skupiny, kterou tvori:

jakédkoliv aminokyselina krom& argininu v poloze 14

o LA [ X X N J LR d eeo s
]
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aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakakoliv aminokyselina kromé argininu v poloze 39

aminokyselinové sekvence varianty polypeptidu,

jakakoliv aminokyselina  kromé argininu v poloze 68

varianty polypeptidu, a
jakdkoliv aminokyselina kromé asparaginu v poloze 95
varianty polypeptidu,

pticemZ polohy aminokyselin jsou pocitéany podle

-

polypeptidové sekvence uvedené jako sekv. id. &. 1.

55. Kompozice podle naroku 52 vyznacujicil se tim,

e polymer obsahuje polyalkylenglykolovou skupinu.

56. Kompozice podle naroku 55 vyznacujicl se tim,
ze polyalkylenglykolové skupina je polyethylenglykolové
skupina (PEG) .

57. Kompozice podle naroku 55 vyznac¢ujici se tim,
e polyalkylenglykolova skupina je kondenzovéana k aminskupiné
polypeptidu neublastinu nebo 1lysinu nebo jiné aminoskupiné

varianty polypeptidu neublastinu.

58. Kompozice podle naroku 57 vyznadujici se tim,
e polyalkylenglykolova skupina Jje kondenzovana k aktivnimu

esteru N—hydroxylsukcinimidu (NHS) .

59. Kompozice podle naroku 58 vyznacujici se tim,

>e aktivni ester Jje vybran ze skupiny, kterou tvofi
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PEG-sukcinimidylsukcinat (SS-PEG), sukcinimidylbutyrat (SPB-
PEG) a sukcinimidylpropionat (SPA-PEG) .

60. Kompozice podle naroku 57 vyznac¢ujici se tim,
e polyalkylenglykolova skupina je vybrana ze skupiny, kterou
tvori skupiny karboxymethyl-NHS, norleucin-NHS, SC-PEG,
tresylat, aldehydova skupina, epoxidova skupina,

karbonylimidazolové skupina a PNP-karbondtova skupina.

61. Kompozice podle naroku 55 vyznacujici se tim,
e polyalkylenglykolové skupina je kondenzovéna k cysteinovému
zbytku polypeptidu neublastinu nebo varianty polypeptidu

neublastinu.

62. Kompozice podle naroku 61 vyznadujici se tim,
e polyalkylenglykolova skupina Jje navéazana prostfednictvim
skupiny vybrané ze skupiny, kterou tvofi maleimidova skupina,
vinylsulfonovd skupina, haloacetadtova skupina a thiolova

skupina.

63. Kompozice podle naroku 52 vyznadujici se tim,
e polypeptid neublastin nebo varianta polypeptidu neublastinu

jsou glykosylované.

64. Kompozice podle naroku 63 vyznad&ujici se tim,
zZe polymer je kondenzovan k sacharidové skupiné
glykosylovaného polypeptidu neublastinu nebo varianty

polypeptidu neublastinu.
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65. Kompozice podle naroku 64 vyznadujici se tim,
e polymer Jje kondenzovan ke glykosylovanému polypeptidu
neublastinu nebo varianté& polypeptidu neublastinu nadsledné po
oxidaci hydrazolové skupiny nebo aminoskupiny glykosylovaného

polypeptidu neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu.

66. Kompozice podle naroku 52 vyznacd¢ujici se tim,
e polypeptid neublastin nebo varianta polypeptidu neublastinu

obsahuje dv&, t¥i nebo &ty¥i skupiny PEG.

67. Kompozice podle néroku 52 vyznacdujici se tim,
zZe polypeptid neublastinu nebo varianta polypeptidu
neublastinu ma& del3i polo&as v séru ve srovnani s poloCasem
polypeptidu nebo variantou polypeptidu bez pfitomnosti

polymeru.

68. Kompozice podle néaroku 52 vyznac¢ujici se tim,
Ze polypeptid neublastinu nebo varianta polypeptidu
neublastinu ve form& dimeru mad fyziologickou aktivitu vybranou
ze  skupiny, kterou tvori: vazba GFRa3, aktivace RET,
normalizace patologickych zmén neurond a =zlep$eni preZivani

neuronu.

69. Kompozice podle ndroku 68 vyznac¢ujici se tim,

e polymer je kondenzovan k polypeptidu na jeho N konci.

70. Kompozice podle naroku 68 vyznadujici se tim,
e polymer Jje kondenzovan k polypeptidu na aminokyselinég,

kterd neni koncova.
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71. Kompozice podle naroku 68 vyznacujici se tim,
e polymer je kondenzovan k aminokyseliné =z polypeptidu
neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu, ktera jJe

exponovana rozpoustédlu.

72. Kompozice podle naroku 68 vyznacujici se tim,
e polymer je kondenzovdn k polypeptidu neublastinu nebo
varianté polypeptidu neublastinu na zbytku, ktery je vybrany
ze skupiny, kterou tvori: koncovd aminoskupin varianty
polypeptidu, poloha 14 v aminokyselinové sekvenci polypeptidu
neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu, poloha 39 v
aminokyselinové sekvenci polypeptidu neublastinu nebo varianty
polypeptidu neublastinu, poloha 68 v aminokyselinové sekvenci
polypeptidu neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu,
a poloha 95 v aminokyselinové sekvenci polypeptidu neublastinu

nebo varianty polypeptidu.

73. Farmaceuticky ptripravek vyznacd¢ujici se tim,
e obsahuje fyziologicky ptijatelné vehikulum, ve kterém je

dispergovéana kompozice podle naroku 68.

74. Stabilni, ve vodé rozpustny komplex kondenzovaného
polypeptidu neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu
obsahujici dimerni polypeptid neublastinu nebo dimer varianty
polypeptidu neublastinu kondenzovany k polyethylenglykolové
skupin&, kde polypeptid neublastin nebo varianta polypeptidu
neublastinu je kondenzovan k polyethylenglykolové skupiné

labilni vazbou.
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75. Komplex podle naroku 74, kde labilni wvazba je
Stépitelné biochemickou hydrolyzou, proteolyzou nebo

sulfhydrylovym 3tépenim.

76. Komplex podle naroku 75, kde labilni vazba Je

$té&pitelnad v podminkach in vivo.

7. Zpusob pripravy modifikovaného polypeptidu
neublastinu, ktery ve form& dimeru prodluZuje aktivitu in
vitro nebo in vivo, ve srovnani s polypeptidem neublastinu

divokého typu, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje kroky

poskytnuti polypeptidu neublastinu nebo varianty

polypeptidu neublastinu a

kondenzace polypeptidu nebo modifikované varianty
polypeptidu neublastinu na polymer, ktery se v prirodeé
nevyskytuje, ¢&imZz se pripravi kondenzovand kompozice polymeru

a polypeptidu neublastinu.

78. Zpusob léeni nebo prevence poruch nervového systému
u pacienta, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje podavani
pacientovi, ktery lé&eni potfebuje, terapeuticky Gc¢inného
mnoZstvi: polypeptidu podle naroku 1 obsahujiciho dimer,
kompozice podle naroku 52 obsahujici kondenzovany dimer
polypeptidu neublastinu nebo varianty polypeptidu neublastinu,
farmaceutického p¥ipravku podle naroku 69 nebo komplexu podle

naroku 74.

79. Zpusob podle naroku 78 vyznacujici se tim, Ze

nervovd porucha je porucha perifernich nervi.

ey
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80. Zpusob podle ndroku 78 vyznacujici

nervovd porucha je periferni neuropatie.

81. Zplsob podle naroku 78 vyznacujici

nervova porucha neuropaticky bolestivy syndrom.

82. Zpusob podle naroku 78 vyznacujici

pacient je c¢lovék.

83. Zpusob podle naroku 78 vyznacujici

podavani je systémové.

84. Zplsob podle naroku 78 vyznacdujici

podavani je lokélni.
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