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Béta-interferon-szeri molekulak
Kivonat

A talalmany targya interferon-p aktivitast mutat6 konjugatum, amely legalabb egy nem
polipeptid molekularészltartalmaz kovalensen kapcsolva interferon- polipeptidhez, és amely-
nek az aminosav-szekvenciaja killonbozik a vad tipusi human interferon-B-étol legalabb egy
beépitett és legalabb egy eltavolitott aminosav-oldallancban, amely a nem polipeptid molekula-
rész szamara kapcsolocsoportot tartalmaz. Az elsé nem polipeptid molekularész példaul poli-
mer molekula vagy cukor-molekularész. A konjugatum kiilénosen alkalmazhato terapiaban. A
talalmany targyat képezi sziil6i interferon-p (IFNB) polipeptid glikozilalt variinsa is, amely le-
galabb egy in vivo glikozilacios helyet tartalmaz, és amelyben a sziil6i polipeptid glikozilacids
helyhez kozel elhelyezkedd aminosav-oldallanca moédositva lett ugy, hogy megnoévekedett

glikozilacioju polipeptid keletkezzen a sziil6i polipeptid glikozilaci6jahoz viszonyitva.
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KOZZETETELI

Béta-interferon-szerii molekulak

A talalmany targyat \j interferon-p (IFNB) molekulak képezik, eljarasok ilyen moleku-
lak eldallitasara, és ilyen molekulak alkalmazasa terépiéban, kiilonosen szklerézis multiplex,
viralis fertdzés és rak kezelésére.

Az interferonok fontos citokinek, amelyeket antiviralis, antiproliferativ és immunmodu-
lans aktivitasok jellemeznek. Ezek az aktivitasok képezik a klinikai elonyok alapjat, amelyeket
sok betegségben megfigyeltek, koztiik hepatititszben, kiilonféle rakokban és szklerdzis multip-
lexben. Az interefronokat I. tipusu és II. tipusu osztalyokba osztjak szét. Az IFNB az I. tipusa
interferonok osztalyaba tartozik, amely tartalmazza tovabba az interferon-a-t, t-t és w-t, mig
az interferon-y az egyetlen ismert tagja a kiilénall6 II. osztalynak.

A human IFNB egy szabalyozoé polipeptid, amelynek a molekulatomege 22 kDa, és 166
aminosavbol all. A test legtobb sejtjében termelddik, kiilondsen fibroblasztokban, viralis fertd-
zés vagy mas bioldgiailag aktiv anyagokkal torténé talalkozas hatasara. Kotédik egy multimer
sejtfelszini receptorhoz, és a sikeres receptorkotés intracellularis események sorozatat inditja
be, ami az IFNB altal indukalt gének expressziojahoz vezet, amelyek pedig olyan hatasokat
hoznak létre, amelyeket antiviralis, antiproliferativ és immunmodulans hatasokként osztalyoz-
hatunk.

A human IFNB aminosav-szekvenciajat Taniguchi kozolte [Gene 10, 11-15.old.
(1980)] és az EP 83069. és EP 41313. szamil eur6pai szabadalmi iratok és 4 686 191. szamu
amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi irat.

Lekozolték a human és egér IFNB kristalyszerkezetét is [Proc. Natl. Acad. Sci. USA
94, 11813-11818. old. (1997) és J. Mol. Biol. 253, 187-207. old. (1995)]. Osszefoglalot ko-
zoltek roluk az alabbi irodalmi helyen: Cell Mol. Life Sci. 54, 1203-1206. old. (1998).

Az IFNB-nek viszonylag kevés génsebészeti uton modositott varidnsat irtak le
[WO 95/25170., WO 98/48018. szamu nemzetkozi kozzétételi iratok, 5 545 723., 4 914 033.
szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok, EP 260350. szamu eurdpai szabadalmi
irat, 4 588 585., 4 769 233. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok; Stewart és
mtsai.,, DNA 6, 119-128. old. (1987), Runkel és mtsai., Jour. Biol. Chem. 273, 8003-8008.
old. (1998)].

Beszamoltak IFNB expresszéltatasarol CHO sejtekben..(4 966 843., 5376 567. és

5795 779. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok).
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Redlich és mtsai. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 4040-4044. old. (1991)] immunreak-
tiv ellenanyagokat tarnak fel olyan szintetikus peptidek ellen, amelyek rekombinans human
IFNB szakaszinak felelnek meg a C17S mutacioval.

Feltartak meghatarozott glikozilaciés mintazati IFNB molekulakat, és eljarasokat azok
elallitasara (EP 287075. és EP 529300. szamu eurdpai szabadalmi iratok).

Kilonféle irodalmi helyek tarnak fel polipeptid-modositasokat polimer-konjugacioval
vagy glikozilacioval. Beszamoltak a nativ IFNB vagy a C17S variansanak a polimer modosita-
sarol (EP 229108., EP 593868. szamu eurOpai szabadalmi iratok, 5 382 657. és 4 917 888.
szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok és WO 99/55377. szami nemzetkozi
kozzétételi irat). A 4 904 584. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban PEG-
ilalt, lizin-depletalt polipeptideket tarnak fel, amelyekben legalabb egy lizin deletalva lett vagy
helyettesitve barmilyen mas aminosav-oldallanccal. A WO 99/67291. szamu nemzetkézi koz-
zétételi iratban eljarast tarnak fel fehérjének PEG-gel torténd konjugalasara, amelyben a fehérje
legalabb egy aminosav-oldallancat deletaltak, és a fehérjét érintkezésbe hoztak PEG-gel olyan
korilmények kozott, amelyek megfeleldek a fehérje konjugalasahoz. A WO 99/03887. szamu
nemzetkozi kozzétételi iratban a novekedési hormon szupercsaladba tartozo polipeptidek
PEGe-ilalt variansait tarjak fel, amelyekben cisztein-oldallancot szubsztitualtak a polipeptid egy
emlitik, mint a novekedési hormon szupercsaladba tartozo polipeptidek egy példajat. A
WO 00/23114. szamu nemzetkozi kozzétételi iratban glikozilalt és PEG-ilalt [FNB-t tarnak fel.
A WO 00/23472. szamu nemzetkozi kozzétételi iratban IFNB fuzids fehérjéket tarnak fel. A
WO 00/26354. szami nemzetkozi kozzétételi iratban eljarast tarnak fel csokkent allergenitasu
glikozilalt polipeptid-varidnsok elGallitasara, amelyek a megfelel6 sziiléi polipeptidhez hason-
litva legalabb egy tovabbi glikozilacios helyet tartalmaznak.. Az 5218 092. szamu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban a granulocita kolonia-stimulalé faktor (G-CSF) és mas

fehérjék modositasait tarjak fel, oly modon, hogy legalabb egy tovabbi szénhidrat-lancot épite-

. nek be a nativ polipeptidhez képest. Megemlitik az IFNB-t, mint sok polipeptid egyikét, ame-

lyek allitolag modosithatok az 5 218 092. szami amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi irat-

ban feltart technologia alkalmazasaval.

Az IFNB kereskedelmi forgalomban kaphat6 készitményeir6l — amelyeket Betaseron®

(amit interferon B1b-nek is neveznek, és amely nem glikozilalt, rekombinans bakterialis sejtek
alkalmazasaval allitjak eld, és nem tartalmaz N-terminalis metionint és tartalmazza a C17S

mutaciot) és Avonex™ és Rebif® (amit interferon-Bla-nak is neveznek, és amely glikozilalt,
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rekombinans emlds sejtek alkalmazasaval allitjiak keld) név alatt arulnak szklerdzis multiplex-
ben szenvedd paciensek kezelésére — kimutattak, hogy hatasosak a silyosbodas sebességének
a csokkentésére, és tobb paciens nem sulyosbodik hosszii id6n keresztiil, a placeboval kezelt
paciensekhez hasonlitva. Ezenfeliil a betegség akkumulacids sebessége is csokkent [Neurol.
51, 682-689. old. (1998)].

A Pharmaceut. Res. 15, 641-649. old. (1998) irodalmi helyen lek$zolték az interferon
B1a és Pib osszehasonlitasat szerkezet és funkcié vonatkozasaban.

Az IFNB az els0 terapias beavatkozas, amelyrdl kimutattak, hogy késlelteti a szklerozis
multiplex (MS) elérehaladasat, ami a kézponti idegrendszer egy visszaesd, majd elérehalado

inflammatorikus degenerativ betegsége. A hatasmechanizmusa azonban nagyrészt tovabbra is

LS4

“ s

rix-metalloproteinazainak aktivitasanak gatlasaval. Ezek az aktivitasok valosziniileg egyiittesen
hatnak az IFNB MS-ben mutatott mechanizmusaban [Neurol. 51, 682-689. old. (1998)].

Ezenfeliil az IFNB-t alkalmazhatjuk oszteoszarkoma, bazalis sejt karcinoma, cervikalis
diszplazia, glioma, akut mieloid leukémia, tobbszoros mieloma, Hodgkin-szindroma, emldkar-
cindma, melandma, és viralis fertdzések, mint példaul papillomavirus, viralis hepatitisz, Herpes
genitalis, Herpes zoster, herpeszest keratitisz, Herpes simplex,virélis enkefalitisz, citomegalo-
virus, tiidégyulladas és rinovirus kezelésére. Kulonféle mellékhatasok kapcsolodnak a jelenlegi
IFNB-készitmények alkalmazasahoz, beleértve az injekcio helyének reakcioit, lazat, hidegra-
zast, izomfajast, izileti fajdalmat, és mas megfazas-szerii tuneteket [Clin. Therapeutics, 19,
883-893. old. (1997)].

Ezenfeliil a paciensek 6-40%-aban alakulnak ki semlegesito ellenanyagok az IFNB ellen
[Int. Arch. Allergy Immunol. 118. 368-371. old. (1999)]. Kimutattak, hogy az IFNB-t semle-
gesitd ellenanyagok termelése csokkenti az IFNB-re adott biologiai valaszt, és csokkend tren-
det okoz a kezelés hatasaban [Neurol. 50, 1266-1272,1998. old. (1998)]. A semlegesitd ellen-
anyagok valosziniileg akadalyozhatjak az IFNB terapias alkalmazhatosagat mas betegségek
kezelésével kapcsolatban is [Immunol. Immuther. 39, 263-268. old. (1994)].

Figyelembe véve a jelenlegi IFNB termékek mellékhatasainak a nagysagrendjét, azok
gyakori injekciés beadasat, a semlegesitd ellenanyagok termelésének a kockazatat, amelyek

akadalyozzak az IFNB terapias hatasat és a fokozott terapias hatassal egyiitt jar6 optimalis te-
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rapias IFNB-szintek elérésének lehetoségét, nyilvanvaloan sziikség van javitott IFNB-szerii
molekulakra.

A PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés G IFNB konjugatumokat tar fel,
amelyek nem polipeptid molekularészt tartalmaznak IFNB-polipeptidhez kapcsolodva, amely
modositva lett nem polipeptid molekularész, mint példaul PEG kapcsolasara szolgalo helyek és
vannak, mint példaul javitott féléletid6 és/vagy csokkent reaktivitas a jelenleg kaphat6 IFNB
termékekkel szemben termelddo semlegesitd ellenanyagokkal.

A jelen bejelentésben kivant tulajdonsagi javitott IFNB-molekulakat tarunk fel.

Ennek megfeleléen egy elsé megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya sziil6i [FNB-
polipeptid glikozilalt variansa, amely legalabb egy in vivo glikozilacios helyet tartalmaz, és
amelyben a sziiléi polipeptid glikozilacios helyhez kozel elhelyezkedé aminosav-oldallanca mo-
dositva lett ugy, hogy megnévekedett glikozilacioja polipeptid keletkezzen a sziléi IFNB-
polipeptid glikozilaciojahoz viszonyitva.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya eljaras legalabb egy in vivo
glikozilacids helyet tartalmazo szilsi IFNB-molekula in vivo glikozilacidjanak novelésére,
amely szerint

i) a szildi IFNB-molekula in vivo glikozilacios helyének kozelében elhelyezkedd elsd
poziciot elfoglalo aminosav-oldallancot szubsztitualunk egy masodik aminosav-oldallanccal,
varians IFNB-molekulat eldallitva,;

ii) mérjitk a varians glikozilaciojanak mértékét a sziléi IFNB-molekulaéhoz viszonyit-
va, sszehasonlithaté koriilmények kozott glikozilalo gazdasejtben torténd expresszid vizsga-
lataval,

iii) sziikkség esetén megismételjik az i) 1épést a masodik aminosavnak egy harmadik
aminosavval torténd helyettesitésére és/vagy a glikozilacios hely kozelében elhelyezked6 ma-
sodik poziciot elfoglalé aminosav-oldallincnak egy masodik aminosav-oldallanccal torténd
szubsztitucidjara, és megismételjitk az ii) 1épest akar a szill6i molekulan, akar az i) lépésben
eléallitott varians molekulan, és az i-iii) 1épéseket addig ismételjiik, amig megndvekedett in
vivo glikozilaciot nem kapunk.

Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya interferon-f polipeptid,
amelynek az aminosav-szekvencidja kiilonbozik a 2. azonositoszami szekvencian bemutatott

szekvenciaju vad tipusi human interferon-B szekvencigjatol, és az alabbi mutaciok legalabb

egyikét tartalmazza:
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D110F;

C17S+D110F,

C17S+Q49N+QS51T;

C17S+F111N+R113T,

C17S+Q49N+Q51T+F111IN+R113T;

D110F+F111N+R113T;

C17S+D110F+F111N+R113T;

C17S+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T;

C17S+K19R;

C17S+K33R;

C17S+K45R;

C17S+K19R+K33R+K45R,; vagy
C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG-et tartalmaz.
Egy specifikus megvalositasi mod szerint a talalméany targya interferon-p polipeptid,

amelynek az aminosav-szekvenciaja az alabbi:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQKL LWQLNGRLEY CLKDRMNFDI PEEIKQLQNF
TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT
VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI
LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG-et tartalmaz.

Egy masik specifikus megvalositasi mod szerint a talalmany targya interferon-f polipep-

tid, amelynek az aminosav-szekvenciaja az alabbi:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQRL LWQLNGRLEY CLRDRMNFDI PEEIRQLQNF
TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT
VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI
LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG-et tartalmaz.

Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya interferon-p polipeptid gliko-

zilalt varidnsa, amelynek az aminosav-szekvenciaja kiilonbozik a 2. azonositdszamu szekvenci-

s

0k legalabb egyikét tartalmazza:
DI110F;
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C17S+D110F;
C17S+Q49N+QSI1T;

C17S+F111N+R113T;

C17S+Q49N+QS51T+F111N+R113T;

D110F+F111N+R113T,

C17S+D110F+F111N+R113T;
C17S+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T;

C17S+K19R;

C17S+K33R;

C17S+K45R;

C17S+K19R+K33R+K45R,; vagy
C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG-et tartalmaz.

Egy specifikus megvalositasi mod szerint a talalmany targya interferon-B polipeptid gli-

kozilalt variansa, amelynek az aminosav-szekvenciaja az alabbi:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQKL LWQLNGRLEY CLKDRMNFDI PEEIKQLQNF
TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT
VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI
LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG-et tartalmaz.

Egy masik specifikus megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya interferon-f polipep-

tid glikozilalt variansa, amelynek az aminosav-szekvenciaja az alabbi:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQRL LWQLNGRLEY CLRDRMNFDI PEEIRQLQNF
TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT
VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI
LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG-et tartalmaz.

Egy még tovabbi megvaldsitasi mod szerint a talalmany targyat képezik eszkozok és

eljarasok talalmany szerinti varians polipeptid eloallitasara, beleértve a polipeptideket kodolo

nukleotid-szekvenciakat és expresszios vektorokat, valamint eljarasokat a polipeptid eldallita-
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Végezetiil a talalmany targya talalmany szerinti varianst tartalmazo terapias készitmény,
talalmany szerinti készitmény terapiaban torténd alkalmazasra, készitmény alkalmazasa terapi-
aban és betegségek kezelésére alkalmas gyogyszerek gyartasaban.

Az alabbiakban réviden ismertetjik a leirashoz tartozo abrat:

Az 1. abran hIFNB optimalizalt glikozilacios variansainak a Western-blotjat mutatjuk
be (amint a 7. és 8. példaban leirjuk). 1. sav, vad tipusi hIFNB, 2. sav, [Q49N, Q51T] hIFNB,
3. sav, [Q48F, Q49N, Q51T] hIFNB, 4. sav, [Q48V, Q49N, Q51T] hIFNB, 5. sav, [Q48W,
Q49N, Q51T] hIFNB, 6. sav, marker, 7. sav, [F11 IN, R113T] hIFNB, 8. sav, [D110F,
F11IN, R113T] hIFNB és 9. sav [D110V, F111N, R113T] hIFNB.

A jelen bejelentésben szamos irodalmi helyre hivatkozunk. Ezek mindegyike hivatkozas
Gtjan a kitanitas részét képezi.

A parhuzamosan fiiggé PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés esszencialis a
jelen talalmany teljes ismertetéséhez, és ezaltal beépitettiik a jelen bejelentésbe. Ezeket a része-
ket a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentésre valo hivatkozassal megjeloltiik. Nyil-
vanvald, hogy azok a részek a jelen bejelentés részét képezik olyan mértékben, hogy példaul a
PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentésben feltart polipeptid-variansok alkalmazhatok
szildi IFNB-molekuldkként a taldlmany szerinti modositasokhoz. Tovabba, a
PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentésben feltart konjugatumokon vagy polipeptide-
ken alapul6 Gj taldlmanyokat is feltarunk a jelen bejelentésben.

Definiciok

A jelen bejelentés és talalmany (és ahol relevans, a PCT/DK00/00471. szam( nemzet-
kozi bejelentés szerinti talalmany) vonatkozasaban az alabbi definiciokat alkalmazzuk:

A , konjugatum” (vagy felcserélhetd médon a ,konjugalt polipeptid”) kifejez€s alatt he-
terogén molekulat értiink (Osszetett vagy kiméra értelemben), amely egy vagy tobb polipepti-
dnek egy vagy tobb nem polipeptid molekularészhez torténd kovalens kapcsolasaval jon létre.
A kovalens kapcsolas kifejezés alatt azt értjiik, hogy a polipeptid és nem polipeptid molekula-
rész akar kozvetleniil kovalensen kapcsolodnak, akar kozvetve kovalensen kapcsolodnak egy-
mashoz kdzbensd molekularészen vagy molekularészeken keresztiil, mint példaul hidon, tav-
tarton vagy kapcsolé molekularészen vagy molekularészeken keresztiil, a polipeptidben talél-
hatd kapcsoldcsoport alkalmazasaval. Eldnydsen a konjugatum oldhaté relevans koncentraciok
mellett és korilmények kozott, azaz oldhaté fiziologiai folyadékokban, mint példaul vérben.

Talalmany szerinti konjugalt polipeptidek példai kozé tartoznak glikozilalt és/vagy PEG-ilalt
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polipeptidek. A ,,nem konjugalt polipeptid” kifejezést alkalmazhatjuk a konjugétum polipeptid
részével kapcsolatban.

A ,nem polipeptid molekularész” kifejezés alatt olyan molekulat értiink, amely konju-
galhato a talalmany szerinti polipeptiden tallhaté kapcsoldcsoporthoz. Ilyen molekula elényos
példai kozé tartoznak polimer molekuldk, cukor molekuldk, lipofil vegyiiletek vagy szerves
derivatizald dgensek. Amikor a talalmany szerinti konjugatummal kapcsolatban alkalmazzuk,
nyilvanvald, hogy a nem polipeptid molekularész kapcsolédik a konjugatum polipeptid része-
hez a polipeptid kapcsoldcsoportjan keresztiil.

A ,polimer molekula” kifejezés alatt két vagy tobb monomer kovalens kapcsolodasaval
kialakult molekulat értiink, amelyben a monomerek egyike sem aminosav-oldallanc, kivéve
ahol a polimer humén albumin vagy masféle nagy mennyiségben eléfordulo plazmafehérje. A
polimer” kifejezést felcserélhetd modon alkalmazhatjuk a ,,polimer molekula” kifejezéssel. A
kifejezés alatt in vitro glikozilacioval kapcsolt szénhidrat-molekulakat is értunk, azaz in vitro
szintetikus glikozilaciot hajtunk végre, amely normalisan szénhidrat molekula kovalens kotését
foglalja magaban a polipeptid kapcsolocsoportjahoz, adott esetben keresztkoto agens alkalma-
zasaval. Az in vivo glikozilacidval, mint példaul N- vagy O-glikozilaciéval (amint az alabb leir-
juk) kapcsolt szénhidrat-molekulakat a leiras szerinti értelemben ,,cukor-molekularésznek™ ne-
vezziik. Kivéve ahol a nem polipeptid molekularészek, mint példaul polimer-molekulak vagy
cukor-molekularészek szamat kifejezetten megadjuk, a leiras szerinti értelemben minden hivat-
kozas a konjugatumban talalhato vagy masként alkalmazott ,,nem polipeptid molekularészre” a
konjugatumban talalhaté egy vagy tobb nem polipeptid molekularészre, mint példaul polimer-
molekulara vagy cukor-molekularészre vonatkozik.

A , kapcsolocsoport” kifejezés alatt a polipeptid olyan aminosav-oldallancat értjuk,
amely képes kapcsolodni a relevans nem polipeptid molekularészhez. Példaul polimer, ktlono-
sen PEG konjugalasa esetében egy gyakran alkalmazott kapcsolocsoport a lizin amino-
csoportja vagy az N-terminalis amino-csoport. Mas polimer-kapcsol csoportok kézé tartozik
a szabad karboxilsav-csoport (példaul a C-terminalis aminosav-oldallincé vagy egy aszparagin-
sav- vagy glutaminsav-oldallancé), megfelelé médon aktivalt karbonil-csoportok, merkapto-
csoportok (példaul cisztein-oldallancé), aromas oldallancok (példaul Phe, Tyr, Trp), hidroxil-
csoportok (példaul Ser, Thr vagy OH-Lys hidroxil-csoportja), guanidin (példaul Arg), imidazol
(példaul His), és oxidalt szénhidrat-molekularészek.

Az in vivo glikozilacié esetében a , kapcsolocsoport” kifejezést nem hagyomanyos érte-

lemben alkalmazzuk, N-glikozilacios helyet alkoté aminosavak jelzésére (amelynek a szekven-
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cigja N-X’-S/T/C-X”, ahol X’ jelentése barmely aminosav-oldallanc prolin kivételével, X” je-
lentése barmely aminosav-oldallanc, amely vagy azonos, vagy sem X’-vel, és elényosen kiilon-
bozik prolintol, N jelentése aszparagin és S/T/C jelentése akar szerin, treonin vagy cisztein,
elényosen szerin vagy treonin, és legelonyosebben treonin). Habar az N-glikozilacids hely
aszparagin oldallanca az, amelyhez a cukor-molekularész kapcsolodik a glikozilacié folyaman,
az ilyen kapcsolodas nem érhetd el, csak ha az N-glikozilacios hely tobbi oldallanca is jelen
van. Ennek megfeleléen, amikor a nem polipeptid molekularész egy N-hez kotott cukor-
molekularész, a ,nem polipeptid molekularész kapcsolasara szolgal6é kapcsoldcsoportot tartal-
maz6 aminosav-oldallanc” kifejezés alatt a sziiléi polipeptid aminosav-szekvenciajanak a meg-
valtoztatasaval kapcsolatban N-glikozilacios helyet alkoté aminosav-oldallancok értendok,
amelyek olyan mddon valtoztathatok meg, hogy vagy funkcionalis N-glikozilacios helyet épi-
tiink be az aminosav-szekvenciaba, vagy azt eltavolitjuk a szekvenciabol. Egy , O-glikozilacios
hely” esetében az kapcsoldcsoport szerin vagy treonin oldallanc OH-csoportja.

A "kiilonbség” vagy ,.kiilonbozik™ kifejezés alatt specifikus mutaciokkal kapcsolatban
azt értjiikk, hogy tovabbi kiilonbségek jelenléte is megengedett a meghatarozott aminosav-
kiilonbség mellett. Példaul a nem polipeptid molekularész szamara kapcsolocsoportot tartal-
mazd aminosav-oldallanc eltavolitasa és/vagy beépitése mellett az IFNB polipeptid tartalmaz-
hat mas szubsztiticiokat, amelyek nem kapcsolatosak ilyen aminosav-oldallancok beépitésével
és/vagy eltavolitasaval. A ,legalabb egy” kifejezés alatt nem polipeptid molekularész, amino-
sav-oldallanc, szubsztitucid, stb. vonatkozasaban egyet vagy tobbet értiink. A ,mutacid” és
,,szubsztitucio” kifejezéseket felcserélhetd modon alkalmazzuk a leirasban.

A jelen bejelentésben az aminosav-neveket €s atomneveket (példaul CA, CB, CD, CG,
SG, NZ, N, O, C, stb.) a Protein DataBank (PDB) (www.pdb.org) definici6ja szerint alkal-
mazzuk, ami a JUPAC némenklatiran alapszik [,JUPAC Nomenclature and Symbolism for
Amino Acids and Peptides (residue names, atom names e.t.c.)’, Eur. J. Biochem. 138, 9-37.
old. (1984)], egyiitt a helyesbitéseikkel [Eur. J. Biochem. 152, 1. old. (1985)]. A CA-t néha
Co-nak nevezziik, a CB-t CB-nak. Az ,aminosav-oldallanc” kifejezés alatt az alabbi aminosa-
vak barmelyike értend®: alanin (Ala vagy A), cisztein (Cys vagy C), aszparaginsav (Asp vagy
D), glutaminsav (Glu vagy E), fenilalanin (Phe vagy F), glicin (Gly vagy G), hisztidin (His vagy
H), izoleucin (Ile vagy I), lizin (Lys vagy K), leucin (Leu vagy L), metionin (Met vagy M),
aszparagin (Asn vagy N), prolin (Pro vagy P), glutamin (Gln vagy Q), arginin (Arg vagy R),
szerin (Ser vagy S), treonin (Thr vagy T), valin (Val vagy V), triptofan (Trp vagy W) vagy

tirozin (Tyr vagy Y). Az aminosav-poziciok/szubsztiticiok azonositasara alkalmazott termi-
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nologiat az alabbiakban szemléltetjikk: C17 (ami a 17. pozicidban elhelyezkedd cisztein oldal-
lancot jelzi a 2. azonositoszami szekvencia szerinti aminosav-szekvenciaban). C17S (ami azt
jelzi, hogy a 17. pozicidban 1évo cisztein-oldallanc helyettesitve lett szerinnel). A leiras szerinti
értelemben az aminosav-oldallancok szamozasat a 2. azonositdoszamu szekvencia szerinti ami-
nosav-szekvencidhoz viszonyitjuk. Az ,M1del” kifejezést alkalmazzuk annak jelolésére, hogy
az 1. poziciot elfoglalo metionin oldallincot deletaltuk. Tobb szubsztituciot egy ,,+” jellel jels-
liink, példaul a ,R7IN+D73T/S” kifejezés azt jelenti, hogy az aminosav-szekvenciaban a 71.
pozicioban 1évé arginin oldallanc helyettesitve van aszparaginnal és a 73. pozicidban 1évé
aszparaginsav helyettesitve van treonin vagy szerin oldallanccal. elénydsen treonin oldallanccal.
A, T/S” kifejezés egy adott szubsztiticié esetében vagy T vagy S oldallancot jelent, eldnyssen
T oldallancot.

A ,nukleotid-szekvencia” kifejezés alatt két vagy tobb nukleotid-molekula 6sszefiiggd
szakaszat értjik. A nukleotid-szekvencia lehet genomialis, cDNS, RNS, szemiszintetikus,
szintetikus eredet\i, vagy ezek barmilyen kombinacioja.

Az »,IFNB fehérjeszekvencia-csalad” kifejezést a hagyomanyos értelemben alkalmaz-
zuk, azaz polipeptidek egy olyan csoportjanak a jelolésére, amelyek elegendéen homolég ami-
nosav-szekvenciakat tartalmaznak ahhoz, hogy lehet6vé tegyék a szekvenciak egymas ala ren-
dezését példaul a CLUSTALW program alkalmazasaval. Az IFNB szekvencia-csalad elérhetd
példaul a PFAM csaladokbdl (version 4.0), vagy eléallithatjuk megfelelé szamitogépes prog-
ram, mint példaul a CLUSTALW (version 1.74) és az alapértelmezett parameterek alkalmaza-
saval [Thompson és mtsai., ,,CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple
sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight
matrix choice”, Nucleic Acids Research 22, 4673-4680. old. (1994)].

A ,sejt”, ,gazdasejt”, ,sejtvonal” és "sejttenyészet” kifejezéseket felcserélhetd modon
alkalmazzuk a leirasban, és mindegyik ilyen kifejezésbe beleértend6k a sejt novesztésébdl vagy
tenyésztésébdl szarmazo utdédok. A | transzformacid” és ,transzfekcio” kifejezéseket felcserél-
het6 modon alkalmazzuk, és DNS sejtbe torténd bejuttatasanak a folyamatat értjiik alattuk.

A, mikoéddképesen kapcsolt” kifejezés alatt két vagy tobb nukleotid-szekvencia kova-
lens kapcsoléasat értjilk, enzimatikus ligalassal vagy masképpen, egymashoz viszonyitva olyan
konfiguracioban, hogy a szekvenciak normalis funkcitja végrehajtodhasson. Példaul egy pre-
szekvenciat vagy szekrécios vezetdszekvenciat kodold nukleotid-szekvencia miikoddképesen

kapcsolt egy polipeptid nukleotid-szekvenciajahoz, ha az olyan preproteinként expresszalodik,

srey
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kapcsolt egy kddolo szekvenciahoz, ha befolyasolja a szekvencia transzkripciéjat; egy ribo-
szoma-kotdhely mitkodoképesen kapcsolt egy kodolo szekvencidhoz, ha gy helyezkedik el,
hogy elésegiti a transzlaciét. Altalaban a , mitkod6képesen kapcsolt” kifejezés alatt azt értjiik,
hogy az 6sszekapcsolt nukleotid-szekvenciak 6sszefliggbek, és — szekrécids vezetdszekvencia
esetében — osszefliggdek és azonos olvasasi fazisban vannak. A kapcsolast kényelmes restrik-
cios helyeken torténd ligalassal végezhetjiik. Ha ilyen hely nem létezik, akkor szintetikus
adaptereket és kapcsolomolekuldkat alkalmazunk, szokasos rekombinans DNS eljarasokkal

egyttt.
A ,beépit” kifejezés alatt elsdsorban egy létezd aminosav-oldallanc szubsztitticiojat

ey

sOsorban az eltavolitandé aminosav-oldallanc egy masik aminosav-oldallanccal torténd szubsz-
tituciojat értjik, de jelentheti az eltavolitand6 aminosav-oldallanc delécidjat is (szubsztiticid
nélkal).

Az ,immunogenitas” kifejezés alatt egy adott anyaggal 6sszefliggésben azt értjiik, hogy
az anyag képes valaszt kivaltani az immunrendszerben. Az immunvalasz lehet sejt- vagy ellen-
anyag-kozvetitett valasz [lasd példaul Roitt: ,Essential Immunology” (8. kiadas, kiad.:
Blackwell) cimii kiadvanyat az imunogenitas tovabbi definicidjaért]. Az immunogenitast bar-
milyen, a szakteriileten ismert alkalmas eljaras alkalmazasaval meghatarozhatjuk, példaul in
vivo vagy in vitro eljarasokkal, példaul az alabbi ’Anyagok és eljarasok’ szakaszban korvonala-
zott in vitro immunogenitasi teszt alkalmazasaval. A ,,csokkent immuinogenitas” kifejezés alatt
egy adott polipeptid vagy konjugatum vonatkozasaban azt értjik, hogy a konjugatum vagy
polipeptid mérhetéen alacsonyabb immunvalaszt eredményez, mint egy referenciamolekula,
mint példaul vad tipusi human IFNB, példaul Rebif vagy Avonex, vagy varians vad tipusi hu-
man [FNB, mint példaul Betaseron, osszehasonlithato korilmények kozott meghatarozva.
Amikor a leirasban kereskedelmi forgalomban kaphat6 IFNB termékekre hivatkozunk (azaz
Betaseron-ra, Avonex-re és Rebif-re), nyilvanvalo, hogy az alatt értendé a kiszerelt termék
vagy a termék részét képezo IFNB polipeptid (amint az az alkalomhoz illik). Normal esetben a
csokkent ellenanyag-reaktivitas (példaul reaktivitas a kereskedelmi forgalomban kaphato IFNB
termékekkel kezelt paciensekbdl szarmazd szérumban talalhaté ellenanyagokkal) a csokkent
immunogenitas jele.

A , funkcionalis in vivo féléletid6” kifejezést a normalis jelentésében alkalmazzuk, azaz
az az id6, amelynél a polipeptid vagy konjugatum egy adott funkcidjanak az 50%-a megmarad

(mint példaul az az id6, amelynél a polipeptid vagy konjugatum bioldgiai aktivitasanak az 50%-
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a még mindig jelen van a testben/célszervben, vagy az az id6, amelynél a polipeptid vagy
konjugatum aktivitasa a kiindulasi érték 50%-a). A funkcionalis in vivo féléletidd meghatéaroza-
sanak az alternativaja, meghatarozhatjuk a ,;szérum féléletid6t”, azaz azt az idét, ameddig a
polipeptid vagy a konjugatum molekula kering a plazmaban vagy a véraramban, miel6tt kiiiril.
A szérum féléletidé meghatarozasa gyakran egyszeribb, mint a funkcionalis in vivo féléletidd
meghatarozasa, és a szérum féléletid6 nagysagrendje gyakran jo jelzdje a funkcionalis in vivo
féléletidd nagysagrendjének. A szérum féléletidé alternativ kifejezései kozé tartozik a ,,plazma
féléletido”, ,keringési féléletidd” ,,szérum-kiurilés”, ,plazma-kiirilés” és  kiiinilési félélet-
id6”. A megtartandé funkcionalitds normalisan antiviralis, antiproliferativ, immunmodulans
vagy receptorkotd aktivitasok barmelyike. A funkcionalis in vivo féléletidét és szérum féléleti-
dot barmilyen, a szakterileten ismert alkalmas eljaras alkalmazasaval meghatarozhatjuk, amint
azt tovabb targyaljuk az alabbi ’ Anyagok és eljarasok’ szakaszban.

A polipeptid vagy konjugatum normalis esetben kiiiriil a retikuloendotélialis rendszer
(RES), vese, lép vagy maj koziil egy vagy tobb mikodésének a kovetkeztében, vagy specifikus
vagy nem specifikus proteolizis kovetkeztében. A vesében lejatszodo kiiiriilést | renalis kitirii-
lésnek” is nevezhetjitk, és példaul glomerularis szirés, tubularis kivalasztas vagy tubularis eli-
minacio révén torténhet. Normalis esetben a kitirilés a polipeptid vagy konjugatum fizikai jel-
legzetességeitdl fligg, mint példaul molekulatomegétdl, méretétdl (atmérdjétdl)(a glomerularis
szlirés vagasi értékhez viszonyitva), t6ltésétdl, szimmetriajatol, alakjatol/merevségétdl, a kap-
csol6do szénhidratlancoktol, €s a fehérje cellularis receptorainak a jelenlététdl. A koriilbeliil 67
kDa molekulatomeget tekintik a renalis kiiiriilés vagasi értékének.

A csokkent renalis kitrilést barmilyen alkalmas vizsgalati eljaras alkalmazasaval meg-
allapithatjuk, példaul egy elfogadott in vivo vizsgalati eljarassal. Tipikusan a renalis kitiriilést
jelzett (példaul radioaktivan vagy fluoreszcensen jelzett) polipeptid vagy polipeptid-konjuga-
tum péciensnek torténd beadasaval, €s a jel aktivitasanak a pacienstdl gyijtott vizeletben valo
mérésével allapitjuk meg. A csokkent rendlis kiiiriilést a megfelelé nem konjugalt polipeptidhez
vagy nem konjugalt vad tipusi polipeptidhez vagy kereskedelmi forgalomban kaphaté IFNB
termékhez viszonyitva hatarozzuk meg Osszehasonlithato korilmények kozott.

A ,megnovekedett” kifejezés alatt funkcionalis in vivo féléletidé vagy szérum féléletidd
vonatkozasaban azt értjik, hogy a konjugatum vagy polipeptid relevans féléletideje szignifikan-
san megnovekedett egy referenciamolekulahoz viszonyitva, mint példaul nem konjugalt human

vad tipusi IFNB-hez (példaul Avonex vagy Rebif), vagy nem konjugalt vad tipusi human
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IFNB-hez viszonyitva (példaul Betaseron), osszehasonlithaté kériilmények kozott meghata-
rozva.

A ,csokkent immunogenitas és/vagy megnévekedett funkcionalis in vivo féléletidd
és/vagy megnovekedett szérum féléletidd” kifejezés alatt barmelyik, barmelyik kettd, vagy
mindharom tulajdonséagot értjiikk. Elényosen egy talalmany szerinti konjugatum vagy polipeptid
ezek kozil legalabb kettvel rendelkezik, azaz csokkent az immunogenitasa és megndvekedett
a funkcionalis in vivo féléletideje, vagy megnovekedett a funkcionalis féléletideje és megnove-
kedett a szérum fél¢letideje. Legelonyosebben a konjugatum vagy polipeptid rendelkezik mind-
harom tulajdonsaggal.

Az ,6sszehasonlithato korilmények kozott” kifejezés alatt egy talalméany szerinti mole-
kula és egy referenciamolekula relativ (semmint abszolut) tulajdonsagainak mérése vonatkoza-
saban azt értjiik, hogy a két molekula relevans tulajdonsagat ugyannak a vizsgalati eljarasnak
az alkalmazasaval mérjitk (azaz a vizsgalati eljarast ugyanolyan korilmények koézétt hajtjuk
végre ugyannak a belso standardnak az alkalmazasaval), és — ahol ez relevans — ugyanolyan
tipusu allatok alkalmazasaval.

Az IFNB aktivitast mutat” kifejezés alatt azt értjuk, hogy a polipeptid vagy konjuga-
tum rendelkezik a nativ IFNB, elényosen a 2. azonositdszamu szekvencia szerinti aminosav-
szekvenciaju, adott esetben glikozilalo gazdasejtben expresszaltatott human vad tipusa IFNB
(amely az érett szekvencia), vagy kereskedelmi forgalomban kaphaté IFNB termék egy vagy
tobb funkcidjaval. Az ilyen funkcidk kozé tartozik IFNB-t kotni képes és a receptorrol
intracellularis jeltovabbitas kivaltasara képes interferon-recpetorhoz vald kotédés képessége,
kiilonosen az 1. tipusu interferon-receptorhoz, amely az IFNAR-2 és IFNAR-1 alegységekbol
all [Domanski és mtsai., The Journal of Biological Chemistry 273, 3144-3147. old. (1998),
Mogensen és mtsai., Journal of Interferon and Cytokine Research 19, 1069-1098. old. (1999)],
és antiviralis, antiproliferativ vagy immunmodulans aktivitdsa van (amelyet a szakterileten is-
mert vizsgalati eljarasok alkalmazasaval hatarozhatunk meg, példaul az alabbi kitanitasban idé-
zettekkel). Az IFNB aktivitast a szakterileten ismert eljarasokkal mérhetjuk, amint az szem-
léltetjik az alabbi *Anyagok és eljarasok’ szakaszban.

A polipeptid vagy konjugatum akkor ,,mutat” IFNB aktivitast vagy ,rendelkezik” azzal,
ha mérhetd funkciot, példaul mérhetd receptorkotést €s stimulalo aktivitast mutat (példaul az
’Anyagok és eljarasok’ szakaszban leirt elsddleges és masodlagos vizsgalati eljarasokkal meg-
hatarozva). Az IFNB aktivitast mutatd polipeptidet a leiras szerinti értelemben nevezhetjiik

,JENB molekulanak™, , IFNB varians polipeptidnek” vagy ,JFNB polipeptidnek” is. Az, JFNB
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polipeptid”, , IFNB varians polipeptid” és ,,varians polipeptid” kifejezéseket elsésorban a talal-
many szerinti modositott polipeptidek vonatkozasaban alkalmazzuk a leirasban.

A ,,sziil6i IFNB” kifejezés alatt a javitando, talalmany szerinti vagy — ahol ez relevans
— a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti kiindulasi molekulat értjiik. El6-
nyosen a sziléi IFNB az IFNB szekvencia-csaladba tartozik. Mig a sziil6i IFNB barmilyen
eredetii lehet, mint példaul gerinces vagy eml6s eredet(i (példaul a WO 00/23472. szamu nem-
zetkozi kozzétételi iratban definialt barmilyen eredetil), a sziildi IFNB eldénydsen a 2. azonosi-
tészamu szekvencia szerinti aminosav-szekvencian bemutatott vad tipusi human IFNB, vagy
annak variansa. A sziil6i IFNB polipeptid vonatkozasaban egy ,,varians” olyan polipeptid,
amely egy vagy tobb aminosav-oldallancban, normalis esetben 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14 vagy 15 aminosav-oldallancban kiilonbozik a sziil6i polipeptidt6l. A vad tipusa hu-
man IFNB példai kozé tartozik az Avonex vagy Rebif polipeptid része. Sziil6i IFNB varians
példaja a Betaseron. Mas megoldasképpen a sziléi IFNB polipeptid olyan aminosav-
szekvenciat tartalmazhat, amely hibrid molekula az IFNB és egy masik homolog polipeptid,
mint példaul interferon-a kozott, adott esetben egy vagy tobb tovabbi szubsztitucioval a hibrid
molekuldban. Egy ilyen hibrid molekula olyan aminosav-szekvenciat tartalmazhat, amely t6bb
mint 10 aminosav-oldallancban kiilonbozik a 2. azonositdszamu szekvencia szerinti aminosav-
szekvenciatol. Annak érdekében, hogy sziiléi polipeptidként hasznos legyen, a hibrid molekula
IFNB aktivitast mutat (példaul az ’Anyagok és eljarasok’ szakaszban leirt masodlagos vizsga-
lati eljarassal meghatarozva). Talalmany szerinti szil6i IFNB molekulaként szolgalo vad tipusa
human IFNB varidansok mas példai kozé tartoznak a PCT/DKO00/00471. szami nemzetkozi
bejelentésben leirt variansok, amelyekbe beépitettiink és/vagy amelyekbdl eltavolitottunk nem
polipeptid molekularész szamara kapcsolocsoportot tartalmazé aminosav-oldallancokat, mint
példaul barmilyen, a WO 00/23114., WO 00/23472., WO 99/3887. szamu nemzetkozi kozzé-
tételi iratokban leirt, vagy a szakteriileten masképpen hozzaérheté IFNB molekula.

A ,funkcionalis hely” kifejezés alatt a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés
szerinti vagy a jelen talalmany szerinti polipeptid vagy konjugatum vonatkozasaban egy vagy
tobb olyan aminosav-oldallancot értiink, amely esszencialis vagy masképpen részt vesz az
IFNB funkcidjaban vagy teljesitményében, és ily moédon a funkcionalis helyen , helyezkedik el”.
A funkcionalis hely példaul egy receptorkotd hely, és a szakteriileten ismert eljarasok alkalma-
zasaval hatarozhatjuk meg, elényosen a polipeptidnek relevans receptorral, mint példaul az
IFNAR-1 és IFNAR-2 alegységekbol allo I. tipusu interferon-receptorral alkotott komplexének

szerkezetének az elemzésével.



10

15

20

25

30

-15 -

Taladlmany szerinti polipeptid-variansok

Megnévekedett glikozilacidju varidnsok

Meglepé modon azt talaltuk, hogy egy IFNB molekula egy adott glikozilacios helyén a
glikozilaci6 megnovelhetd a glikozilacios helyhez kozeli egy vagy tobb aminosav-oldallanc
modositasaval, fiiggetleniil attol, hogy az egy beépitett hely vagy természetben el6forduld hely.

Ennek megfeleléen egy megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya sziiléi IFNB-
polipeptid glikozilalt variansa, amely legalabb egy in vivo glikozilacids helyet tartalmaz, és
amelyben a sziil6i polipeptid glikozilacios helyhez kozel elhelyezkedé aminosav-oldallanca mo-
dositva lett ugy, hogy megnovekedett glikozilacioju polipeptid keletkezzen a sziiléi polipeptid
glikozilacidjahoz viszonyitva.

A ,varians” kifejezés alatt azt értjilk, hogy a sziil6i polipeptid aminosav-oldallancai
megvaltoztak. A glikozilalt varianst nevezhetjuk IFNB konjugatumnak is (amely egy nem
polipeptid molekularészt tartalmaz, amely a konjugatum polipeptid részéhez kapcsolodd cu-
kor-molekularész).

Normalis esetben az in vivo glikozilacios hely egy N-glikozilacios hely, de O-glikozi-
lacios hely is a talalmany targykorébe tartozik.

A leiras vonatkozasaban a "megnovekedett glikozilacio” kifejezés alatt a kapcsolodod
szénhidrat-molekulak megnovekedett szintjét értjilk, ami normalis esetben a glikozilacios
hely(ek) megnovekedett (vagy jobb) kihasznalasinak a kovetkezménye. A megnovekedett
glikozilaciot barmilyen, a szakteruleten kapcsoldodd szénhidrat-szerkezetek elemzésére ismert
alkalmas eljaras alkalmazasaval meghatarozhatjuk. Egy kényelmes vizsgalati eljaras kapcsolodo
szénhidrat-szerkezetek meghatarozasara az alabbiakban a 7. és 8. példaban leirt eljaras.

Egy glikozilacios helyhez ,kozeli” aminosav-oldallanc éaltalaban a -4., -3, -2, -1., +1,,
+2., +3. vagy +4. pozicidban helyezkedik el azon glikozilaciés hely aminosav-oldallancahoz vi-
szonyitva, amelyhez az adott szénhidrat kapcsolodik, elonydsen a -2., -1., +1. vagy +2. pozici-
oban, mint példaul a -1. vagy +1. pozicidban. Ily modon egy N-glikozilacids helyhez (amelynek
a szekvenciagja N-X’-S/T/C-X") kozel 1évé aminosav-oldallanc elhelyezkedhet a -4., -3., -2,
-1. pozicidban az N oldallanchoz viszonyitva, az X’ vagy X” pozicidoban (amely esetben a be-
épitend6 aminosav-oldallanc eldnyosen nem prolin), vagy a +1. pozicidban az X oldallanchoz
viszonyitva.

Az aminosav-modositas normalis esetben szubsztitiicio, amely szubsztiticiot barmilyen
mas olyan aminosav-oldallanccal hajtunk végre, amely az IFNB varians megnovekedett

glikozilacidjat eredményezi a sziléi IFNB polipeptidhez viszonyitva. Az ilyen aminosav-
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oldallancot a fokozatos megkozelités (,trial and error”) médszerével hatarozhatjuk meg (azaz
a relevans pozicidban 1évd aminosav-oldallanc szubsztitucidjaval barmilyen mas aminosav-
oldallanccal, és a kapott varians elért glikozilacidjanak a meghatarozasaval).

Elvileg a talalmany szerint modositand6 szilldi polipeptid lehet barmilyen, IFNB akti-
vitast mutaté polipeptid, amelynek van legalabb egy glikozilacios helye, elénydsen N-glikozila-
cids helye. Alkalmas sziiléi polipeptideket bemutatunk fentebb a "Definiciok’ szakaszban, és
kozéjiik tartozhat a vad tipusi IFNB, példaul vad tipusi human IFNB, vagy természetben nem
eléfordulé IFNB polipeptid, példaul vad tipusi human IFNB variansa vagy fragmense.

A sziiléi IFNB polipeptid tartalmazhat egynél tobb glikozilacios helyet, példaul 2-10,
mint példaul 2-7 vagy 2-5 glikozilacios helyet. A glikozilacios hely lehet természetben eléfor-
dulo glikozilacios hely, vagy lehet egy beépitett glikozilacios hely, elénydsen egy N-glikozila-
cios hely. A vad tipusit huméan IFNB N80 és T82 pozicitival meghatarozott N-glikozilacios
hely a természetben eléfordul6 glikozilacios hely egy példaja.

Amikor a sziiléi IFNB polipeptid legalabb egy beépitett N-glikozilacios helyet tartal-
maz, a hely elénydsen olyan pozicioban talalhato, amely ekvivalens az A PCT/DK00/00471.
szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum’ vagy az A
PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum, amely-
ben a nem polipeptid molekularész cukor-molekularész’ szakaszokban leirtak barmelyikével,
vagy azonos azok barmelyikével.

Az ekvivalens pozicid” kifejezés alatt olyan pozicidt értiink egy adott IFNB polipeptid
aminosav-szekvenciajaban, amely homolog (azaz pozicidja megfelel akar az elsddleges, akar a
harmadlagos szerkezetben) a 2. azonositoszami szekvencia szerinti aminosav-szekvencian be-
mutatott relevans pozicidval. Az ,ekvivalens poziciot” kényelmesen az IFNB fehérjeszekven-
cia-csalad egymas ala rendezésének alapjan hatarozzuk meg, példaul a CLUSTALW program
(version 1.74) és az alapértelmezett paraméterek alkalmazasaval [Thompson és mtsai.,
LCLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through
sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice”, Nucleic Acids
Research 22, 4673-4680. old. (1994)], vagy kozzétett egymas ala rendezésekbol.

Egy specifikus megvalositasi mod szerint a sziiloi IFNB polipeptid vad tipusi human
IFNB, amely egy vagy tobb beépitett glikozilacios helyet tartalmaz, amely hely(ek)et az °A
PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum, amely-
ben a nem polipeptid molekularész cukor-molekularész’ szakaszban meghatarozott szubsztitu-

cio(k) ttjan épitjiik be. Amikor a sziiléi IFNB polipeptid vad tipusi human IFNB-bdl szarma-
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zik, az normalis esetben természetben el6fordulé glikozilacios helyet tartalmaz az N80 pozici-
6ban.

Példaul, a sziiléi IFNB polipeptid egy beépitett glikozilacios helyet tartalmaz a 2. azo-
nositdoszamu szekvencia szerinti aminosav-szekvenciaju vad tipusi huméan IFNB aminosav-
szekvencigjanak a 2., 49., 51. vagy 111. pozicidja kozill legalabb eggyel ekvivalens pozicioban
(amelyeket sorrendben az  S2N+N4T/S, Q49N+QSIT/S, QSIN+ES3T/S  vagy
F11IN+R113T/S aminosav-szubsztitiiciok hatdroznak meg) és/vagy egy glikozilacios helyet
Az ilyen sziiléi IFNB polipeptidbdl eléallitott talalmany szerinti varians tovabba tartalmaz egy
aminosav-szubsztituciot az N-glikozilacios hely kozelében elhelyezkedd pozicioban, példaul a
2. azonositoszamu szekvencia 1., 48., 50., 79. vagy 110. pozicionak megfeleld, vagy azzal azo-
nos pozicidban, és a szubsztiticio olyan aminosavval térténik, amely kiilonbozik a sziildi
polipeptid relevans poziciojat elfoglalo aminosav-oldallanctol, és képes megnovekedett
glikozilaciot eredményezni a relevans glikozilacios helyen a sziiléi IFNB polipeptidhez viszo-
nyitva.

Kozelebbrol, a talalmany egy megvalositasi modja szerint a varianst olyan sziil61 IFNB
polipeptidbél allitjuk el8, amely egy, a 2. azonositészami szekvencia Q49N+QS1T/S szubsz-
titiicidjaval meghatarozott beépitett glikozilacios helyet tartalmaz, és a varians tovabb tartal-
mazza a 2. azonositoszamu szekvencia K45, Q46, L47, Q48, F50 vagy K52 pozicidival ekvi-
valens vagy azokkal azonos aminosav-oldallancok szubsztitiiciojat, amely szubsztitaciok olyan
aminosav-oldallancokon torténik, amely megnovekedett glikozilaciot eredményez a glikozilaci-
6s helyen a sziiléi IFNB polipeptidhez viszonyitva. Elény6sen a szubsztitudlandd aminosav-
oldallanc a Q48 pozicidval ekvivalens vagy azzal azonos pozicidban talalhato.

Egy masik megvalositasi mod szerint a varianst olyan sziildi IFNB polipeptidbdl allitjuk
eld, amely egy, a 2. azonositoszamu szekvencia F111IN+R113T/S szubsztiticidjaval meghata-
rozott beépitett glikozilacids helyet tartalmaz, és a varians tovabb tartalmazza a 2. azonosit6-
szamu szekvencia E107, K108, E109, D110, T112 vagy G114 pozicidival ekvivalens vagy
azokkal azonos aminosav-oldallancok szubsztituciojat, amely szubsztituciok olyan aminosav-
oldallancokon torténik, amely megnovekedett glikozilaciot eredményez a glikozilacios helyen a
sziiléi IFNB polipeptidhez viszonyitva. Elénydsen a szubsztitudlandé aminosav-oldallanc a
D110 pozicidval ekvivalens vagy azzal azonos pozicioban talalhato.

Egy még masik megvalositasi mod szerint a varianst olyan szil6i IFNB polipeptidbol

allitjuk eld, amely egy, a 2. azonositdszami szekvencia QSIN+ES3T/S szubsztitucidjaval meg-



10

15

20

25

30

""""

- 18-
hatarozott beépitett glikozilacids helyet tartalmaz, és a varians tovabb tartalmazza a 2. azono-
sitoszamu szekvencia L47, Q48, Q49, F50, K52 vagy D54 pozicidival ekvivalens vagy azokkal
azonos aminosav-oldallancok szubsztitucidjat, amely szubsztiticidok olyan aminosav-oldal-
lancokon torténik, amely megnovekedett glikozilaciét eredményez a glikozilacios helyen a
sziildi IFNB polipeptidhez viszonyitva. Elonydsen a szubsztitualandé aminosav-oldallanc a
Q49 pozicioval ekvivalens vagy azzal azonos pozicidban talalhato.

Egy még masik megvalositasi mod szerint a varianst olyan sziildéi IFNB polipeptidbdl
allitjuk el6, amely egy, a 2. azonositoszamu szekvencia SZN+N4T/S szubsztitucidjaval meg-
hatarozott beépitett glikozilacids helyet tartalmaz, és a varians tovabb tartalmazza a 2. azono-
sitdszamu szekvencia M1, Y3 vagy LS pozicioival ekvivalens vagy azokkal azonos aminosav-
oldallancok szubsztituciojat, amely szubsztiticiok olyan aminosav-oldallancokon torténik,
amely megnovekedett glikozilaciot eredményez a glikozilacios helyen a szil6i IFNB polipep-
tidhez viszonyitva. Elonyosen a szubsztitualandé aminosav-oldallanc az M1 pozicioval ekviva-
lens vagy azzal azonos pozicioban talalhat6. A http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ inter-
netes hely alkalmazasaval igazoltuk, hogy az dsszes aminosav-szubsztiticié megengedett a 2.
sat).

Egy még masik megvalositasi mod szerint a varianst olyan szil6éi IFNB polipeptidbdl
allitjuk eld, amely egy, a 2. azonositoszami szekvencia N80. és T82 poziciojaval ekvivalens
vagy azzal azonos természetben eléforduld glikozilacios helyet tartalmaz, és a varians tovabb
tartalmazza a 2. azonositdszamu szekvencia S76, T77, E78, W79, E81 vagy 183 pozicioival
ekvivalens vagy azokkal azonos aminosav-oldallancok szubsztiticidjat, amely szubsztiticiok
olyan aminosav-oldallancokon torténik, amely megnovekedett glikozilaciot eredményez a
glikozilacios helyen a sziildi IFNB polipeptidhez viszonyitva. Elonyosen a szubsztitualando
aminosav-oldallanc az W79 pozicioval ekvivalens vagy azzal azonos pozicioban talalhato.

Példaul az ezen megvalositasi mod szerinti varians legalabb egyet tartalmaz az alabbi
mutaciok kozal:

Q48F,V, W, Y+Q49N+QS51T/S;

DI10F,V,Y+F111N+R113T/S

amely mutaciok mindegyikét a 2. azonositészami szekvencia szerinti aminosav-
szekvenciahoz viszonyitva adjuk meg.

Nyilvanvalo, hogy a fent specifikusan emlitettektdl kilonb6zd poziciokban beépitett

glikozilacios helyeken torténd glikozilacio (példaul a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi
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bejelentés szerint definialt felszini kitettségh aminosav-oldallancok altal elfoglalt pozicioban)
analég modon moédosithatd a fent leirtak mintajara.

Ezenfeliil elényos, ha az ezen megvaldsitisi mod szerint modositandé sziléi IFNB
polipeptid mentes szabad cisztein oldallancoktol, példaul a 2. azonositoszamu szekvencia 17.
poziciojaban talalhato cisztein oldallanctol. Amikor a sziiléi polipeptid vad tipusd human
IFNB-b&l szarmazik, elénydsen a sziild nem cisztein aminosav-oldallancot tartalmaz a 17. po-
zicioban, példaul a C17S mutaciot, a 2. azonositoszami szekvencia szerinti aminosav-
szekvenciahoz viszonyitva.

Egy még masik megvaldsitasi mod szerint az ezen megvalositasi mod szerint modosi-
tando szill6i IFNB polipeptid legalabb egy, masodik nem polipeptid molekularész kapcsolasara
szolgalo beépitett és/vagy eltavolitott aminosav-oldallancot tartalmaz. A beépitett és/vagy elta-
volitott aminosav-oldallancot példaul az *A PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés
szerinti talalméany szerinti konjugatum’, A PCT/DK00/00471. szamu nemzetk6zi bejelentés
szerinti talalmany szerinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid molekularész kapcsolocso-
portként lizint tartalmazo molekulat tartalmaz’, ’A PCT/DKO00/00471. szami nemzetkozi be-
jelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid molekularész cisz-
tein oldallinchoz kapcsolodik’ vagy az A PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés
szerinti talalmany szerinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid molekularész savas csoport-
hoz kapcsolodik’® szakaszban irjuk le, és ily modon a sziil6i IFNB polipeptid az ezen szakaszok
barmelyikében leirt konjugatum polipeptid része.

A nem polipeptid molekularész szamara kapcsolocsoportot tartalmazd aminosav-
oldallanc példaul lizin oldallanc. Egy specifikus megvalositasi mod szerint a szuléi IFNB
polipeptid legalabb egy szubsztiticiot tartalmaz a K19, K33, K45 és K123 poziciokkal ekvi-
valens vagy azokkal azonos pozicioban talalhatd aminosav-oldallancban, ahol a lizin oldallanc
eldnyosen R oldallanccal van szubsztitualva.

Kozelebbrdl a sziiléi IFNB polipeptid az alabbi mutacio-készletek egyikét tartalmaz-
hatja (a 2. azonosit6szamu szekvenciahoz viszonyitva):

C17S+Q49N+Q51T+F111N+RI113T;

S2N+N4T+C17S+Q5IN+ES3T,

C17S+K19R+K45R+Q49N+Q51T+F111N+R1 13T+K129R;

C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+Q51T+F111N+R1 13T+K123R;

SIN+N4T+C17S+K19R+K45R+Q5 IN+ES3T+K123R;

SIN+NAT+C17S+K19R+K33R+K45R+Q5 IN+E53T+K1 23R,
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S2N+N4T+C17S+K19R+K45R+QS51N+E53T+F111N+R113T+K123R; vagy
S2N+N4T+C17S+K19R+K33R+K45R+QSIN+ES3T+F111N+R113T+K123R.
Amikor a sziiléi IFNB polipeptid a Q49N+Q51T/S mutaciot tartalmazza, az ezen meg-

valositasi mod szerinti varians tovabba tartalmazza a Q48F,V,W,Y szubsztituciot is. Amikor a
sziléi IFNB polipeptid az F111N+R113T/S mutaciot tartalmazza, a varians elénydsen tovabba
tartalmazza a D110F,V,Y szubsztitaciot is.

Nyilvanval6, hogy amikor a sziildi IFNB polipeptid és ily moédon a varians egy olyan
beépitett és/vagy eltavolitott aminosav-oldallancot tartalmaz, amely egy masodik nem polipep-
tid molekularész szamara valo kapcsolocsoportot tartalmaz, a varians eléonyosen nemcsak gli-
kozilalt, hanem konjugalva is van a masodik nem polipeptid molekularészhez legalabb egy be-
épitett és/vagy eltavolitott kapcsolocsoporton keresztill. A masodik nem polipeptid molekula-
rész altalaban nem cukor-molekularész, és normalis esetben polimer, mint példdul PEG. Az ’A
talalmany szerinti konjugatum nem polipeptid molekularésze’ cimii szakaszban alkalmas poli-
mereket és mas tipusu nem polipeptid molekularészeket irunk le, amelyek alkalmazhatok ma-
sodik nem polipeptid molekularészként az ezen megvalositasi mod szerinti variansok konjuga-
lasara.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya interferon-polipeptid, amely-
nek az aminosav-szekvenciaja kiillénbozik a 2. azonositoszamui szekvencia szerinti aminosav-
szekvenciaju vad tipusi human interferon-p-étol, és az alabbi mutacio-készletek egyikét tar-
talmazza:

D110F;

C17S+D110F,

C17S+Q49N+Q51T;

C17S+F111N+R113T;

C17S+Q49N+Q51T+F111N+R113T,;

D110F+F111N+R113T;

C17S+D110F+F111N+R113T;

C175+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T;

C17S+K19R;

C17S+K33R;

C17S+K45R,;

C17S+K19R+K33R+K45R; vagy

C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+QS51T+D110F+F111N+R113T,
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és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG molekulat tartal-
maz.

Ezen mutacio-készletek mindegyikét egy egyedi megvalositasi modnak tekinthetjiik, és
egy igénypont targyat képezhetik.

Egy specifikus megvalositasi mod szerint a talalmany targya interferon-p polipeptid,
amelynek az aminosav-szekvenciaja az alabbi:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQKL LWQLNGRLEY CLKDRMNEFDI PEEIKQLQNF

TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT

VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI

LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG molekulat tartal-
maz.

Egy masik specifikus megvalositasi mod szerint a taldlmany targya interferon-B polipep-
tid, amelynek az aminosav-szekvencidja az alabbi:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQRL LWQLNGRLEY CLRDRMNFDI PEEIRQLQNF

TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT

VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI

LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG molekulat tartal-
maz.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint az interferon-f polipeptid tovabba PEG-
molekulat tartalmaz, eldnyosen 12 kDa vagy 20 kDa PEG-et, példaul 20 kDa mono-PEG-et.
Amikor az interferon-B molekula PEG-ilalt, az altalaban 1-5 polietilén-glikol (PEG) molekulat
tartalmaz. Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint az interferon-molekula 1-5 PEG-molekulat
tartalmaz, mint példaul 1, 2 vagy 3 PEG-molekulat. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint
mindegyik PEG-molekulanak a molekulatomege kortilbeliil 5 kDa és 100 kDa koz6tti. Egy to-
vabbi megvalositasi mod szerint mindegyik PEG-molekulanak a molekulatomege korilbelil 10
kDa és 40 kDa kozotti. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint mindegyik PEG-molekulanak a
molekulatomege koriilbelil 12 kDa. Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint mindegyik PEG-
molekulanak a molekulatomege korilbeliil 20 kDa. El6nydsen az interferon-molekula 1-3
PEG-molekulat tartalmaz, amelyek mindegyikének a molekulatomege koriilbeliil 12 kDa, vagy
1 PEG-molekulat tartalmaz, amelynek a molekulatomege koriilbelil 20 kDa. Alkalmas PEG-

molekulak beszerezhet6k a Shearwater Polymers, Inc. és Enzon, Inc. cégektdl, és példaul az
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alabbiak lehetnek: SS-PEG, NPC-PEG, aldehid-PEG, mPEG-SPA, mPEG-SCM, mPEG-BTC,
SC-PEG, trezilalt mPEG (5 880 255. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat)
vagy oxikarbonil-oxi-N-dikarboxiimid-PEG (5 122 614. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi irat).

Egy még tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya eljaras legalabb egy in
vivo glikozilacids helyet tartalmazo sziildi IFNB polipeptid in vivo glikozilaciojanak névelésére,
amely szerint

i) a sziil6i IFNB polipeptid in vivo glikozilacios helyének kozelében elhelyezkedd elsd
poziciét elfoglalé aminosav-oldallancot szubsztitualunk egy méasodik aminosav-oldallanccal va-
rians IFNB polipeptidet eléallitva;

ii) mérjiik a varians glikozilaciojanak mértékét a sziil6i IFNB polipeptidéhez viszonyit-
va, Osszehasonlithatd kérilmények kozott glikozilald gazdasejtben toérténd expresszid vizsga-
lataval,

iil) sziikség esetén megismételjilk az i) 1épést a masodik aminosavnak egy harmadik
aminosavval torténd helyettesitésére és/vagy a glikozilacios hely kozelében elhelyezkedd ma-
sodik poziciot elfoglalé aminosav-oldallancnak egy masodik aminosav-oldallanccal torténd
szubsztitiiciojara, és megismételjitk az ii) lépest akar a szildi polipeptiden, akar az i) lépésben
eldallitott varians polipeptiden, és az i-iii) lépéseket addig ismételjitk, amig megndvekedett in
vivo glikozilaciét nem kapunk.

A sziildi polipeptid tartalmazhat természetben eléfordulé vagy természetben nem eld-
fordulé glikozilacios helyet, és példaul fent definialt sziil6i polipeptid lehet. A glikozilacios hely
kozelében elhelyezked aminosav-oldallanc példaul a jelen szakaszban azonositottak barmelyi-
ke.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya IFNB polipeptid glikozilalt
variansa, amelynek az aminosav-szekvenciaja kilonbozik a 2. azonosit6szami szekvencia sze-
rinti aminosav-szekvenciaja vad tipusii human interferon-p-étol, és az aldbbi mutacié-készletek
egyikét tartalmazza:

DI110F;

C17S+D110F;

C178+Q49N+Q51T;

C17S+F111N+R113T;,

C17S+Q49N+Q51T+F111N+R113T;

D110F+F111N+R113T;
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C17S+D110F+F11IN+R113T;

C17S+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T;

C17S+K19R;

C17S+K33R;

C17S+K45R;

C17S+K19R+K33R+K45R; vagy

C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+QS1T+D110F+F111IN+R113T,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG molekulat tartal-
maz.

Ezen mutacio-készletek mindegyikét egy egyedi megvalositasi modnak tekinthetjiik, €s
egy igénypont targyat képezhetik.

Egy specifikus megvalositasi mod szerint a talalmany targya az alabbi aminosav-szek-
venciaju interferon polipeptid glikozilalt variansa:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQKL LWQLNGRLEY CLKDRMNFDI PEEIKQLQNF

TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT

VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI

LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG molekulat tartal-
maz.

Egy masik specifikus megvalositasi mod szerint a talalmany targya az alabbi aminosav-
szekvenciaja ai polipeptid glikozilacios variansa:

MSYNLLGFLQ RSSNFQSQRL LWQLNGRLEY CLRDRMNFDI PEEIRQLQNF

TKEDAALTIY EMLQNIFAIF RQDSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLKT

VLEEKLEKEF NTTGKLMSSL HLKRYYGRIL HYLKAKEYSH CAWTIVRVEI

LRNFYFINRL TGYLRN,

és adott esetben egy vagy tobb polimert, példaul egy vagy tobb PEG molekulat tartal-
maz.

Egy megvalositasi mod szerint az IFNB-molekula glikozilalt és PEG-ilalt. Egy tovabbi
megvalositasi mod szerint az IFNB-molekula glikozilalt.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a glikozilalt interferon-f polipeptid 1-5 cukor-
molekularészt tartalmaz, mint példaul 1-3 cukor-molekularészt. Amikor az interferon-molekula
glikozilalt, elényosen N-glikozilalt. Amikor az interferon-molekula glikozilalt, altalaban 1-5

cukor-molekularészt tartalmaz, mint példaul 1-3 cukor-molekularészt. Egy tovabbi megvalosi-
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tasi mod szerint az interferon-molekula N-glikozilalt, és 1-5 cukor-molekularészt tartalmaz,
mint példaul 1-3 cukor-molekularészt. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint az interferon-
molekula N-glikozilalt, és 3 cukor-molekularészt tartalmaz. A fenti specifikus megvalositasi
mod szerint az interferon-B-molekula harom cukor-molekularészt tartalmaz, amelyek az N49,
N80 és N111 pozicidban talalhatok.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a glikozilalt interferon-p polipeptid tovabba
PEG-molekulat tartalmaz, elényosen 12 kDa vagy 20 kDa PEG-et, példaul 20 kDa mono-
PEG-et. Amikor az interferon-molekula PEG-ilalt, az altalaban 1-5 polietilén-glikol (PEG)
molekulat tartalmaz. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint az interferon-molekula 1-5 PEG-
molekulat tartalmaz, mint példaul 1, 2 vagy 3 PEG-molekulat. Egy tovabbi megvalositasi mod
szerint mindegyik PEG-molekulanak a molekulatomege korilbeliil 5 kDa és 100 kDa kozétti.
Egy tovabbi megvalodsitasi mod szerint mindegyik PEG-molekulanak a molekulatémege koniil-
beliil 10 kDa és 40 kDa kozotti. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint mindegyik PEG-
molekulanak a molekulatomege korilbeliil 12 kDa. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint
mindegyik PEG-molekulanak a molekulatomege korilbelil 20 kDa. Elonydsen az interferon-
molekula 1-3 PEG-molekulat tartalmaz, amelyek mindegyikének a molekulatomege koriilbeliil
12 kDa, vagy 1 PEG-molekulat tartalmaz, amelynek a molekulatomege korilbeliil 20 kDa. A
fenti specifikus megvalositasi modok szerint egy elényds megvalositasi mod szerint az interfe-
ron-f polipeptid 1-3 12 kDa PEG-molekulat tartalmaz. A fenti specifikus megvalositasi médok
szerint egy elonyds megvalositasi mod szerint az interferon-f polipeptid egy 20 kDa PEG-
molekulat tartalmaz. Alkalmas PEG-molekulak beszerezhetSk a Shearwater Polymers, Inc. és
Enzon, Inc. cégektdl, és példaul az alabbiak lehetnek: SS-PEG, NPC-PEG, aldehid-PEG,
mPEG-SPA, mPEG-SCM, mPEG-BTC, SC-PEG, trezilalt mPEG (5 880 255. szami amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat) vagy oxikarbonil-oxi-N-dikarboxiimid-PEG (5 122 614.
szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat).

Az ezen megvalositasi mod szerint glikozilalt varidnsokat rekombinans uiton expresszal-
tatjuk glikozilald gazdasejtben, elonyosen emlés gazdasejtben, mint példaul a *Cukor-moleku-
larészhez torténd kapcsolas’ szakaszban emlitettek barmelyikében.

ElényGsen az ezen megvalositasi mod szerinti varians megtartotta a sziiléi IFNB poli-
peptid IFNB expresszios szintjének (IU/ml) legnagyobb részét vagy egészét. Azonban amikor a
glikozilacios hely kozelében talalhaté aminosav-oldallanc szubsztitucidjaval kapott glikozila-
cio-novekedés nagyon magas, az expresszios szint csokkenése elfogadhato lehet, mindaddig,

amig a varians altalanos teljesitménye javitott a sziildi IFNB polipeptidéhez viszonyitva.
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Nyilvanvalo, hogy az ezen megvaldsitasi mod szerinti varidnsok normalis esetben a
PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti konjugatumokra leirt javitott tulaj-
donsagok barmelyikével rendelkeznek, példaul barmelyik olyan javitott tulajdonsaggal, amelyet
a fenti ’A PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tumok’ cimii szakaszban részletesebben is leirunk. |

Specifikus aminosav-szubsztituciokat tartalmazo varidnsok

A taldlmany egy tovabbi megvalositasi modja szerint a varians olyan, amely az L98P
muticiot tartalmazza a sziil6i IFNB polipeptidhez, elényosen a vad tipusa human IFNB-hez vi-
szonyitva, amelynek az aminosav-szekvenciajat az 1. azonosit6szamu szekvencian mutatjuk be.
A varians egyedil csak az L98P mutaciot tartalmazhatja, vagy tovabbi mutacidkat is tartal-
mazhat, példaul azon mutaciok barmelyikét, amelyeket az A PCT/DK00/00471. szami nem-

)

zetkozi bejelentés szerinti talalmany szerint konjugatum ...” szoveggel kezd6dd cimii szaka-
szokban vagy a 'Megnovekedett glikozilacidju variansok’ cimii szakaszban mutatunk be. Pél-
daul a varians tartalmazhatja az alabbi mutaciokat:

Q49N+Q51T+L98P+F11IN+R113T

C17S+Q49N+QS1T+L98P+F111IN+R113T

Tovabbi specifikus, taldlmany szerinti glikozilalt varidnsok az alabbi aminosav-
szubsztituciokat tartalmazzak (a 2. azonositoszamu szekvenciahoz viszonyitva):

C17S+Q49N+QS1T+F111N+R113T

S2N+N4T+C17S+QS1IN+ES3T;

S2N+N4T+C17S+QSIN+ES3T+F111N+R113T

Tovabbi specifikus, talalmany szerinti glikozilalt variansok az alabbi aminosav-
szubsztituciokat tartalmazzak (a 2. azonositdszami szekvenciahoz viszonyitva):

S2N+N4T+C17S+K19R+QS51N+ES3T+K123R

S2N+N4T+C17S+K19R+QSIN+ES3T+F111IN+R113T+K123R

S2N+N4T+C17S+K19R+K45R+QSIN+ES3T+F111N+R113T+K123R

Ezek a variansok tipikusan egy masodik nem polipeptid molekularészhez vannak kon-
jugalva, mint példaul polimerhez, példaul PEG-hez.

Nyilvanvalo, hogy az ezen megvalositasi mod szerinti variansok normalis esetben a
PCT/DKO00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti konjugatumokra leirt javitott tulaj-
donsagok barmelyikével rendelkeznek, példaul barmelyik olyan javitott tulajdonsaggal, amelyet

a fenti A PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti

konjugatumok’ cimii szakaszban részletesebben is leirunk.
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Variansok, amelyek fuzios fehérjék

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya varians IFNB polipeptid,
amely fuziés fehérje, amely a) IFNB polipeptidet és b) human szérumalbumin polipeptidet
(HSA) tartalmaz. A varians IFNB polipeptid példaul a PCT/DK00/00471. szamii nemzetkozi
bejelentésben leirt konjugatum polipeptid része, vagy talalmany szerinti glikozilalt varians. A
HSA példaul vad tipusi huméan szérumalbumin, vagy annak egy fragmense vagy variansa, pél-
daul a WO 97/24445. szami nemzetkozi kozzétételi iratban feltart human szérumalbumin
fragmensek barmelyike. Human szérumalbuminhoz valo fuziot leirnak a WO 93/15199.,
WO 93/15200. szamii nemzetkozi kozzétételi iratokban és az EP 413 622. szamu eurdpai sza-
badalmi iratban is.

A fuzios fehérje IFNB polipeptid és human szérumalbumin része kozvetleniil lehet
osszekapcsolva, vagy kapcsolopeptiden keresztiil lehet Osszekapcsolva, példaul amint a
WO 97/24445. szami nemzetkozi kozzétételi irat feltaja. A HSA az IFNB polipeptid C-
terminalis végéhez lehet kapcsolva, vagy az N-terminalis végéhez, adott esetben kapcsolopepti-
den keresztil.

A talalmany targykorébe tartozik, hogy az IFNB polipeptidnek és huméan szérumalbu-
minnak vagy vanansanak vagy fragmensének fuzidja a kapott fizids fehérje altalanosan
megndvekedett stabilitasat eredményezi.

Nyilvanvald, hogy az ezen megvaldsitasi mod szerinti varidnsok normalis esetben a
PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti konjugatumokra leirt javitott tulaj-
donsagok barmelyikével rendelkeznek, példaul barmelyik olyan javitott tulajdonsaggal, amelyet
a fenti A PCT/DKO00/00471. szamii nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti
konjugatumok’ cimii szakaszban részletesebben is leirunk.

A PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés feltiriasanak a részei

A PCT/DK00/00471. szamit nemzetkozi bejelentés szerinti taldlmdny szerinti
konjugdtum

A PCT/DK00/00471. szami nemzetkdzi bejelentés szerinti talalmany els6 megvalésitasi
mddjanak a targya IFNB aktivitast mutaté konjugatum, amely legalabb egy nem polipeptid
molekularészt tartalmaz kovalensen kapcsolva IFNB polipeptidhez, és amelynek az aminosav-
szekvencigja kulonbozik a vad tipusi human IFNB-t6l legalabb egy beépitett és legalabb egy
eltavolitott aminosav-oldallancban, amely a nem polipeptid molekularész szamara kapcsolo-

csoportot tartalmaz.
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A nem polipeptid molekularész szamara kapcsoldcsoportot hordozé aminosav-oldallan-
cok eltavolitasaval és/vagy beépitésével lehetséges specifikusan adaptalni a polipeptidet oly
modon, hogy érzékenyebb legyen a valasztott nem polipeptid molekularész konjugalasara, a
konjugacios mintazat optimalizalasara (példaul a nem polipeptid molekularészek optimalis el-
oszlatasira az IFNB-molekula felszinén és ezaltal példaul hatékonyan elfedni a polipeptid
epitopjait és egyéb felszini részeit azok funkcidjanak szignifikans zavarasa nélkiil). Példaul
kapcsolocsoportok beépitésével az IFNB polipeptidet erdsitjiik vagy masképpen megvaltoz-
tatjuk azon specifikus aminosav-oldallancai Osszetételében, amelyek relevansak a nem
polipeptid molekularész kotésében, ezaltal hatékonyabb, specifikusabb és/vagy kiterjedtebb
konjugéciot értink el. Egy vagy tobb kapcsolécsoport eltavolitasaval lehetséges a nem polipep-
gacio eldnytelen, példaul a polipeptid funkcids helyének kozelében talalhatd aminosav-oldallan-
cokhoz (mivel a konjugacio az ilyen helyeken a keletkezett konjugatum inaktivalasat vagy
csokkent IFNB aktivitasat eredményezheti a zavart receptor-felismerés miatt). Ezenfeliil eld-
nyos lehet eltavolitani masik kapcsoldcsoportok kozelében 1évé kapcsolocsoportot annak ér-
dekében, hogy elkertiljiik az ilyen csoportokhoz torténd heterogén konjugaciot.

Nyilvanvald, hogy a nem polipeptid molekularész szamara kapcsoldcsoportot tartalma-
z6 aminosav-oldallancot — akar eltavolitjuk, akar beépitjik — a nem polipeptid molekularész
természete alapjan vélasztjuk ki, és a legtobb esetben az alkalmazandd konjugacios eljaras
alapjan. Példaul amikor a nem polipeptid molekularész polimer molekula, mint példaul polieti-
lén-glikol vagy polialkilén-oxid eredetii molekula, a kapcsolocsoportként alkalmas aminosav-
oldallancokat a lizin, cisztein, aszparaginsav, glutaminsav és arginin alkotta csoportbdl valaszt-
hatjuk ki. Amikor a nem polipeptid molekularész cukor-molekularész, a kapcsolocsoport egy
in vivo glikozilacios hely, elonydsen N-glikozilacids hely.

Amikor nem polipeptid molekularész szamara val6 kapcsolocsoportot €pitiink be vagy
akér eltavolitunk a PCT/DK00/00471. szama nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti
IFNB polipeptidbe, az IFNB polipeptid modositando poziciojat az alabbiak szerint valasztjuk
ki:

A pozicio elényosen az IFNB polipeptid felszinén helyezkedik el, és elénydsebben
olyan aminosav foglalja el, amelynek az oldallanca t6bb mint 25%-ban érintkezik az olddszer-
rel, eldnyosen az oldallanc t6bb mint 50%-a érintkezik az olddszerrel. Ilyen poziciokat a hu-

méan IFNB molekula haromdimenziés szerkezetének az elemzése alapjann azonosithatunk,

amint azt leirjuk az ’Anyagok és eljarasok’ szakaszban.
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Mas megoldasképpen vagy ezenfeliil, a modositand6 poziciot IFNB fehérjeszekvencia-
csalad elemzése alapjan azonositjuk. Kozelebbrol, a modositand6 pozicié olyan lehet, amelyet
a csalad szul6i IFNB-tol eltérd tagjaiban olyan aminosav-oldallanc foglal el, amely relevans
kapcsolocsoportot tartalmaz (amikor ilyen aminosav-oldallancot akarunk beépiteni), vagy
amely a sziildi IFNB-ben igen, de a csalad tobbi tagjaban nem olyan aminosav-oldallanc foglal
el, amely relevans kapcsolocsoportot tartalmaz (amikor ilyen aminosav-oldallanc akarunk elta-
volitani).

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a kapcsolocsoportok optimalis eloszlasat, az
IFNB molekula felszinén elhelyezkedd aminosav-oldallancok kozétti tavolsagot az I[FNB
polipeptid haromdimenzids szerkezete alapjan szamitjuk ki. Kozelebbrol, meghatarozzuk az
ilyen kapcsolocsoportot tartalmazé aminosav-oldallancok CB-i kozotti tavolsagot, vagy egy
aminosav-oldallanc funkcids csoportja (NZ lizin esetében, CG aszparaginsav esetében, CD
glutaminsav esetében, SG cisztein esetében) és egy masik, kapcsolocsoportot tartalmazo ami-
nosav-oldallanc CB-je k6z6tti tavolsagot. Glicin esetében a CB helyett a CA-t alkalmazzuk. A
PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum IFNB-
polipeptid részében barmely ilyen tavolsag elényosen tobb mint 0,8 nm, elénydsebben tobb
mint 1,0 nm, annak érdekében, hogy elkeniljiikk vagy csokkentsiik a heterogén konjugaciot.

Ezenfelill a PCT/DK00/00471. szam(i nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti
konjugatum IFNB-polipeptid részében a IFNB receptorkotd helyének kozelében talalhato kap-
csolocsoportokat elonyosen eltavolitottuk, eldnydsen az ilyen kapcsoldcsoportot tartalmazo
aminosav-oldallanc szubsztitaciojaval. '

Egy még tovabbi, IFNB polipeptid modositasara altalanosan alkalmazhato megkozelité-
si mod a sziiléi IFNB-n jelen 1év6 epitop lefedése, és ezaltal annak tonkretétele vagy mas mo-
don térténd inaktivalasa, egy nem polipeptid molekularész konjugalasaval. A human IFNB
epitopjait a szakterilleten ismert eljarasok alkalmazasaval azonosithatjuk, amit epitop-
térképezésnek is neveznek [lasd példaul Romagnoli és mtsai., J. Biol. Chem. 380, 553-559.
old. (1999); DeLisser, HM., Methods Mol. Biol. 96, 11-20. old. (1999); Van de Water és
mtsai., Clin. Immunol. Immunopathol. 85, 229-235. old. (1997), Saint-Remy, J.M., Toxicology
119, 77-81. old. (1997) és Lane, D.P. és Stephen, C.W., Curr. Opin. Immunol. 5, 268-271.
old. (1993)]. Egy eljaras fagprezentacios konyvtar létrehozasa, amely példaul 9 aminosav-
oldallanc hossziisag véletlenszeri oligopeptideket expresszal. Human IFNB elleni specifikus
antiszérumokbdl IgGl ellenanyagokat tisztitunk immunprecipitacioval, és a reagalé fagokat

immunblottolassal azonositjuk. A tisztitott reagald fagok DNS-ének a szekvenalasaval megha-
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tarozhatjuk az oligopeptid szekvenciajat, majd lokalizalhatjuk a szekvenciat az IFNB harom-
dimenzios szerkezetében. Mas megoldasképpen epitopokat azonosithatunk az 5 041 376. sza-
mu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban leirt eljaras szerint. Az igy azonositott ré-
gio a szerkezetben egy epitopot képvisel, amelyet azutan kivalaszthatunk célrégioként a nem
polipeptid molekularész szamara szolgalo kapcsolocsoport beépitésére. Elonyésen a human
rekombinans IFNB (amely adott esetben tartalmazza C17S mutaciot) legalabb egy epitopjat,
mint példaul kettd, harom vagy négy epitopjat fedjik el nem polipeptid molekularésszel a
PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerint. Ennek megfeleld
egy megvalositasi mod szerint a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti ta-
lalmany szerinti konjugatumban legalabb egy lefedett epitop van a vad tipusi huméan IFNB-hez
— amely adott esetben tartalmazza a C17S mutaciét —, vagy barmilyen kereskedelmi forga-
lomban kaphato IFNB-hez hasonlitva. Elonyosen a PCT/DK00/00471. szamii nemzetkozi be-
jelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum olyan polipeptidet tartalmaz, amely Ggy van mo-
dositva, hogy a Q49 és/vagy F111 aminosav-oldallanc kozelében talalhato epitop van lefedve.
Ezt nem polipeptid molekularész szamara val6 kapcsolocsoport beépitésével érhetjik el a Q49
és/vagy F111 kozelében elhelyezkedd (azaz 4 aminosav-oldallancon beliil az elsddleges szek-
venciaban vagy 1 nm-en belil a harmadlagos szerkezetben) pozicidban. Az 1 nm tavolsagot a
CB-k (glicin esetében CA-k) kozott mérjiik. Ilyen specifikus beépitéseket bemutatunk az alabbi
szakaszokban.

Kapcsoldcsoport eltavolitasa esetében az ilyen csoportot tartalmazo, és fent meghata-
rozott poziciot elfoglalé relevans aminosav-oldallancot elényosen olyan eltérd aminosav-
oldallanccal szubsztitualunk, amely nem tartalmaz a kérdéses nem polipeptid molekularész
szamara kapcsolocsoportot.

Kapcsolocsoport beépitése esetében ilyen kapcsolocsoportot tartalmazd aminosav-
oldallancot épitiink be az adott pozicidba, elonyosen az ilyen pozicidt elfoglalo aminosav-
oldallanc szubsztitucidjaval.

A konjugacié szamara hozzaférhet és az IFNB polipeptiden jelen 1évé kapcsoldcso-
portok pontos szama az elérend6 konjugacio kivant hatasatdl fiigg. A kivant hatas példaul fiigg
a konjugacio természetétdl és mértékétol (példaul a nem polipeptid molekularész tipusatol, a
polipeptidhez konjugalhaté nem polipeptid molekularészek kivant vagy lehetséges szamatdl,
hol kell azokat konjugalni vagy hol kell elkeriilni a konjugacidjukat, stb.). Példaul, ha csékkent
immunogenitast kivanunk elérni, a kapcsolocsoportok szama (és elhelyezkedése) elég kell,

hogy legyen a legtobb vagy az Osszes epitop lefedésére. Ezt normélis esetben ugy érhetjiik el,
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hogy az IFNB polipeptid nagyobb részét elfedjiik. Az epitdpok hatékony lefedését normalis
esetben akkor érjiik el, amikor a konjugalasra hozzaférhetd kapcsoldcsoportok Osszes szama
1-10 kapcsolocsoport kézotti tartoméanyban van, elénydsen a 2-8 tartomanyban, mint példaul
3-7.

A funkcionalis in vivo féléletid6 tobbek kozott fugg a konjugatum molekulatomegétol
és a megnovekedett féléletidd biztositasahoz szitkséges kapcsolocsoportok szamatol, ily mo-
don fligg a kérdéses nem polipeptid molekularész molekulatomegétdl. Egy megvalositasi mod
szerint a PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti
konjugatum molekulatomege legalabb 67 kDa, eldnydsen legalabb 70 kDa, SDS-PAGE-val
mérve Laemmli eljarasa szerint [Nature 227, 680-685. old. (1970)]. Az IFNB molekulatomeg
korilbeliil 20 kDa, és ezéltal koriilbeliil 50 kDa-ra van sziikség a kivant hatas eléréséhez. Ezt
példaul 5, 10, 12 vagy 20 kDa PEG-molekulakkal érhetjiik el, vagy mint ahogyan masképpen
leirjuk a leirasban.

Annak érdekében, hogy elkeriiljik a sziil6i human IFNB molekula szerkezetének és
funkciojanak a nagyobb mértékii megzavarasat, a PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi beje-
lentés szerinti talallmany szerint megvaltoztatandé6 aminosav-oldallancok Osszes szama (a 2.
azonositdszamu szekvencia szerinti aminosav-szekvenciahoz viszonyitva) nem haladja meg a
15-6t. Elénydsen az IFNB polipeptid olyan aminosav-szekvenciat tartalmaz,, amely 1-15 ami-
nosav-oldallancban kiilénbézik a 2. azonositoszami szekvencia szerinti aminosav-szekvencia-
tol, mint példaul 1-8 vagy 2-8 aminosav-oldallancban, példaul 1-5 vagy 2-5 aminosav-oldal-
lancban kiilonbozik a 2. azonositészami szekvencia szerinti aminosav-szekvenciatél. Ily moé-
don normalis esetben az IFNB polipeptid olyan aminosav-szekvenciat tartalmaz, amely 1, 2, 3,
4,567, 89,10, 11, 12, 13, 14 vagy 15 aminosav-oldallancban kiillonbézik a 2. azonosito-
szamu szekvencia szerinti aminosav-szekvenciatol. Eldnyosen a fenti szamok vagy a beépitett
aminosavak Osszes szamat, vagy az eltavolitott aminosavak Osszes szamat jelentik, amelyek a
relevans nem polipeptid molekularész szamara kapcsolocsoportot tartalmaznak, vagy az ilyen
csoportot tartalmazo beépitett vagy eltavolitott aminosav-oldallancok 6sszes szamat jelentik.

A PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tumban elényos, ha a konjugalhat6 kapcsolocsoportok legalabb koriilbeliil 50%-a, mint példaul
legalabb koriilbeliil 80%-a, és elénydsen az Osszes ilyen csoport el van foglalva a relevans nem
polipeptid molekularész altal. Ennek megfeleléen egy elény6s megvalositasi mod szerint a
PCT/DK00/00471. szami nemzetk6zi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum példaul

1-10, mint példaul 2-8 vagy 3-6 nem polipeptid molekularészt tartalmaz.
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A PCT/DKO00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tumnak az alabbiak koziil egy vagy tobb javitott tulajdonsaga van (6sszehasonlithatd koriilmé-
nyek kozott meghatarozva):

csokkent immunogenitas a vad tipusi human IFNB-hez (példaul Avonex vagy Rebif)
vagy Betaseron-hoz viszonyitva, példaul legalabb 25%-os, mint példaul legalabb 50%-os, és
elédnydsebben legalabb 75%-o0s csokkenés;

megnovekedett funkcionalis in vivo féléletid6 és/vagy megnovekedett szérum féléletidd
a vad tipusi human IFNB-hez (példaul Avonex vagy Rebif) vagy Betaseron-hoz viszonyitva;

csokkent vagy semmilyen reakcié vad tipusii human IFNB-vel (példaul Avonex vagy
Rebif) vagy Betaseron-nal kezelt paciensekbol szarmazo semlegesitd ellenanyagokkal, példaul
a semlegesités legalabb 25%-os, mint példaul legalabb 50%-os, és elénydsebben legalabb 75%-
os csOkkenése;

A PCT/DK00/00471. szam nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tum antiviralis aktivitasinak a nagysagrendje nem kritikus, és ily moédon csokkent lehet (példa-
ul akar 75%-kal) vagy megnovekedett lehet (példaul legalabb 5%-kal) a vad tipusu human
IFNB-hez (példaul Avonex vagy Rebif) vagy Betaseron-hoz viszonyitva, 6sszehasonlithat6 ko-
riilmények kozott meghatarozva.

Ezenfeliil az antiviralis aktivitas mértéke a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi beje-
lentés szerinti talalmany szerinti konjugatum anntiproliferativ aktivitdsahoz viszonyitva valtoz-
hat, és ily médon lehet magasabb, alacsonyabb vagy azonos, mint a vad tipusi huméan IFNB-€.

A PCT/DK00/00471. szam( nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tum, amelyben a nem polipeptid molekularész olyan molekula, amelynek lizin a kapcsolocso-
portja

A PCT/DKO00/00471. szam nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany egy elényds meg-
valositasi modja szerint az elsé nem polipeptid molekularésznek lizin a kapcsolocsoportja, €s
ily moédon az IFNB polipeptid olyan, amely olyan aminosav-szekvenciat tartalmaz, amely ki-
lonbozik a vad tipusi huméan IFNB-t6l legalabb egy beépitett és/vagy legalabb egy eltavolitott
lizinben. Mig a nem polipeptid molekularész barmilyen olyan lehet, amely ko6t6dik lizin oldal-
lanchoz, példaul annak e-amino csoportjéhoz, mint példaul polimer molekula, lipofil csoport,
szerves derivatizald agens vagy szénhidrat molekularész, az elényosen a ’Konjugacié polimer
molekulakhoz’ szakaszban emlitett polimer molekulak barmelyike, elonydsen elagazo vagy li-
nearis PEG vagy polialkilén-oxid. Legelénydsebben a polimer molekula PEG, és a konjugalasra

alkalmazandé aktivalt molekula az alabbiak barmelyike: SS-PEG, NPC-PEG, aldehid-PEG,
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mPEG-SPA, mPEG-SCM, mPEG-BTC a Shearwater Polymers, Inc. cégtdl, SC-PEG az
Enzon. Inc. cégtdl, trezilalt mPEG (5 880 255. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadal-
mi irat) vagy oxikarbonil-oxi-N-dikarboxiimid-PEG (5 122 614. szami amerikai egyesilt al-
lamokbeli szabadalmi irat). Normalis esetben a lizin oldallanchoz torténé konjugéilas esetén a
nem polipeptid molekularész molekulatomege koriilbeliil S, 10, 12 vagy 20 kDa.

A PCT/DKO00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany egy megvalositasi
modja szerint az IFNB polipeptid aminosav-szekvenciaja kiilonb6zik a human vad tipusi IFNB
eltavolitott lizin oldallincban. Az — elényosen helyettesitéssel — eltavolitandd lizin oldallanc
az alabbiak barmelyike: K19, K33, K45, K52, K99, K105, K108, K115, K123, K134 vagy
K136. A lizin oldallanco(ka)t helyettesithetjiik barmilyen mas aminosav-oldallanccal, de el5-
nydsen arginin vagy glutamin oldallanccal helyettesitjik annak érdekében, hogy a legkisebb
szerkezeti kiilonbséget eredményezze. Kozelebbrodl a polipeptid rész olyan lehet, amelyben a
K19, K45, K52 és/vagy K123, elonyosen a K19, K45 és/vagy K123 helyettesitve van/lett bar-
milyen mas aminosav-oldallanccal, eldnyosen argininnel vagy glutaminnal. Példaul a
PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum IFNB
polipeptid része az alabbi listabol valasztott aminosav-szubsztituciok kombinacidjat tartalmaz-
za:

K19R+K45R+K123R;

K19Q+K45R+K123R;

K19R+K45Q+K123R;

K19R+K45R+K123Q);

K19Q+K45Q+K123R;

K19R+K45Q+K123Q);

K19Q+K45R+K123Q);

K19Q+K45Q+K123Q;

K45R+K123R;

K45Q+K123R:

K45Q+K123Q;

K45R+K123Q;

K19R+K123R;

K19Q+K123R;

KI19R+K123Q;
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K19Q+K123Q:

K19R+K45R;

K19Q+K45R;

K19R+K45Q; vagy

K19Q+K45Q.

Ezenfelil vagy mas megoldasképpen a fenti listaban emlitett aminosav-szubsztitiiciok
mellett a polipeptid rész legalabb egy szubsztiticiét tartalmazhat az alabbiak koziil: K33R,
K33Q, K52R, K52Q, K99R, K99Q, K105R, K105Q, K108R, K108Q, K115R, K115Q,
K134R, K134Q, K136R vagy K136Q, példaul legalabb egyet az alabbi szubsztiticiok koziil:

K52R+K134R,

K99R+K136R;

K33R+K105R+K136R;

K52R+K108R+K134R,;

K99R+K115R+K136R;

K19R+K33R+K45R+K123R;

K19R+K45R+K52R+K123R;

K19R+K33R+K45R+K52R+K123R; vagy

K19R+K45R+KS52R+K99R+K123R.

A PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany egy tovabbi meg-
valositasi modja szerint az IFNB polipeptid aminosav-szekvenciaja kiilonbozik a 2. azonosito-
szamu szekvencia szerinti aminosav-szekvenciatol annyiban, hogy a lizin oldallancot legalabb
egy olyan aminosav-oldallanc szubsztitucidjaval épitettiik be, amely a sziil6i IFNB molekulaban
felszini kitettségii aminosav-oldallanc altal elfoglalt poziciot foglal el, elénydsen olyan amino-
sav-oldallanc altal elfoglalt poziciot, amelynek az oldallancanak legalabb 25%-a, mint példaul
legalabb 50%-a felszini kitettségh. Elonyosen a szubsztitudlandé aminosav-oldallanc a 2. azo-
nositészamu szekvencia N4, F8, L9, R11, S12, F15, Q16, Q18, L20, W22, Q23, G26, R27,
L28, E29, Y30, L32, R3S, M36, N37, D39, P41, E42, E43, L47, Q48, Q49, TS8, Q64, N65,
F67, A68, R71, Q72, D73, S75, S76, G78, N80, E81,183, E85, N86, A89, N90, Y92, H93,
H97, T100, L102, E103, L106, E107, E109, D110, F111, R113, G114, L116, M117, L120,
H121, R124, G127, R128, L130, H131, E137, Y138, H140, 1145, R147, V148, E149, R152,
Y155, F156, N158, R159, G162, Y163, R165 vagy N166 aminosavanak barmelyike.

Elonyosebben, az IFNB polipeptid aminosav-szekvencidja annyiban kiilonbozik a 2.

azonositoszamu szekvencia szerinti aminosav-szekvenciatol, hogy egy lizin oldallanc lett —
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szubsztitucioval — beépitve az alabbi poziciok barmelyikét elfoglald legalabb egy aminosav-
oldallanc helyére: N4, F8, L9, R11, S12, G26, R27, E29, R35, N37, D39, E42, L47, Q48,
Q49, A68, R71, Q72, D73, S75, G78, N80, E85, N86, A89, Y92, H93, DI 10, F111, R113,
L116, H121, R124, G127, R128, R147, V148, Y155, N158, R159, G162 vagy R165, és még
elonyosebben az alabbiak barmelyikének a helyére: N4, R11, G26, R27, Q48, Q49, R71, D73,
S75, N80, E8S, A89, Y92, H93, F111, R113, L116, R124, G127, R128, Y155, N158 vagy
G162, és legelonyosebben az alabbiak barmelyikének a helyére: R11, Q49, R71, S75, N80,
E85, A89, H93, F111, R113, L116 vagy Y155, és legelonyosebben Q49 vagy F111.

A PCT/DK00/00471. szamu nemzetkzi bejelentés szerinti talalmany ezen megvalosita-
si modja szerint az IFNB polipeptid lizinre torténd szubsztitiiciot tartalmaz a fenti poziciok ko-
ziil egyben vagy tobben, elénydsen 1-15, mint példaul 1-8 vagy 1-5 pozicioban, és elonyoseb-
ben legalabb két pozicidban, mint példaul 2-8 vagy 2-5 pozicidban.

A PCT/DKO00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany egy tovabbi meg-
valositasi modja szerint a konjugatum IFNB polipeptid része legalabb egy eltavolitott és lega-
1abb egy beépitett lizin oldallancban kiilonbozik, mint példaul 1-5 vagy 2-5 eltavolitott lizin ol-
dallancban és 1-5 vagy 2-5 beépitett lizin oldallancban. Nyilvanvald, hogy az eltavolitand6 és
beépitendd lizin oldallancokat elénydsen az ebben a szakaszban feltartak koziil valasztjuk ki.

A PCT/DKO00/00471. szam( nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany ezen megvalosita-
si modja szerint a konjugalhato lizin oldallancok 0sszes szama elényosen az 1-10 tartomanyban
van, mint példaul 2-8 vagy 3-7.

Példaul a PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany ezen meg-
valositasi modja szerinti konjugatum IFNB polipeptid része az alabbi szubsztitucidk legalabb
egyikét tartalmazhatja: R11K, Q48K, Q49K, R71K, S75K, N8OK, E85K, A89K, H93K,
F111K, R113K, L116K vagy Y155K; elonyosebben R11K, Q49K, R71K, S75K, N8OK,
E85K, A89K, H93K, F111K, R113K, L116K vagy Y155K, kombinalva az alabbi szubsztitici-
Ok legalabb egyikével: K19R/Q K33R/Q K45R/Q, K52R/Q, K99R/Q, K105R/Q, K108R/Q,
K115R/Q, K123R/Q, K134R/Q vagy K136R/Q, ahol R/Q jelentése szubsztitucio R vagy Q ol-
dallancra, elényosen R oldallancra. Elonyosebben az IFNB polipeptid legalabb egyet tartalmaz
az alabbi szubsztiticiok kozil: R11K, Q49K, R71K, S75K, N80OK, E85K, A89K, HO3K,
F111K, R113K, L116K vagy Y155K, elonyosen Q49K, F111K és/vagy N80K, kombinalva a
K19, K45, K52 és/vagy K123 legalabb egyikének szubsztitucidjaval eldnydsen R vagy Q ol-
dallancra. Kozelebbrdl az IFNB polipeptid Q49K, F111K vagy N80OK szubsztitiiciok legalabb
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egyikét tartalmazza, kombinalva a lizin oldallanc eltavolitasara fent emlitett szubsztituciok le-
galabb egyikével. Példaul az IFNB polipeptid tartalmazhatja az alabbi szubsztituciokat:

Y+Z+K19R+K45R+K123R,;

Y+Z+K19Q+K45R+K123R;

Y+Z+K19R+K45Q+K123R;

Y+Z+K19R+K45R+K123Q);

Y+Z+K19Q+K45Q+K123R;

Y'Z+K19R+K45Q+K123Q;

Y+Z+K19Q+K45R+K123Q;

Y+Z+K19Q+K45Q+K123Q;

Y+Z+K45R+K123R;

Y+Z+K45Q+K123R;

Y+Z+K45Q+K123Q;

Y+Z+K45R+K123Q;

Y+Z+K19R+K123R,

Y+Z+K19Q+K123R;

Y+Z+K19R+K123Q;

Y+Z+K19Q+K123Q;

Y+Z+K19R+KA45R;

Y+Z+K19Q+K45R;

Y+Z+K19R+K45Q; vagy

Y+Z+K19Q+K45Q,

ahol Y jelentése a Q49K, F111K, N8OK, Q49K+F111K, Q49K+N80K, F111K+N80K
vagy Q49K+F111K+N80K szubsztituciok barmelyike, és Z hianyzik vagy a legalabb egy
szubsztiticiot jelent az alabbiak kozil: K33R, K33Q, K52R, K52Q, K99R, K99Q, K105R,
K105Q, K108R, K108Q, K115R,K115Q,K134R,K134Q, K136R vagy K136Q. Elonyosen az
IFNB polipeptid az Y+Z+K19R+K45Q+K123R szubsztituciot tartalmazza, ahol Y és Z jelen-
tése a fent megadott.

Kozelebbrél a PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany ezen
megvaldsitasi modja szerint az IFNB polipeptid az alabbi szubsztiticiok egyikét tartalmazhatja:

K19R+K45R+F111K+K123R,;

K19R+K45R+Q49K+F111K+K123R,;

K19R+K45R+Q49K+K123R,;
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K19R+K45R+ F111K;

K19R+K45R+Q49K+F111K;

K19R+Q49K+K123R;

K19R+Q49K+F111K+K123R,

K45Q+F111K+K123Q;

K45R+Q49K+K123R; vagy

K45R+Q49K+F111K+K123R.

Kilonosen nem glikolizald6 gazdaban, mint példaul E. coli-ban torténd expresszaltatas
esetén az IFNB polipeptid tartalmazhatja a N80OK vagy C17S+N80K szubsztiticiot, adott eset-
ben kombinalva a K19R/Q; K45R/Q; K52R/Q vagy K123R/Q szubsztituciok koziil eggyel
vagy tobbel. Az N8OK szubsztitucio kiilonos jelentoséggel bir, amikor az IFNB polipeptidet
nem glikozilalé gazdasejtben expresszaltatjuk, mivel az N80 a human IFNB elvalaszthatatlan
glikozilacios helyének részét képezi, és az ilyen helyen végzett konjugaci6 utanozhatja a termé-
szetes glikozilaciot.

Ezenfelil el6nyos, hogy a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkdzi bejelentés szerinti ta-
lalmany ezen megvalésitasi modja szerint konjugatum legalabb kettd els6 nem polipeptid mole-
kularészt tartalmaz, mint példaul 2-8 molekularészt.

A PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tum, amelyben a nem polipeptid molekularész cisztein oldallanchoz kapcsolodik

Egy még tovabbi megvalositasi mod szerint a PCT/DKO00/00471. szami nemzetko6zi
bejelentés szerinti talalmany targya IFNB-aktivitast mutat6é konjugatum, amely legalabb egy el-
s6 nem polipeptid molekularészt tartalmaz, amely az IFNB polipeptid legalabb egy cisztein ol-
dallancahoz kapcsolodik, és amelynek az aminosav-szekvenciaja annyiban kiilonbozik a vad ti-
pusi human IFNB-étol, hogy legalabb egy cisztein oldallanc lett beépitve elénydsen szubszti-
ticidval egy olyan pozicioba, amelyet a szil6i IFNB molekulaban olyan aminosav-oldallanc
foglal el, amely a molekula felszinén talalhato, és amely oldallancanak el6ny6sen legalabb 25%-
a, mint példaul legalabb 50%-a a felszinen talalhat6. Példaul az aminosav-oldallanc a 2. azono-
sitoszamu szekvencia F8, L9, R11, S12, F15, Q16, Q18, L20, W22, 128, L32, M36, P41,
T58, Q64, N65, F67, 183, E8S, N86, A89, N90, Y92, H93, H97, T100, L102, E103, L106,
M117, L120, H121, R124, G127, R128, L130, H131, H140, 1145, R147, V148, E149, R152,
Y155 vagy F156 oldallancainak barmelyike.

Ezenfeliil vagy mas megoldasképpen a szubsztitliciot eldnyodsen treonin vagy szerin ol-

dallanc altal elfoglalt pozicioban hajtjuk végre. Példaul ilyen pozicio az alabbiak barmelyike:
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82, S12, S13, TS8, S74, 875, S76, T77, T82, T100, T112, S118, S119, S139, T144 vagy
T161, eldonydsebben S2, S12, S13, S74, S75, S76, T77, T82, T100, T112, S118, S119, S139
vagy T144 (felszini kitettségh oldallanc), még elonyosebben S2, S12, S75, S76, T82, T100,
S119 vagy S139 (amelyek oldallincanak legalabb 25%-a felszini kitettségii), és még elényo-
sebben S12, §75, T82 vagy T100 (amelyek oldallancanak legalabb 50%-a felszini kitettségii).

A fenti treonin vagy szerin szubsztiticiok kozil a szerin szubsztituciok elénydsek. En-
nek megfelelden a PCT/DK00/00471. szam\ nemzetkozi bejelentés szerinti talallméany még els-
nyosebb megvalositasi modjai szerint a pozicid az alabbiak barmelyike: S2, S12, S13, S74,
S75, S76, S118, S119 vagy S139, elonydsebben S2, S12, S13, S74, S75, S76, S118, S119
vagy S139, még elényosebben S2, S12, S75, S76, S 119 vagy S139, és még elonydsebben S
12 vagy S75.

Egy megvaldsitasi mod szerint csak egy cisztein oldallancot épitiink be az IFNB
polipeptid annak érdekében, hogy elkeriljiik a diszulfid-hidak kialakulasat két vagy tobb be-
épitett cisztein oldallanc k6zo6tt. Ebben a vonatkozasban a vad tipusi huméan IFNB-ben meg-
talalhato C17-et eltavolithatjuk, elényosen szubsztiticioval, killondsen S-el vagy A-val torténd
szubsztitucioval. Egy masik megvalositasi mod szerint két vagy tobb cisztein oldallancot épi-
tiink be, mint példaul 2-6 vagy 2-4 cisztein oldallancot. Elényosen a PCT/DK00/00471. szamu
nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany ezen megvalositasi modja szerinti konjugatum IFNB
polipeptid része az L47C, Q48C, Q49C, D110C, F111C vagy R113C mutaciét tartalmazza,
eldnyosen ezen mutaciok koziil csak egyet, adott esetben kombinalva a C17S mutacioval. Az
IFNB polipeptid tartalmazhatja a C17S+N80C szubsztituciot is.

Bar A PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany ezen megva-
16sitasi modja szerinti els6 nem polipeptid molekularész barmilyen olyan molekula lehet, amely
— az adott konjugacios eljarast alkalmazva — ciszteint tartalmaz kapcsolocsoportként (mint
példaul szénhidrat molekularész, lipofil csoport vagy szerves derivatizalé agens), elonyos, ha a
nem polipeptid molekularész polimer molekula. A polimer molekula a *Konjugalas polimer
molekulahoz’ szakaszban emlitett barmelyik molekula lehet, de elonydsen lineéris vagy elagazé
polietilén-glikol vagy polialkan-oxid. Legelényosebben a polimer molekula VS-PEG. A
polipeptid és a polimer kozotti konjugalast barmilyen alkalmas modon elvégezhetjiik, példaul a
’Konjugalas polimer molekulahoz’ szakaszban leirt médon, példaul az emlitett szakaszban is-
mertetett egylépéses eljarassal vagy lépésenként. Amikor az IFNB polipeptid csak egy konju-
galhaté cisztein oldallancot tartalmaz, ezt elénydsen egy korilbelil 20 kDa molekulatomegi

elsd nem polipeptid molekularészhez konjugaljuk, akar kozvetleniil, akar kozvetve alacsony
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molekulatomegii polimeren keresztiil (amint azt a WO 99/55377. szamu nemzetkozi kozzété-
teli irat feltarja). Amikor a konjugétum két vagy tobb els6 nem polipeptid molekularészt tar-
talmaz, normalis esetben ezek mindegyikének 5 vagy 10 kDa a molekulatémege.

A PCT/DK00/00471. szam nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tum, amelyben a nem polipeptid molekularész savas csoporthoz kapcsolodik

A PCT/DK00/00471. szamu nemzetkdzi bejelentés szerinti talalméany egy még tovabbi
elényos megvaldsitasi modja szerint a talalmany targya IFNB aktivitast mutatd konjugatum,
amely legalabb egy, savas kapcsolocsoportot tartalmazd elsd nem polipeptid molekularészt
tartalmaz, amely molekularész az IFNB polipeptid legalabb egy aszparaginsav vagy glutamin-
sav oldallancahoz van konjugalva, és amelynek az aminosav-szekvenciaja sorrendben legalabb
egy beépitett és/vagy eltavolitott aszparaginsav vagy glutaminsav oldallancban kilonbézik a
vad tipusu human IFNB-ét6l. A relevans aminosav-oldallancot barmilyen felszini kitettségi
aminosav-oldallanc altal elfoglalt pozicidba beépithetjiik, elonydsen olyan aminosavéba, amely
oldallancanak legalabb 25%-a felszini kitettségi. Elonyosen az alabbi poziciok barmelyikét el-
foglalo legalabb egy aminosav-oldallanc lett szubsztitualva aszparaginsav oldallanccal vagy
glutaminsav oldallanccal: N4, LS, L6, F8, L9, Q10, R11, S12, S13, F15, Q16, Q18, K19, L20,
W22, Q23, L24, N25, G26, R27, Y30, M36, Q46, Q438, Q49, 166, F67, A68, 169, F70, R71,
S75, T82, 183, L87, A89, N90, V91, Y92, H93, Q94, 195, N96, H97, K108, F111, L116,
L1120, K123, R124, Y126, G127, R128, L130, H131, Y132, K134, A135, H140, T144, R147,
Y155, F156, N158, R159, G162, Y163 vagy R165.

Elényosebben a pozicié az alabbiak barmelyike: N4, LS, F8, L9, R11, S12, F15, Q16,
Q18, K19, W22, Q23, G26, R27, Y30, M36, Q46, Q48, Q49, A68, R71, S75, T82, A89, N9,
Y92, H93, N96, H97, K108, F111, L116, L120, K123, R124, G127, R128, L130, H131,
K134, A135, H140, Y155, N158, R159, G162, Y163 vagy R165, mint példaul N4, L5, F8,
S12, F15, Q16, K19, W22, Q23, R27, Y30, M36, Q46, Q48, Q49, R71, S75, T82, A89, Y92,
H93, K108, F111, L116, K123, R124, G127, H131, K134, A135, Y155 vagy R165, még elo-
nyosebben N4, L5, F8, S12, F15, Q16, K19, W22, Q23, R27, Y30, Q46, Q48, Q49, S75, T82,
A89, Y92, H93, K108, F111, L116, R124, G127, H131, K134, Y155 vagy R165, mint példaul
LS, F8, S12, F15, Q16, K19, W22, Q23, Q48, Q49, Y92, H93, R124, G127, H131 vagy
Y155, még eldnyosebben S12, Q16, K19, Q23, Q48, Q49, Y92, H93, R124, G127, H131
vagy Y155, mint példaul S12, Q16, K19, Q23, Q48, Y92, H93, R124, G127, HI131 vagy
Y155, kilonosen S12, Q16, K19, Q23, Q48, HI3 vagy H131, még elénydsebben S12, Q16,
K19, Q48, H93 vagy H131, és legelonyosebben Q16 vagy Q48.
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Ezenfeliil annak érdekében, hogy elegendé szami nem polipeptid molekularészt érjiink
el, elényos, ha legalabb két aszparaginsav oldallancot, vagy legalabb két glutaminsav oldallan-
PCT/DKO00/00471. szamu nemzetk$zi bejelentés szerinti talalmany ezen megvaldsitasi modja
szerinti konjugatum legalabb kett6 elsé nem polipeptid molekularészt tartalmaz.

Egy aminosav-oldallanc eltavolitasa esetében az IFNB polipeptid aminosav-szekvencia-
ja kiilonbozik a human vad tipusu IFNB-ét6l legalabb egy eltavolitott aszparaginsav vagy
glutaminsav oldallancban, mint példaul 1-5 eltavolitott oldallancban, kozelebbrol 1-4 vagy 1-3
eltavolitott aszparaginsav vagy glutaminsav oldallancban. Az — elényosen helyettesitéssel —
eltavolitando oldallanc(ok) az alabbiak barmelyike: D34, D39, D54, D73, D110, E29, E42,
E43, E53, E61, ER1, E85, E103, E104, E107, E109, E137 vagy E149. Az aszparaginsav vagy
glutaminsav oldallanco(ka)t helyettesithetjiik barmilyen masik aminosav-oldallanccal, de el6-
nydsen arginin vagy glutamin oldallanccal helyettesitjiikk azokat. Bar az els6 nem polipeptid
molekularész lehet barmilyen ilyen tulajdonsagi nem polipeptid molekularész, jelenleg elonyos,
ha a nem polipeptid molekularész polimer molekula vagy szerves derivatizal6 agens, amely
kapcsoldcsoportként savas csoportot tartalmaz, kiilonosen olyan polimer molekula, mint pél-
daul a PEG, és a konjugatumot példaul a Sakane és Pardridge altal leirt modon allitjuk el
[Pharmceutical Research 14, 1085-1091. old. (1997)]. Normélis esetben a savas csoporthoz
torténd konjugalas esetén a nem polipeptid molekularész molekulatomege korlbeliil 5 vagy 10
kDa.

A PCT/DKO00/00471. szami nemzetkézi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tum, amely egy masodik nem polipeptid molekularészt tartalmaz

Az elsé nem polipeptid molekularész mellett (amint azt a megel6z6 szakaszokban leir-
tuk) a PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum
tartalmazhat egy masodik, az els6 nem polipeptid molekularésztdl kiilonb6z6 tipusi nem
polipeptid molekularészt is. Elénydsen azokban a fent leirt konjugatumokban, amelyekben az
elsé nem polipeptid molekularész példaul polimer molekula, mint példaul PEG, a masodik nem
polipeptid molekularész cukor-molekularész, elényosen N-kapcsolt cukor-molekularész. Mig a
masodik nem polipeptid molekularészt a human IFNB természetben eléforduld glikozilacids
helyéhez kapcsolhatjuk, példaul az N80 altal meghatarozott N-kapcsolt glikozilaciés helyhez,
normalis esetben eldnyos, ha legalabb egy tovabbi glikozilacids helyet is beépitiink az IFNB
polipeptidbe. Ilyen hely példaul a kozvetleniil kovetkez6, A PCT/DK00/00471. szamu nem-

zetkozi bejelentés szerinti talalméany szerinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid molekula-
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rész cukor-molekularész’ szakaszban leirt barmelyik hely. Ezenfelil ha esetlegesen legalabb
egy tovabbi glikozilacids helyet is beépitiink, ezt kisérheti egy mar meglévd glikozilacios hely
eltavolitasa, amint alabb leirjuk.

Nyilvanval6, hogy a kapcsolt elsé és masodik nem polipeptid molekularész optimalis
eloszlasa érdekében az IFNB polipeptidet médosithatjuk az elsd, valamint a masodik nem
polipeptid molekularész kapcsolocsoportjai szamanak és eloszlasanak tekintetében, oly médon
példaul, hogy az elsé nem polipeptid molekularész legalabb egy kapcsoldcsoportjat eltavolitjuk
és a masodik nem polipeptid molekularész legalabb egy kapcsolocsoportjat beépitjiik, vagy
forditva. Példaul az IFNB polipeptid tartalmazza az elsé nem polipeptid molekularész legalabb
kettd (példaul 2-5) eltavolitott kapcsolocsoportjat, és a masodik nem polipeptid molekularész
legalabb egy (példaul 1-5) beépitett kapcsolocsoportjat, vagy forditva.

Kiilonos jelentdséggel bir az olyan konjugatum, amelyben az elsé nem polipeptid mole-
kularész polimer molekula, mint példaul PEG, amelynek lizin a kapcsolocsoportja, €s a méaso-
dik nem polipeptid molekularész N-kapcsolt cukor-molekularész.

Kozelebbrél a PCT/DK00/00471. szamd nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany sze-
rinti konjugatum lehet IFNB aktivitasa, és tartalmazhat legalabb egy polimer molekulat, elé-
nyésen PEG-et, és legalabb egy cukor-molekularészt, kovalensen kapcsolva IFNB polipeptid-
hez, amelynek az aminosav-szekvencija az alabbiakban kulonbozik a vad tipusit human IFNB-
étol:

a) legalabb egy beépitett és/vagy legalabb egy eltavolitott aminosav-oldallanc, amely a
polimer molekula kapcsoldcsoportjat tartalmazza, és

b) legalabb egy beépitett és/vagy legalabb egy eltavolitott in vivo glikozilacios hely, elé-
nyosen N-kapcsolt glikozilacios hely.

Egy specifikus megvalositasi mod szerint az IFNB polipeptid az alabbi mutacio-csoport
egyikét tartalmazza:

K19R+K45R+Q49N+QS51T+F111N+R113T+K123R,;

K19R+K45R+Q49N+QS51T+F11IN+R113T;, vagy

K19R+K45R+Q49N+Q51T+K123R.

A PCT/DKO00/00471. szam\ nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tum, amelyben a nem polipeptid molekularész cukor-molekularész

Amikor a PCT/DK00/00471. szamG nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti
konjugatum legalabb egy cukor-molekularészt tartalmaz egy in vivo glikozilacios helyhez, eld-

nydsen N-kapcsolt glikozilacios helyhez kapcsolva, ez vagy az IFNB természetben eldfordulo
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glikozilaciés helye az N80, E81, T82 és I83 aminosav-oldallancoknal, vagy egy 1j, az IFNB
polipeptidbe beépitett in vivo glikozilacios hely. Kozelebbrdl, a PCT/DK00/00471. szami nem-
zetkozi bejelentés szerinti talalmany egy megvalositasi modjanak a targya IFNB aktivitast mu-
tato és IFNB polipeptidet tartalmazé konjugatum, amelynek az aminosav-szekvenciaja legalabb
egy beépitett glikozilacios helyben kilonbozik a vad tipusi human IFNB-ét6l, és amely emel-
lett legalabb egy nem PEG-ilalt cukor-molekularészt tartalmaz a glikozilacids helyhez kapcsol-
va.

A PCT/DK00/00471. szamii nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany egy masik meg-
valositasi modja szerint a talalmany targya IFNB aktivitast mutaté és IFNB polipeptidet tar-
talmazo konjugatum, amelynek az aminosav-szekvencija annyiban kiilonbozik a vad tipusu
human IFNB-ét6l, hogy egy glikozilacios hely lett beépitve vagy eltavolitva.

Példaul in vivo glikozilacios helyet épitiink be a sziildi IFNB molekula olyan pozici6ja-
ba, amelyet a molekula felszinén talalhaté aminosav-oldallanc foglal el, elényosen az oldallanc-
nak tobb mint 25%-a érintkezik az olddszerrel, elényosebben tébb mint 50%-a érintkezik az
oldoszerrel (ezeket a pozicidkat a leirasban talalhato "Eljarasok’ szakaszban azonositjuk). Az
N-glikozilacios helyet oly mddon épitjik be, hogy a hely N-oldallanca az adott pozicioban he-
lyezkedjen el. Analég médon, O-glikozilacids helyet ugy épitiink be, hogy az ilyen helyet al-
kot6 S vagy T oldallanc az adott pozicidban helyezkedjen el. Ezenfeliil annak érdekében, hogy
hatékony glikozilaciét biztositsunk, elényds, ha az in vivo glikozilacids hely — el6nyosen az N-
glikozilacios hely N oldallanca vagy az O-glikozilacios hely S vagy T oldallanca — az IFNB
polipeptid els6 141 oldallancan beliil talalhato, elonydsebben az els6 116 oldallancon belil.
Még elényosebb modon az in vivo glikozilacios helyet olyan pozicioba épitjiikk be, amelyben
csak egy mutacio van szitkség a hely létrehozasahoz (azaz ahol a milkkoddképes glikozilacios
hely létrehozasahoz sziikséges barmilyen mas aminosav-oldallanc mar jelen van a molekula-
ban).

Az alabbi szubsztituciok tartoznak azok kozé, amelyek tovabbi N-glikozilacios hely be-
épitéséhez vezetnek az IFNB molekula felszinén talalhatdé poziciokban, amelyek aminosav-
oldallancanak tobb mint 25%-a felszini kitettségii:

S2N+N4S/T, L6S/T, LSN+G7S/T, F8N+Q10S/T, LON+R11S/T, R11N, R11N+S13T,
S12N+N14S/T, F15N+C17S/T, QI6N+QI18S/T, QI8N+L20S/T, KIIN+L21S/T,
W22N+L24S/T, Q23N+H25S/T, G26N+L28S/T, R27N+E29S/T, L28S+Y30S/T,
Y30N+L32S/T, L32N+D34S/T, K33N+R35S/T, R35N+N37S/T, M36N+F38S/T, D39S/T,
D39N+P41S/T, E42N+144S/T, Q43N+K45S/T, KA45N+LA47S/T, Q46N+Q48S/T,
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L47N+Q49T/S, Q48N+F50S/T, Q49N+Q51S/T, QSIN+ES3S/T, KS52N+D54S/T,
L57N+IS9S/T, Q64N+I166S/T, A68N+F70S/T, R7IN+D73S/T, Q72N, Q72N+S74T, D73N,
D73N+S75T, S75N+T77S, S75N, S76N+G78S/T, E8IN+I83S/T, T82N+V84S/T,
E85N+L87S/T, L88S/T, A8ON+VI1S/T, YI92S/T, Y92N+Q94S/T, HI3N+I95S/T, L98S/T,
H97N+K99S/T, K99N+V101S/T, T100N+L102S/T, E103N+K105S/T, E104N+L106S/T,
K105N+E107S/T, E107N+E109S/T, K108N+D110S/T, E109N+F111S/T, D110N+T112S,
DI110N, F11IN+R113S/T, R113N+K115S/T, G114N+L116S/T, K115N+M117S/T, L116N,
L116N+S118T, S119N+H212S/T, L120N+L122S/T, H121N+K123S/T, K123N+Y125S/T,
R124N+Y126S/T, G127N+1129S/T, R128N+L130S/T, L130N+Y132S/T, H131IN+L133S/T,
K134N+K136S/T, AIl135N+E137S/T, KI136N+Y138S/T, EI37N, Y138N+H140S/T,
H140N+A142S/T, V148N+I150S/T, RI152N+F154S/T, YI155N+I157S/T, L160S/T,
R159N+T161S, R159N, G162N+L164S/T vagy Y163N+R165S/T.

Az alabbi szubsztituciok tartoznak azok kozé, amelyek tovabbi N-glikozilacios hely be-
épitéséhez vezetnek az IFNB molekula felszinén talalhaté poziciékban, amelyek aminosav-
oldallancanak t6bb mint 50%-a felszini kitettségi:

L6S/T, L5SN+G7S/T, F8N+QI10S/T, LON+R11S/T, S12N+N14S/T, F15N+C17S/T,
QI6N+QI8S/T, KI9N+L21S/T, W22N+L24S/T, Q23N+H25S/T, G26N+L28S/T,
R27N+E29S/T, Y30N+L32S/T, K33N+R35S/T, R35N+N37S/T, M36N+F38S/T, D39S/T,
D39N+P41S/T, E42N+I44S/T, Q46N+Q48S/T, Q48N+F50S/T, Q49N+Q51S/T,
Q5SIN+E53S/T, K52N+D54S/T, LS5S7TN+IS9S/T, R7IN+D73S/T, D73N, D73N+S75T,
S7SN+T77S, S75N, S76N+G78S/T, E8IN+I83S/T, T82N+V84S/T, EB85N+L87S/T,
A8IN+VIIS/T, Y92S/T, Y92N+Q94S/T, H93N+I95S/T, T100N+L102S/T,
E103N+K105S/T, E104N+L106S/T, E107N+E109S/T, K108N+D110S/T, D110N+T112S,
D110N, F11IN+R113S/T, R113N+K115S/T, L116N, L116N+S118T, K123N+Y1255/T,
R124N+Y126S/T, G127N+1129S/T, H131N+L133S/T, K134N+K136S/T, A135N+E137S/T,
E137N, V148N+I1150S/T vagy Y155N+1157S/T.

A fenti listaban emlitett szubsztiticiok kozott azok az elényosek, amelyeknek a beépi-
tett N oldallanca az N-terminalis 141 aminosav-oldallanc k6zott van, elénydsen az N-terminalis
116 aminosav-oldallanc k6zott van.

Az alabbi szubsztitucidk tartoznak azok kozé, amelyek tovabbi N-glikozilacios hely be-
épitéséhez vezetnek: L6S/T, R11N, D39S/T, Q72N, D73N, S75N, L88S/T, Y92S/T, L98S/T,
D110N, L116N, E137N, R159N és L160S/T. Ezek koziil az a szubsztitucié elényods, amely az
alabbiak barmelyike: L6S/T, R11N, D39S/T, Q72N, D73N, S75N, L88S/T, Y92S/T, L98S/T,



10

15

20

25

30

-43 -
D110N vagy L116N, el6nyosebben az L6S/T, D39S/T, D73N, S75N, L88S/T, D110N,
L116N vagy E137N barmelyike; és legelonyosebben az L6S/T, D39S/T, D73N, S75N,
L88S/T, D110N vagy L116N barmelyike.

A PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany ezen megvaldsita-
si modja szerinti jelenlegi legelonydsebb IFNB polipeptid az alabbi szubsztituciok legalabb
egyikét tartalmazza: S2N+N4T/S, LIN+R11T/S, R1IN, S12N+NI14T/S, F15N+C17S/T,
Q16N+Q18T/S, KION+L21T/S, Q23N+H25T/S, G26N+L28T/S, R27N+E29T/S,
L28N+Y30T/S, D39T/S, K45N+L47T/S, Q46N+Q48T/S, Q48N+F50T/S, Q49N+Q51T/S,
QSIN+ES3T/S, R7IN+D73T/S, Q72N, D73N, S75N, S76N+G78T/S, L88T/S, Y92T/S,
N93N+I95T/S,  L98T/S, E103N+K105T/S, E104N+L106T/S, E107N+E1097T/S,
K108N+D110T/S, D110N, F111N+R113T/S vagy L116N, elonyosebben az alabbi szubsztit-
ciok legalabb egyikét tartalmazza: S2ZN+N4T, LON+R11T, 49N+Q51T vagy F111N+R113T
vagy R7IN+D73T, kilonosen 49N+Q51T vagy F111N+R113T vagy R7IN+D73T. P¢éldaul az
IFNB polipeptid az alabbi szubsztitucid-csoportok egyikét tartalmazza:

Q49N+QSI1T+F111N+R113T;

Q49N+Q51T+R71N+D73T+ F111N+ R113T;

S2N+N4T+ F111N+R113T; S2N+N4T+Q49N+Q51T;

S2ZN+N4T+Q49N+QS51T+F111N+R113T,

S2N+N4T+LIN+R11T+Q49N+QS1T;

S2N+N4T+LON+R11T+F111N+R113T;

S2N+N4T+LIN+R11T+Q49N+Q51T+F111N+R113T;

LON+R11T+Q49N+Q51T;

LON+R11T+Q49N+Q51T+F111N+R113T; vagy

LON+R11 T+F 11IN+R113T.

Nyilvanvalo, hogy annak érdekében, hogy miikodoképes in vivo glikozilacios helyet
épitsiink be, az N oldallanc és az S/T oldallanc ko6zotti aminosav-oldallanc prolintdl eltérd.
Normalis esetben a kéztes aminosav-oldallanc olyan, amely a 2. azonositoszami szekvencia
ciét tartalmazé polipeptidben az 50. pozicio a kettd kozotti pozicio.

A PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjuga-
tum IFNB polipeptid része egyetlen in vivo glikozilacios helyet is tartalmazhat. Azonban annak
érdekében, hogy a sziiléi polipeptid felszinén talalhato epitopok hatékony elfedését érjuk el,

gyakran kivanatos, hogy a polipeptid egynél tobb in vivo glikozilacios helyet tartalmazzon, el6-
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nyosen 2-7 in vivo glikozilacios helyet, mint példaul 2, 3, 4, S, 6 vagy 7 in vivo glikozilacios
helyet tartalmazzon. Ily médon az IFNB polipeptid tartalmazhat egy tovabbi glikozilacios he-
lyet, vagy tartalmazhat kettd, harom, négy, 6t, hat, hét vagy tobb beépitett in vivo glikozilacios
helyet, elénydsen a fenti listak barmelyikében ismertetett legalabb egy szubsztitucid beépitésé-
vel.

Amint fent jeleztiik, az egy vagy tobb beépitett glikozilacios hely mellett, meglévd
glikozilaciés helyek el lehetnek tavolitva az IFNB polipeptidbdl. Példaul bérmelyik, beépitésre
fent felsorolt glikozilacios helyet kombinalhatunk olyan szubsztitucioval, amely eltavolitja a
human vad tipusi IFNB természetben el6forduld N-glikozilacios helyét. Példaul az IFNB
polipeptid tartalmazhatja az N80 szubsztituciojat, példaul az N80K/C/D/E szubsztiticiok egyi-
két, ahol az elsé nem polipeptid molekularésznek K, C, D, E kapcsolocsoportja van. Példaul az
IFNB polipeptid tartalmazhatja az alabbi szubsztituciok legalabb egyikét: S2N+N4T/S,
LON+R11T/S, RI1IN, SI12N+N14T/S, FI15N+C17S/T, QI6N+Q18T/S, KION+L21T/S,
Q23N+H25T/S, G26N+L28T/S, R27N+E29T/S, L28N+Y30T/S, D39T/S, K45N+L47T/S,
Q46N+Q48T/S, Q48N+FS0T/S, Q49N+Q51T/S, QSIN+ES3T/S, R7IN+D73T/S, Q72N,
D73N, S75N, S7T6N+G78T/S, L88T/S, Y92T/S, NO3N+I9ST/S, LO98T/S, E103N+K105T/S,
E104N+L106T/S, E107N+E109T/S, K108N+DI110T/S, DI110N, F111N+RI113T/S vagy
L116N, elényosebben az alabbi szubsztituciok legalabb egyikét tartalmazza: Q49N+QS 1 T
vagy F11IN+R113T vagy R7IN+D73T, elonyosen Q49N+QS51T+F111N+R113T vagy
Q49N+Q51T+R7IN+D73T+ F111N+ R113T, kombinalva N80OK/C/D/E szubsztitucioval.

Az ebben a szakaszban feltart glikozilalt variansok barmelyike, amely legalabb egy be-
épitett és/vagy eltavolitott glikozilacios helyet tartalmaz, mint példaul a Q48N+F50T/S,
Q48N+F50T/S+F111N+R113T/S, Q49N+Q51T/S, F11IN+R113T/S vagy
Q49N+Q51T/S+F111N+R113T/S szubsztiticidkat tartalmazo, tovabb konjugalhatd polimer
molekulahoz, mint példaul PEG-hez, vagy barmilyen méas nem polipeptid molekularészhez. Eb-
bél a célbol a konjugalast az IFNB polipeptiden mar jelen 1évd kapcsoldcsoportok alkalmaza-
saval hajthatjuk végre, vagy olyan kapcsolocsoportokkal, amelyeket beépitettiink és/vagy elta-
volitottunk, kiilonésen oly mddon, hogy 6sszesen 1-6, elényosen 3-4 vagy 1, 2, 3, 4, 5 vagy 6
kapcsoldcsoport legyen hozzaférheté a konjugalasra. Elényésen a PCT/DK00/00471. szamu
nemzetkozi bejelentés szerinti taladlmany szerinti konjugatumban — ahol a polipeptid két
glikozilacios helyet tartalmaz — a nem polipeptid molekularészek szamat és molekulatomegét
tigy valasztjuk meg, hogy a nem polipeptid molekularészek osszeadott molekulatémege a 20-

40 kDa tartomanyba essen, elényosen koriilbeliil 20 kDa vagy 30 kDa legyen.
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Kozelebbrol a glikozilacios varianst konjugalhatjuk nem polipeptid molekularészhez
lizin kapcsolocsoporton keresztiil, és a sziildi polipeptid egy vagy t6bb lizin oldallanca el lehet
tavolitva, példaul az ’A PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany sze-
rinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid molekularész kapcsolocsoportként lizint tartal-
mazo molekulat tartalmaz’ szakaszban emlitett barmelyik szubsztitucié atjan, eldnyésen a
K19R+K45R+K123R szubsztiticiokkal. Mas megoldasképpen vagy ezenfeliil, lizin oldallancot
épithetiink be példaul az emlitett szakaszban emlitett barmelyik szubsztitucié alkalmazasaval,
eldnyssen az R71K szubsztitucioval. Ennek megfeleléen egy PCT/DK00/00471. szami nem-
zetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti specifikus konjugatum olyan glikozilalt IFNB
polipeptidet tartalmaz, amely a Q49N+Q51T+F111N+R113T+K19R+K45R+K123R vagy
Q49N+Q51T+F11IN+R113T+K19R+K45R+K123R+R71K mutéacidkat tartalmaz, PEG-hez
konjugalva. A konjugatum glikozilalt polipeptid részét elonyosen CHO sejtekben allitjuk el6 és
a tisztitast kovetden PEG-ilaljuk, példaul az alabbiak barmelyikének alkalmazésaval: SS-PEG,
NPC-PEG, aldehid-PEG, mPEG-SPA, mPEG-SCM, mPEG-BTC a Shearwater Polymers, Inc.
cégt6l, SC-PEG az Enzon. Inc. cégtdl, trezilalt mPEG (5 880 255. szami amerikai egyestilt
allamokbeli szabadalmi irat) vagy oxikarbonil-oxi-N—dikarboxiimid-PEG (5122 614. szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat).

A lizin csoporton keresztil torténd PEG-ildlas alternativajaként a PCT/DK00/00471.
szamu nemzetk6zi bejelentés szerinti talalmany ezen megvalositasi modja szerinti glikozilalt
konjugatumot PEGe-ilalhatjuk cisztein oldallancon keresztiil is, az A PCT/DKO00/00471. szamu
nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid mole-

kularész olyan molekula, amelynek cisztein a kapcsoldcsoportja’ cimi szakaszban leirt médon

(ebbdl a célbol az IFNB polipeptid példaul az N80C, R71C vagy C17S mutacidk barmelyikét -

tartalmazhatja), savas csoporton keresztiil, az ’A PCT/DK00/00471. szdmu nemzetkozi beje-
lentés szerinti talalmany szerinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid molekularész savas
csoporthoz kapcsolodik’ cimii szakaszban leirt modon, vagy barmely mas megfeleld csoporton
keresztiil.

A PCT/DK00/00471. szimiuz nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti egyéb
konjugdtumok

A kivalasztott nem példaul molekularész kapcsolocsoportjat tartalmazé aminosav-
oldallanc beépitése és/vagy eltavolitasa mellett (amint azt leirjuk a fenti, ’A PCT/DK00/00471.
szami nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum ...” ciml szakaszok bar-

melyikében) a konjugatum IFNB polipeptid része tovabbi szubsztituciokat tartalmazhat. El6-
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nyos példa az M1, C17, N80 vagy V101 oldallancok barmelyikének a szubsztitucidja, példaul
az alabbi szubsztituciok barmelyike: C17S; N80K/C/D/E; V101Y/W/F/,H; M1 delécidja; vagy
MIK. Az MIK szubsztiticié kiilonos jelentoséggel bir, amikor az IFNB polipeptidet cimkével,
mint példaul Hisl4-cimkével expresszaltatjuk, ahol az ilyen cimke eltavolitandé DAP-pal
(diaminopeptidaz) a tisztitast és/vagy konjugalast kdvetSen.

A taldlmany szerinti és a PCT/DK00/00471. szdmu nemzetkozi bejelentés szerinti ta-

lalmadny szerinti konjugdtum nem polipeptid molekularésze

Amint fent jeleztiik, a talalmany szerinti és a PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi be-
jelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum nem polipeptid molekularésze elénydsen polimer
molekula, lipofil vegytilet, cukor-molekularész (in vivo glikozilacié utjan) vagy szerves deriva-
tizalo agens barmelyike. Ezeknek az agenseknek mindegyike kivant tulajdonsagokat biztosit a
konjugatum polipeptid része szamara, kiilonosen csokkent immunogenitast és/vagy megnove-
kedett funkcionalis féléletid6t és/vagy megnovekedett szérum féléletidot. A konjugatum
polipeptid részét vagy csak egy tipusi nem polipeptid molekularészhez konjugalhatjuk, de
konjugalhatjuk azt két vagy tobb kiillonbozé tipusit nem polipeptid molekularészhez is, példaul
egy polimer molekulahoz és egy cukor-molekularészhez, egy lipofil vegyiilethez és egy cukor-
molekularészhez, egy szerves derivatizalé agenshez és egy cukor-molekularészhez, egy lipofil
csoporthoz és egy polimer molekulahoz, stb. A két vagy tobb kilénb6z6 nem polipeptid mole-
kularész konjugalasat egyidejlileg vagy egymast kovetden hajthatjuk végre. A nem polipeptid
molekularész(ek) valasztasa fligg példaul a konjugalas altal elérni kivant hatastol. Példaul a cu-
kor-molekularészekrol azt talaltak, hogy kilondsen hasznosak az immunogenitas csokkentésé-
re, mig a polimer molekulak, mint példaul PEG kiilonosen hasznosak a funkcionalis in vivo
féléletid6 és/vagy szérum féléletidé novelésére. Polimer molekula alkalmazasa elsé nem
polipeptid molekularészként és cukor-molekularész alkalmazasa masodik nem polipeptid mo-
lekularészként csokkent immunogenitast és megnovekedett funkciondlis in vivo féléletidt vagy
szérum féléletid6t eredményezhet.

A talalmany szerinti és a PCT/DK00/00471. szami nemzetk6zi bejelentés szerinti ta-
lalmany szerinti konjugatum eléallitasara szolgalo eljarasok

Az alabbi, ’Konjugalas lipofil vegyiilethez’, ’Konjugalas polimer molekulahoz’, *Konju-
galas cukor-molekularészhez’ és ’Konjugalas szerves derivatizalé agenshez’ cimii szakaszok-
ban specifikus tipusi nem polipeptid molekularészekhez torténé konjugélast irunk le. Ezeknek
a szakaszoknak a tartalma relevans a jelen taldlmany, valamint a PCT/DK00/00471. szamu

nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szempontjabol is (amint az a leirasban ismertetjiik).
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Konjugalas lipofil vegyiilethez

Lipofil vegyiilethez torténé konjugacioban az alabbi polipeptid-csoportok miikddhetnek
kapcsoldcsoportként: a polipeptid N-terminalisa vagy C-terminalisa, a Ser, Thr vagy Tyr ami-
nosav-oldallancok hidroxil-csoportja, a Lys amino e-amino-csoportja, a Cys SH-csoportja, az
Asp és Glu karboxil-csoportja. A polipeptidet és a lipofil vegyiiletet akar kozvetleniil, akar
kapcsolomolekula alkalmazasaval konjugalhatjuk egymashoz. A lipofil vegyiilet lehet termé-
szetben el6forduld vegyiilet, mint példaul telitett vagy telitetlen zsirsav, zsirsav-diketon, terpén,
prosztaglandin, vitamin, karotenoid vagy szteroid, vagy szintetikus vegyiilet, mint példaul
szénsav, alkohol, amin és szulfonsav egy vagy t6bb alkil-, aril-, alkenil csoporttal, vagy egyéb
tobbszorosen telitetlen vegyiilet. A polipeptid és lipofil vegyiilet kozotti konjugalast — adott
esetben kapcsolomolekulan keresztiil — a szakteriileten ismert eljarasok szerint hajthatjuk vég-
re, példaul a Bodanszky éaltal [, Peptide Synthesis”, kiad.: John Wiley, New York (1976)] és a
WO 96/12505. szami nemzetkozi kozzétételi iratban leirtakkal.

Konjugdlds polimer molekulihoz

A polipeptidhez kapcsolandé polimer molekula barmilyen megfelelé polimer molekula
lehet, mint példaul természetben el6fordul6 vagy szintetikus homopolimer vagy heteropolimer,
tipikusan 300-100000 Da molekulatomeg-tartomanyban, mint példaul 300-20000 Da, elényo-
sebben 500-10000 Da, még el6nydsebben 500-5000 Da tartomanyban.

A homopolimerek példai kozé tartozik poliol (azaz poli-OH), poliamin (azaz poli-NH;)
és polikarbonsav (azaz poli-COOH). Egy heteropolimer az olyan polimer, amely egy vagy tobb
kiilonb6z6 kapcsoldcsoportot tartalmaz, mint példaul hidroxil-csoportot és amin-csoportot.

A megfelelé polimer molekulak példai kozé tartoznak az alabbi polimer molekulak:
polialkilén-oxid (PAO), koztik a polialkilén-glikol (PAG), mint példaul polietilén-glikol (PEG)
és polipropilén-glikol (PPG), elagaz6 PEG-ek, polivinilalkohol (PVA), poli-karboxilat,
polivinil-pirrolidon, polietilén-ko-maleinsav-anhidrid, polisztirol-ko-maleinsav-anhidrid, dext-
ran, beleértve karboximetil-dextrant, vagy barmilyen mas olyan biopolimer, amely alkalmas
immunogenitas csokkentésére és/vagy funkcionalis in vivo féléletid6 novelésére és/vagy szérum
féléletidd novelésére. Polimer molekula egy masik példaja a human albumin vagy mas gyakori
plazmafehérje. Altalaban a polialkén-glikol-eredetii polimerek biokompatibilisek, nem toxiku-
sak, nem antigenikusak, nem immunogének, kiilonféle vizoldhatosagi tulajdonsaguak, és
kénnyen kivélasztodnak €16 szervezetekbdl.

A PEG az el6nyos alkalmazand6 polimer molekula, mivel csak néhany keresztkotésre

alkalmas reaktiv csoportot tartalmaz, osszehasonlitva példaul a poliszaccharidokkal, mint pél-
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daul dextrannal és hasonlokkal. Elényosen a monofunkciés PEG, példaul a monometoxi-
polietilén-glikol (mPEG) bir jelent6séggel, mivel a kapcsolasi kémidja viszonylag egyszerii
(csak egy reaktiv csoport férhetd hozza a polipeptiden talalhaté kapcsolocsoportokkal térténd
konjugalasra). Ennek megfeleléen a keresztkotés kockazata megsziinik, és a kapott polipeptid
konjugatumok homogénebbek, és a polimer molekulak reakcidjat a polipeptiddel kénnyebb
szabalyozni. Amikor az interferon-molekula PEG-ilalt, az altalaban 1-5 polietilén-glikol (PEG)
molekulat tartalmaz. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint az interferon-molekula 1-5 PEG-
molekulat tartalmaz, mint példaul 1, 2 vagy 3 PEG-molekulat. Egy tovabbi megvalositasi méd
szerint mindegyik PEG-molekulanak a molekulatomege koriilbelil 5 kDa és 100 kDa kézotti.
Egy tovabbi megvalositasi mod szerint mindegyik PEG-molekulanak a molekulatomege koriil-
beliil lO kDa és 40 kDa kozotti. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint mindegyik PEG-
molekulanak a molekulatomege koriilbelil 12 kDa. Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint
mindegyik PEG-molekulanak a molekulatémege koriilbeliill 20 kDa. Elényosen az interferon-
molekula 1-3 PEG-molekulat tartalmaz, amelyek mindegyikének a molekulatomege korilbeliil
12 kDa, vagy 1 PEG-molekulat tartalmaz, amelynek a molekulatomege kériilbeliil 20 kDa. Al-
kalmas PEG-molekulak beszerezhet6k a Shearwater Polymers, Inc. és Enzon, Inc. cégektdl, és
példaul az alabbiak lehetnek: SS-PEG, NPC-PEG, aldehid-PEG, mPEG-SPA, mPEG-SCM,
mPEG-BTC, SC-PEG, trezilalt mPEG (5 880 255. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi irat) vagy oxikarbonil-oxi-N-dikarboxiimid-PEG (5 122 614. szami amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi irat).

A polimer molekula polipeptidhez torténd kovalens kapcsolasanak eldidézéséhez a po-
limer molekula hidroxil-csoportjait aktivalt formara kell hozni, azaz azoknak reaktiv funkcios
csoportokat kell tartalmazniuk [amelyek példai kozé tartoznak a primer amino-csoportok,
hidrazid (HZ), tiol, szukcinat (SUC), szukcinimidil-szukcinat (SS), szukcinimidil-szukcinamid
(SSA), szukcinimidil-propionat (SPA), szukcinimidil-karboximetilat (SCM), benzotriazol-
karbonat (BTC), N-hidroxiszukcinimid (NHS), aldehid, nitrofenilkarbonat (NPC) és trezilat
(TRES)]. Megfelel6 aktivalt polimer molekulak kereskedelmi forgalomban kaphaték példaul a
Shearwater Polymers, Inc. cégtdl (Huntsville, AL, USA) vagy a PolyMasc cégt6l (UK). Mas
megoldasképpen a polimer molekulékat a szakteriileten ismert hagyomanyos eljarasokkal akti-
valhatjuk, példaul a WO 90/13540. szami nemzetkozi kozzétételi iratban feltarttal. A talal-
many szerinti alkalmazhato linearis vagy elagaz6 polimer molekulak specifikus példai megtalal-
hatok a Shearwater Polymers, Inc. cég 1997-es és 2000-es kataldogusaiban (,,Functionalized

Biocompatible Polymers for Research and pharmaceuticals”, ,Polyethylene Glycol and
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Derivatives”, amelyek hivatkozas tjan a kitanitas részét képezik). Aktivalt PEG-ek specifikus
példai k6zé tartoznak az alabbi linearis PEG-ek: NHS-PEG (példaul SPA-PEG, SSPA-PEG,
SBA-PEG, SS-PEG, SSA-PEG, SC-PEG, SG-PEG és SCM-PEG és NOR-PEG), BTC-PEG,
EPOX-PEG, NCO-PEG, NPC-PEG, CDI-PEG, ALD-PEG, TRES-PEG, VS-PEG, I0DO-
PEG és MAL-PEG, és elagazo PEG-ek, mint példaul PEG2-NHS, és az 5932 462. és
5643 575. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratokban feltartak, amelyek min-
degyike hivatkozas Gtjan a kitanitas részét képezi. Ezenfelil az alabbi publikaciok — amelyek
hivatkozas 0tjan a kitanitas részét képezik — hasznos polimer molekulakat és/vagy PEG-ilalasi
reakciokat tarnak fel: 5 824 778., 5 476 653. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi
iratok, WO 97/32607. szamu nemzetkozi kozzétételi irat, EP 229 108., EP 402 378. szamu eu-
ropai szabadalmi iratok, 4 902 502., 5 281 698., 5 122 614., 5 219 564. szamu amerikai egye-
silt allamokbeli szabadalmi iratok, WO 92/16555., WO 94/04193., WO 94/14758.,
WO 94/17039., WO 94/18247., WO 94/28024., WO 95/00162., WO 95/11924.,
WO 95/13090., WO 95/33490., WO 96/00080., WO 97/18832,, WO 98/41562.,
WO 98/48837., W0 99/32134.,, WO099/32139,, WO 99/32140., WO 96/40791.,
WO 98/32466., WO 95/06058. szami nemzetkozi kozzétételi iratok, EP 439 508. szamu eu-
ropai szabadalmi irat, WO 97/03106., WO 96/21469., WO 95/13312. szamu nemzetkozi koz-
zétételi iratok, EP 921 131. szamu eurdpai szabadalmi irat, 5 736 625. szama amerikai egye-
silt 4allamokbeli szabadalmi irat, WO 98/05363. szamii nemzetkozi kozzétételi irat,
EP 809 996. szamu eurdpai szabadalmi irat, 5 629 384. szamu amerikai egyesilt allamokbeli
szabadalmi irat, WO 96/41813., WO 96/07670. szami nemzetkozi kozzétételi iratok,
5473 034., 5516 673. szami amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi iratok, EP 605 963.
szamd eurdpai szabadalmi irat, 5 382 657. szamu amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi
irat, EP 510 356., EP 400 472., EP 183 503. és EP 154 316. szamu eurdpai szabadalmi iratok.

A polipeptid és az aktivalt polimer molekulak konjugalasat barmilyen hagyomanyos el-
jarassal végrehajthatjuk, példaul az alabbi hivatkozasokban leirt modon (amelyek a polimer
molekulak aktivalasara alkalmas eljarasokat is leirnak): , Poly(ethylene glycol) Chemistry and
Biological Applications”, szerk.: Harris és Zalipsky, kiad.: AZC, Washington; R. F. Taylor,
,Protein immobilisation. Fundamental and applications”, kiad.: Marcel Dekker, N. Y. (1991);
S. S. Wong, ,,Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking”, kiad.: CRC Press, Boca
Raton (1992); G. T. Hermanson és mtsai., ,Jmmobilized Affinity Ligand Techniques”, kiad.:
Academic Press, N. Y. (1993). A szakember szamara nyilvanvald, hogy az alkalmazando akti-

vacios eljaras és/vagy konjugacios reakcié az IFNB polipeptid kapcsolocsoportjaitol, valamint



v0 04 0040 000 reg BeOe
. . .

v -
¢ Cen . o eee
“ e o o o
.o

e epe .-,"

10

15

20

25

30

-50-

a polimer funkcids csoportjaitdl (példaul amino, hidroxil, karboxil, aldehid vagy szulfhidril)
fugg. A PEG-ilalast a polipeptid Osszes hozzaférhetd kapcsolocsoportjanak konjugalasara ira-
nyithatjuk (azaz a polipeptid felszinén talalhat6 kapcsolocsoportokra), vagy specifikus kap-
csolocsoportok, mint példaul az N-terminalis amino-csoportra iranyithatjuk (5 985 265. szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat). Ezenfeliil a konjugalast végezhetjiik egy 1épés-
ben vagy lépésenként (példaul ahogyan a WO 99/55377. szami nemzetkozi kdozzétételi iratban
feltarjak).

Nyilvanvald, hogy a PEG-ilalast ugy tervezzik, hogy optimalis molekulat allitson el6 a
kapcsolt PEG molekuldk szamanak tekintetében, és hogy az ilyen molekulak méretének és
alakjanak tekintetében (példaul hogy azok linearisak-e vagy elagazoak), és hogy az ilyen mole-
kulak hol kapcsolodnak a polipeptidhez. Példaul az alkalmazand6 polimer molekulatémegét az
elérni kivant hatas alapjan valaszthatjuk meg. Példaul, ha a konjugalas elsddleges célja magas
molekulatomegii konjugatum elGallitasa (példaul a vesében torténd kiiiriilés csokkentése vé-
gett), altalaban kivanatos a leheto legkevesebb nagy molekulatomegl polimer molekula konju-
galasa a kivant molekulatomeg eléréséhez. Amikor nagymértékii epitop letakaras kivanatos, ezt
elegendGen nagy szamu alacsony molekulatomegii polimer alkalmazasaval érhetjik el (példaul
koriilbeliil 5000 Da molekulatomegiiekkel), hogy hatasosan lefedjitk a polipeptid 6sszes vagy
legtobb epitopjat. Példaul 2-8, mint példaul 3-6 ilyen polimert alkalmazhatunk.

A fehérje csak egyetlen kapcsolocsoportjahoz torténd konjugalas esetében (amint azt az
5 985 265. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban feltarjak)elonyos lehet, ha a
polimer molekulanak — amely lehet linearis vagy elagaz6 —magas a molekulatomege, korul-
belil 20 kDa.

Normalis esetben a polimer konjugalasat olyan korilmények k6zott végezziik, amelyek
az Osszes polimer kapcsolocsoport reagaltatasat céiozzék a polimer molekulakkal. Tipikusan
az aktivalt polimer molekulak és a polipeptid molaranya 1000-1, kozelebbrol 200-1, elénydsen
100-1, mint példaul 10-1 vagy 5-1 az optimalis reakcio eléréséhez. Azonban ekvimolaris aranyt
is alkalmazhatunk.

A jelen talalméany és a PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés szerinti talal-
many targykorébe tartozik a polimer molekuldk polipeptidhez torténd kapcsolasa kapcsolo-
molekulan keresztiil. Alkalmas kapcsolomolekulak ismertek a szakember szamara. Egy elonyos
példa a cianuronsav-klorid [Abuchowski és mtsai., J. Biol. Chem. 252, 3578-3581. old. (1977),
4 179 337. szami amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat, Shafer és mtsai., J. Polym.

Sci. Polym. Chem. Ed. 24, 375-378. old. (1986)].
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A konjugélést kovetOen a fennmaradé polimer molekulat blokkoljuk szakteriileten is-
mert eljarasok alkalmazasaval, példaul primer aminnak a reakcidelegyhez torténé hozzaadasa-
val, és a kapott inaktivalt polimer molekulakat eltavolitjuk megfeleld eljaras alkalmazasaval.

Szénhidrat-molekularész és IFNB aminosav-oldallancainak a kovalens in vitro kapcso-
lasat alkalmazhatjuk a szénhidrat szubsztituensek modositasara vagy szamuknak névelésére.
Az alkalmazott kapcsolasi eljarastol figgden a szénhidrato(ka)t a) argininhez és hisztidinhez
(Lundblad és Noyes, ,.Chemical Reagents for Protein Modification”, kiad.: CRC Press Inc.
Boca Raton, Fl.), b) szabad karboxil-csoportokhoz (példaul a C-terminalis oldallanchoz,
aszparaginhoz vagy glutaminhoz), c) szabad szulfhidril-csoportokhoz, mint példaul ciszteinhez,
d) szabad hidroxil-csoportokhoz, mint példaul szerin, treonin, tirozin vagy hidroxiprolin
hidroxiljahoz, e) aromas oldallancokhoz, mint példaul fenilalanin vagy triptofan aromas oldal-
lancahoz, vagy f) a glutamin amid-csoportjahoz kapcsolhatjuk. Ezek az aminosav-oldallancok
szénhidrat-molekularész kapcsolocsoportjainak a példait képviselik, amelyeket beépithetiink az
IFNB polipeptidbe és/vagy eltavolithatunk abbol. Az in vitro kapcsolas alkalmas eljarasait irjak
le a WO 87/05330. szamu nemzetkozi kozzétételi iratban és Aplin és mtsai. [CRC Crit Rev.
Biochem., 259-306. old. (1981)]. A szénhidrat molekularészeknek vagy PEG-nek fehérjében és
peptidben talalhato Gln-oldallancokhoz torténé kapcsolasat végrehajthatjuk transzglutamina-
zokkal (TGaz) is, példaul amint azt Sato és mtsai. [Biochemistry 35, 13072-13080. old.
(1996)] vagy az EP 725 145. szamu eurdpai szabadalmi iratban leirjak.

' Kapcsolds cukor-molekularészhez

Annak érdekében, hogy elérjiik talalmany szerinti IFNB polipeptid in vivo glikozilalasat,
példaul olyanét, amely modositva lett egy vagy tobb glikozilacids hely beépitésével (lasd az *A
PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatumok,
amelyekben a nem polipeptid molekularész cukor-molekularész’ cimii szakaszt) vagy a glikozi-
lacios helyhez kozel talalhatd aminosav-oldallanc modositasaval (amint azt a "Megnovekedett
glikozilacioju variansok’ cimii szakaszban leirjuk), a konjugatum polipeptid részét kodold
nukleotid-szekvenciat be kell juttatni glikozilalé eukaridta expresszios gazdaba. Az expresszios
gazdasejtek lehetnek gomba (fonalas gomba vagy élesztd), rovar, emlés, allati és transzgenikus
novényi sejtek vagy transzgenikus allati sejtek. Ezenfeliil a glikozilaciot elérhetjiikk az emberi
szervezetben is, amikor talalmany szerinti polipeptidet kédolo nukleotid-szekvenciat génterapi-
ara alkalmazunk. Egy megvalositasi mod szerint a gazdasejt eml6ssejt, példaul CHO sejt, BHK
vagy HEK sejt, példaul HEK293, vagy rovarsejt, példaul SF9 sejt, vagy élesztosejt, példaul

Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris vagy barmilyen masféle glikozilal6 gazda, példaul
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amelyeket részletesebben leirunk alabb. Adott esetben az IFNB polipeptidhez in vivo
glikozilacioval hozzakapcsolt cukor-molekularészeket tovabb moédosithatjuk glikoziltranszfera-
zok alkalmazasaval, példaul a Neose cég (Horsham, PA, USA) altal forgalmazott
glycoAdvance™ technologia alkalmazasaval. Ezaltal lehetséges megnovelni a glikozilalt IFNB
polipeptid szialilaltsagat a CHO sejtek altali expressziot és in vivo glikozilaciot kovetden.

Kapcsolas szerves derivatizdlo dgenshez

Az TFNB polipeptid kovalens modositasat elvégezhetjik a polipeptid kapcsolocsoport-
ja(ai)nak szerves derivatizalo agenssel torténd reagaltatasaval. Alkalmas derivatizalo agensek
és eljarasok jol ismertek a szakterilleten. Példaul ciszteinil-oldallancokat leggyakrabban a-
haloacetatokkal (és a megfelelé aminokkal) reagaltatunk, mint példaul klérecetsavval és
kloracetamiddal, karboximetil vagy karboxiamidometil szirmazékokat létrehozva. Ciszteinil-
oldallancokat szintén derivatizalhatunk bromotrifluoroacetonnal, a-bromo-p-(4-imidazoil)-
propionsavval, kloroacetil-foszfattal, N-alkilmaleimidekkel, 3-nitro-2-piridil-diszulfiddal, metil-
2-piridil-diszulfiddal, p-kloromerkuribenzoattal, 2-kloromerkuri-4-nitrofenollal vagy kloro-7-
nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazollal torténd reakcioval. Hisztidil-oldallancokat dietilpirokarbonattal
torténd reakcioval derivatizalunk 5,5-7,0-es pH-n, mert ez az agens viszonylag specifikus a
hisztidil-oldallancra. A para-bromofenacil-bromid szintén hasznos; a reakciot elényosen 0,1 M
natrium-kakodilatban hajtjuk végre 6,0-os pH-n. Lizinil- és amino-terminalis oldallancokat
szukcinil- vagy karboxilsav-anhidridekkel reagaltatunk. Az ezekkel az agensekkel torténd
derivatizalas hatasa a lizinil-oldallancok toltésének a megforditasa. Mas alkalmas reagensek
kozé tartoznak az a-amino-csoportot tartalmazo oldallancok derivatizalasara az imidoészterek,
mint példaul metil-pikolinimidat; piridoxal-foszfat; piridoxal; kloroborohidrid; trinitrobenzol-
szulfonsav, O-metilizourea; 2,4-pentandion; és transzaminaz reakcidk glioxilattal. Arginil-
oldallancokat egy vagy tobb hagyomanyos reagenssel torténd reakcioval modositunk, mint
példaul fenilglioxallal, 2,3-butandionnal, 1,2—ciklohexéndionnal és ninhidrinnel. Az arginin ol-
dallancok derivatizalasahoz az sziikséges, hogy a reakciot alkalikus koriilmények kozott hajt-
suk végre a guanidin funkci6s csoport magas pKa értéke miatt. Ezenfelill ezek a reagensek re-
agalhatnak lizin csoportjaival, valamint az arginin guanidino-csoportjaval is. Karboxil-oldallan-
cokat (aszpartil- vagy glutamil- vagy C-terminélis aminosav-oldallancot) szelektiven modosit-
hatunk karbidiimidekkel (R-N=C=N-R’), ahol R és R’ jelentése kiilonboz6 alkil-csoport, mint
példaul 1-ciklohexil-3-(2-morfolinil-4-etil)-karbodiimid vagy 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetilpen-
til)-karbodiimid. Ezenfeliil az aszpartil- és glutamil-oldallancokat atalakithatjuk aszparaginil- €s

glutaminil-oldallancokk4 ammonium-ionokkal torténd reakcioval.
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A talalmany szerinti (vagy a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti
talalmany szerinti ) IFNB polipeptid eldallitasara szolgalé eljarasok

A jelen talalmany szerinti és PCT/DK00/00471. szami nemzetk6zi bejelentés szerinti
talalmany szerinti polipeptidet — adott esetben glikozilalt formaban — a szakteriileten ismert
barmilyen alkalmas eljarassal elGallithatjuk. Ilyen eljarasok kozé tartozik a polipeptidet kodold
nukleotid-szekvencia el6allitasa és a szekvencia expresszaltatasa megfeleld transzformalt vagy
transzfektalt gazdaban. Azonban a talalmany szerinti polipeptideket el6allithatjuk — noha ke-
vésbé hatékonyan — kémiai szintézissel vagy kémiai szintézis kombinacidjaval vagy kémiai
szintézis €s rekombinans DNS-moédszerek kombinaciojaval.

Az IFNB polipeptidet kodolo talalmany szerinti nukleotid-szekvenciat a szil6i IFNB-t
koédolé nukleotid-szekvencia, példaul a 2. azonositdszamu szekvencia szerinti aminosav-
szekvencia izolalasaval vagy megszintetizalasaval allithatjuk el6, és azutan a nukleotid-szek-
vencia megvaltoztatasaval oly modon, hogy a relevans aminosav-oldallanc(ok) beépitését (azaz
el.

A nukleotid-szekvenciat kényelmesen helyspecifikus mutagenezissel modosithatjuk, jol
ismert eljarasok szerint [lasd példaul Mark és mtsai., ,,Site-specific Mutagenesis of the Human
Fibroblast Interferon Gene”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 5662-5666. old. (1984), és a
4 588 585. szam\ amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratot).

Mas megoldasképpen a nukleotid-szekvenciat kémiai szintézissel allitjuk eld, példaul
oligonukleotid-szintetizator alkalmazasaval, ahol az oligonukleotidokat a kivant polipeptid
aminosav-szekvencidja alapjan tervezzitk meg, és elényosen azokat a kodonokat valasztjuk,
amelyek elonyosek abban a gazdasejtben, amelyben a rekombinans polipeptidet termelni fog-
juk. Példaul szamos, a kivant polipeptid részleteit kodol6 kis oligonukleotidot szintetizalhatunk
meg, és allithatunk 6ssze PCR-rel, ligalassal vagy ligacios-lancreakcioval (LCR). Az egyedi
oligonukleotidok tipikusan 5’ vagy 3’ tilnyulo részeket tartalmaznak a komplementer 0sszeal-
litas céljabol.

Ha egyszer 6sszeallitottuk (szintézissel, helyspecifikus mutagenezissel vagy mas eljaras-
sal), az IFNB polipeptidet kddolo nukleotid-szekvenciat rekombinans vektorba inzeratljuk, és
mitkodéképesen kapcsoljuk szabalyozd szekvenciakhoz, amelyek sziikségesek az IFNB ex-
presszaltatasahoz a kivant transzformalt gazdasejtben.

Természetesen nyilvanvalo, hogy nem minden vektor és expressziOs szabalyozo szek-

vencia miikodik egyforman jol a talalmany szerinti polipeptid-varianst kodolé nukleotid-
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szekvencia expresszaltatasara. Hasonloképpen, nem minden gazdasejt mikodik egyforman jol
ugyanazzal az expresszios rendszerrel. Azonban a szakember indokolatlan kisérletezés nélkiil
valaszthat ezek kozott a vektorok, expresszids szabalyozo szekvenciak és gazdasejtek kozott.
Példaul a vektor kivalasztasa alkalmaval a gazdat figyelembe kell venni, mert a vektornak
replikalodnia kell abban, vagy képesnek kell lennie integralédni a kromoszémaba. A vektor
kopiaszamat, a kopiaszam szabalyozasara valo képességét, és a vektoron kodolt barmilyen mas
fehérjét, mint példaul antibiotikus marker expresszidjat is figyelembe kell venni. Az expresszios
szabalyozo szekvencia kivalasztasakor kiilonféle tényezoket is figyelembe kell venni. Ezek ko-
z€ tartozik példaul a szekvencia viszonylagos erdssége, a szabéalyozhatdsaga, és a kompatibili-
tasa a polipeptidet kodold nukleotid-szekvenciaval, kiilondsen a potencialis masodlagos szer-
kezetek vonatkozasaban. A gazdakat a kivalasztott vektorral val6 kompatibilitasuk, a nukleo-
tid-szekvencia altal kodolt termék toxicitasa, a szekrécios tulajdonsagok, a polipeptid helyes
feltekeredése, a fermentacios és tenyésztési sziikségleteik, €s a nukleotid-szekvencia altal ko-
dolt termékek tisztitasanak konnyisége alapjan kell kivalasztani.

A rekombinans vektor lehet autonom moédon replikalodé vektor, azaz olyan vektor,
amely exrakromoszomalis entitasként létezik, amelynek a replikacidja fiiggetlen a kromoszo-
malis replikaciotol, mint példaul egy plazmid. Mas megoldasképpen a vektor olyan, amely —
amikor bejuttatjuk gazdasejtbe — integralodik a gazdasejt genomjaba, és egyntt replikalodik a
kromoszomav(kk)al, amelybe integralodott.

A vektor elényosen expresszios vektor, amelyben a talalmany szerinti polipeptidet ko-
dolé nukleotid-szekvencia miikodGképesen kapcsolva van tovabbi szegmensekhez, amelyek
szilkségesek a nukleotid-szekvencia transzkripcidjahoz. A vektor tipikusan plazmidbol vagy
viralis DNS-bdl szarmazik. Szamos alkalmas expresszios vektor kereskedelmi forgalomban
kaphaté vagy ismert a szakirodalombol a leirasban emlitett gazdasejtekben torténd expresszal-
tatas céljabol. Eukariéta gazdakban hasznos expresszios vektorok koézé tartoznak példaul
SV40-bdl, szarvasmarha papillomavirusbol, adenovirusbol és citomegalovirusbol szirmazo
expresszios szabalyozd szekvenciakat tartalmazo vektorok. Specifikus vektorok példaul a
pCDNA3.1(+)\Hyg (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) és a pCl-neo (Stratagene, La Jolla, CA,
USA). Bakterialis gazdakban hasznos expresszios vektorok kozé tartoznak ismert bakterialis
plazmidok, mint példaul £. coli-bol szarmazo6 plazmidok, kéztik pBR322, pET3a és pET12a
(mindegyik Novagen Inc., WI, USA), szélesebb gazdatartomanyi plazmidok, példaul az RP4,
fag DNS-ek, példaul a lambda fag szamos szarmazéka, példaul az NM989, és mas DNS-fagok,

mint példaul az M13 fonalas egyszali DNS fagok. Elesztosejtekben hasznos expresszios vek-
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torok kozé tartoznak a 2p plazmid és annak szarmazékai, a POT1 vektor (4 931 373. szamu
amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi irat), a pJS037 vektor [Okkels, Ann. New York
Acad. Sci. 782, 202-207. old. (1996)] és a pPICZ A, B vagy C (Invitrogen). Rovarsejtekben
hasznos vektorok kozé tartozik a pVL941, pBG311 [Cate és mtsai., ,Isolation of the Bovine
and Human Genes for Mullerian Inhibiting Substance And Expression of the Human Gene In
Animal Cells”, Cell 45, 685-698. old. (1986)], pBluebac 4.5 és pMelbac (mindkettd
Invitrogen).

A talalmany szerint alkalmazhat6 egyéb vektorok kozé tartoznak azok, amelyek lehetd-
vé teszik a polipeptid-varianst kddoloé nukleotid-szekvencia kopiaszamanak az amplifikalasat.
Ilyen amplifikalhaté vektorok jol ismertek a szakteriileten. Ezek kozé tartoznak példaul a
DHFR amplifikacioval amplifikalhat6 vektorok [lasd példaul Kaufman, 4 470 461. szAmi ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat, Kaufman és Sharp, , Construction Of A Modular
Dihydrofolate Reductase cDNA Gene: Analysis Of Signals Utilized For Efficient Expression”,
Mol. Cell. Biol. 2, 1304-1319. old. (1982)] és glutamin-szintetaz (GS) amplifikacié (lasd pél-
daul az 5 122 464. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratot és a EP 338 841.
szamu eurOpai szabadalmi iratot).

A rekombinans vektor tovabba tartalmazhat olyan DNS-szekvenciat, amely lehetdvé te-
szi a vektor replikaciojat a kérdéses gazdasejtben. Ilyen szekvencia egy példaja (amikor a gaz-
dasejt eml3ssejt) az SV40 replikacids origd. Amikor a gazdasejt élesztOsejt, az élesztOben valod
replikaciora megfelelé szekvencidk az éleszté 2p plazmid REP 1-3 replikacios génjei és
replikacios origdja.

A vektor tartalmazhat szelektalhat6 markert is, példaul olyan gént, amelynek a terméke
kiegésziti a sejt egy hidnyossagat, mint példaul a dihidrofolat-reduktaz (DHFR) vagy a
Schizosaccharomyces pombe TPI génje [P. R. Russell, Gene 40, 125-130. old. (1985)], vagy
olyan, amely drog elleni rezisztenciat okoz, példaul ampicillin, kanamicin, tetraciklin,
kloramfenikol, neomicin, higromicin vagy metotrexat ellen. Fonalas gombak esetében a sze-
lektalhatd marker lehet amdS, pyrG, arcB, niaD, sC.

A ,szabalyoz6 szekvencia” kifejezés alatt a leiras szerinti értelemben minden olyan
komponenst értiink, amely sziikséges vagy elonyds az IFNB polipeptid expresszidjahoz. Bar-
melyik szabalyozd szekvencia lehet nativ vagy idegen a polipeptidet kodoldé nukleotid-
szekvenciahoz viszonyitva. Az ilyen szabalyozo szekvenciak nem korlatoz6 példai kozé tarto-
zik vezetdszekvencia, poliadenilacios szekvencia, propeptid szekvencia, prométer, enhancer

vagy leolvasassal ellentétes iranyban lévo aktivalo szekvencia, szignalpeptid szekvencia és
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transzkripcios terminator. Minimumként a szabalyozo szekvencia legalabb egy promotert tar-
talmaz.

Nagyszamu kiilonféle expresszios szabalyozé szekvenciat alkalmazhatunk a talalmany
szerint. Az ilyen hasznos szabalyozo szekvencidk kozé tartoznak a fenti expresszios vektorok
szerkezeti génjeinek az expressziot szabalyozé szekvenciai, valamint barmilyen olyan szekven-
cia, amelyrdl ismert, hogy prokaridta vagy eukariota sejtek vagy azok virusai expressziojat
szabalyozo szekvencia, és ezek kiilonféle kombinacioi.

Transzkripcié emldssejtekben torténd iranyitdsara alkalmas szabalyoz6 szekvenciak
példai kozé tartoznak az SV40 és adenovirus korai és késéi promoterei, példaul az adenovirus-
2 f6 késdi promoétere, az MT-1 (metallotionein gén) promoter, a human citomegalovirus
(CMV) kozvetlen korai promotere, a human elongacios faktor la (EF-la) promotere, a Dro-
sophila minimalis hésokk-70 fehérje promotere, a Rous Szarkoma Virus (RSV) promoétere, a
humén ubiquitin-C (UbC) prométere, a human novekedési hormon terminatora, SV40 vagy
adenovirus Elb régié poliadenilacios szignaljai, és a Kozak-féle konszenzus szekvencia [Kozak,
M. J. Mol. Biol. 196, 947-950. old. (1987)].

Annak érdekében, hogy javitsuk az expressziot emldssejtben, szintetikus intront €pit-
hetiink be a jelentéséggel bird polipeptidet kodolé nukleotid-szekvencia 5° nem transzlalodo
régidjaba. Szintetikus intron egy példaja a pCI-Neo plazmid (Promega Corporation, W1, USA)
szintetikus intronja.

Transzkripcid rovarsejtekben torténd iranyitasara alkalmas szabalyozé szekvencidk pel-
dai kozé tartoznak a polihedrin promoter, a P10 promoter, az Autographa californica
polihedrozis virus bazikus fehérje promotere, a bakulovirus kozvetlen korai 1-es génjének a
promotere és a bakulovirus 39K késleltetett korai génjének a promotere, ¢és az SV40
poliadenilacios szekvencia.

Elesztd gazdasejtekben alkalmas szabalyozo szekvenciak példai kozé tartoznak az
élesztd a-parosodasi rendszere, az éleszté trioz-foszfat-izomeraz (TPI) promotere, élesztd
glikolitikus génjeinek vagy alkohol-dehidrogenaz génjeinek promoterei, az ADH2-4c promoter
és az indukélhaté GAL promoter.

Fonalas gombakban alkalmazhato alkalmas szabalyozé szekvenciak példai kozé tartoz-
nak az ADH3 promoter és terminator, az Aspergillus oryzae TAKA amilaz trioz-foszfat-
izomeraz vagy alkalikus proteaz, 4. niger alfa-amilaz, A. niger vagy A. nidulans glukoamilaz,
A. nidulans acetamidaz, Rhizomucor miehei aszpartikus proteinaz vagy lipaz génekbdl szarma-

z6 promoter, a TPI1 terminator és az ADH3 terminator.
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~ A bakterialis sejtekben alkalmazhat6 alkalmas szabalyoz6 szekvenciak példai kozé tar-

toznak a lac-rendszer, a frrp-rendszer, a TAC vagy TRC rendszer és a lambda fag f6 promoter-
régioi. |

Az TFNB polipeptidet kodol6 taldlmany szerinti nukleotid-szekvenciak, akar helyspeci-
fikus mutagenezissel, akar szintézissel Qagy mas eljarasokkal vannak elallitva, tartalmazhatnak
vagy sem olyen nukleotid-szekvenciat, amely szignalpeptidet kodol. A szignalpeptid akkor van
jelen, amikor a polipeptidet szekretalni kell abbol a sejtbél, amelyben expresszalodik. Az ilyen
szignalpeptidet, amennyiben jelen van, fel kell ismernie a polipeptid expresszaltatasahoz kiva-
lasztott sejtnek. A szignalpeptid lehet homolog (példaul amely normalis esetben kapcsolodik a
human IFNB-hez) vagy heterolog (azaz a human IFNB-t6l kiilonb6z6 forrasbél szarmazo) a
polipeptidhez viszonyitva, vagy lehet homolog vagy heteroldg a gazdasejthez viszonyitva, azaz
lehet olyan szignalpeptid, amely normalis esetben expresszalodik a gazdasejtbdl, vagy normalis
esetben nem expresszalodik a gazdasejtb6l. Ennek megfelelden a szignalpeptid lehet prokario-
ta, példaul baktériumbol, mint példaul E. coli-bol szarmazo, vagy lehet eukariota, példaul em-
16s, rovar vagy éleszt6 sejtbol szarmazo.

A szignalpeptid jelenléte vagy hianya fiigghet a polipeptid eléallitasara alkalmazott gaz-
extracellularis fehérje), és attol, hogy kivanatos-e szekrécio eldidézése. Fonalas gombakban
torténd alkalmazasra a szignalpeptidet kényelmesen Aspergillus sp. amilazt vagy glukoamilazt
kodolo génbdl, Rhizomucor miehei lipazt vagy proteazt vagy Humicola lanuginosa lipazt ko-
dolé génbdl szarmazhat. A szignalpeptid elonyosen 4. oryzae TAKA amilazt, A. niger semle-
ges a-amilazt, 4. niger savas-stabil amilazt vagy A. niger glukoamilazt kodolé génbdl szarma-
zik. Rovarsejtekben torténd alkalmazasra a szignalpeptid kényelmesen rovargénbdl szarmazhat
(v6. a WO 90/05783. szamu nemzetkozi kozzétételi irattal), mint példaul a hértyasszarnyu
Manduca sexta adipokinetikus hormon prekurzorabol (v6. az 5 023 328. szam( amerikai egye-
stlt allamokbeli szabadalmi irattal), mézel6 méh melittinjébol (Invitrogen), ekdiszteroid-UDP-
glukoziltranszferazbol (egt) [Murphy és mtsai., Protein Expression and Purification 4, 349-
357. old. (1993)] vagy human hasnyalmirigy lipazbol (hpl) [Methods in Enzymology 284, 262-
272. old. (1997)].

Emldssejtekben torténd alkalmazasra elényos szignalpeptid a leirasban szerepld példak-
bél nyilvanvalé human IFNB-¢é, vagy az egér 1G-kappa konnyilanc szignalpeptidje [Coloma,
M., J. Imm. Methods 152, 89-104. old. (1992)]. Elesztdsejtekben torténd alkalmazasra alkal-

mas szignalpeptidek az o-faktor szignalpeptid S. cerevisiae-bol (vo. az 4 870 008. szami ame-
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rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irattal), az egér nyalamilaz szignalpeptidje [v6. O.
Hagenbuchle és mtsai., Nature 289, 643-646. old. (1981)], modositott karboxipeptidaz
szignalpeptidje [vo. L. A. Valls és mtsai., Cell 48, 887-897. old. (1987)), az éleszt6 BAR1
szignalpeptidje (v6. a WO 87/02670. szami nemzetkozi kozzétételi irattal), és az élesztd
aszpartikus proteaz-3 (YAP3) szignalpeptidje [vo. M. Egel-Mitani és mtsai., Yeast 6, 127-137.
old. (1990)].

Barmilyen alkalmas gazdat alkalmazhatunk az IFNB polipeptid el6allitasara, beleértve
baktériumokat, gombakat (beleértve élesztoket), novényeket, rovarokat, emlosoket, vagy mas
megfeleld allati sejteket vagy sejtvonalakat, valamint transzgenikus allatokat vagy novényeket.
A bakterialis gazdasejt példai kozé tartoznak Gram-pozitiv baktériumok, mint példaul Bacillus
torzsei, példaul B. brevis vagy B. subtilis, Pseudomonas vagy Streptomyces, vagy Gram-
negativ baktériumok, mint példaul E. coli torzsei. Vektor bejuttatasat bakterialis gazdasejtbe
példaul protoplaszt transzformacioval hajthatjuk végre [lasd példaul Chang és Cohen,
Molecular General Genetics 168, 111-115. old. (1979)], kompetens sejtek alkalmazasaval [lasd
példaul Young és Spizizin, Journal of Bacteriology 81, 823-829. old. (1961), vagy Dubnau és
Davidoff-Abelson, Journal of Molecular Biology 56, 209-221. old. (1971)], elektroporaciéval
[lasd példaul Shigekawa és Dower, Biotechniques 6, 742-751. old. (1988)], vagy konjugécio-
val [lasd példaul Koehler és Thorne, Journal of Bacteriology 169, 5771-5278. old. (1987)].

Alkalmas fonalas gomba gazdasejtek példai kozé tartoznak az Aspergillus, példaul A.
oryzae, A. niger, vagy A. nidulans, Fusarium vagy Trichoderma torzsei. Gombasejteket
protoplaszt kialakitasat a protoplaszt transzformacidjat, és a sejtfal 6nmagaban ismert médon
torténd regeneralasat magaban foglalo eljarassal transzformalhatunk. Aspergillus gazda
transzformalasara alkalmas eljarasokat irnak le az EP 238 023. szamu eurdpai szabadalmi irat-
ban és az 5 679 543. szami amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban. Fusarium fajok
transzformalasara alkalmas eljarasokat irnak le Malardier és mtsai. [Gene 78, 147-156. old.
(1989)] és a WO 96/00787. szamii nemzetkozi kozzétételi iratban. Eleszt6t transzformalhatunk
az alabbi irodalmi helyeken leirt eljarasok alkalmazasaval: Becker és Guarente, ,,Guide to
Yeast Genetics and Molecular Biology”, szerk.: Abelson, J. N. és Simon, M. I., Methods in
Enzymology 194, 182-187. old., kiad.: Academic Press, Inc., New York; Ito és mtsai., Journal
of Bacteriology 153, 163. old. (1983); és Hinnen és mtsai., Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 75, 1920 old. (1978).

Alkalmas éleszt$ gazdasejtek példai kozé tartoznak a Saccharomyces torzsei, példaul S.

cerevisiae, Schizosaccharomyces, Klyveromyces, Pichia torzsei, mint példaul P. pastoris vagy
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P. methanolica, Hansenula torzsei, mint példaul H. Polymorpha vagy Yarrowia torzsei.
Elesztésejteknek heterolog DNS-sel torténd transzformalasara és heterolog polipeptidek elbal-
litasara szolgalo eljarasokat tar fel a Clontech Laboratories, Inc. cég (Palo Alto, CA, USA; a
,»Yeastmaker Yeast Tranformation System Kit” termékismertetdjében), és Reeves és mtsai.
[FEMS Microbiology Letters 99, 193-198. old. (1992)}], Manivasakam és Schiestl [Nucleic
Acids Research 21, 4414-4415. old. (1993)] és Ganeva és mtsai. [FEMS Microbiology Letters
121, 159-164. old. (1994).

Alkalmas rovarsejtek példai kozé tartoznak hartyasszarnyii sejtvonalak mint példaul a
Spodoptera frugiperda (Sf9 vagy Sf21) sejtvonalak vagy Trichoplusioa ni sejtek (High Five)
(5077 214. szam( amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat). Rovarsejtek transzformala-
sat és azokban heterolog polipeptidek eldallitasat az Invitrogen altal leirt modon hajthatjuk
végre.

Alkalmas eml6s gazdasejtek kozé tartoznak kinai aranyhorcsog petefészek (CHO) sejt-
vonalak (példaul CHO-K1; ATCC CCL-61), zoldmajom sejtvonalak (COS) [példaul COS-1
(ATCC CRL-1650), COS-7 (ATCC CRL-1651)); egérsejtek (példaul NS/O), horcsogbébi vese
(BHK) sejtvonalak (példaul ATCC CRL-1632 vagy ATCC CCL-10), és human sejtek [példaul
HEK-293 (ATCC CRL-1573)], valamint szovettenyészetben 1évé novényi sejtek. Tovabbi al-
kalmas sejtvonalak ismertek a szakteriileten, és hozzaférhetk nyilvanos letéti intézményekbél,
mint amilyen példaul az ’American Type Culture Collection’ (Rockville, Maryland). Ezenkiviil
az emldssejt, mint példaul egy CHO sejt, modosithatd, hogy szialiltranszferazt, példaul 1,6-
szialiltranszferazt expresszaljon, példaul amint az S 047 335. szami amerikai egyesilt allamok-
beli szabadalmi iratban leirjak, annak érdekében, hogy javitsuk az IFNB polipeptid glikozilacio-
jat.

Exogén DNS-nek emlds gazdasejtekbe torténd bejuttatasara szolgald eljarasok kozé
tartozik a kalcium-foszfat-kozvetitett transzfekcio, elektroporacid, DEAE-dextran-kozvetitett
transzfekcio, liposzoma-kozvetitett transzfekcio, viralis vektorok és a Life Technologies Ltd.
(Paisley, UK) Lipofectamin 2000 reagense és a Roche Diagnostics Corporation (Indianapolis,
USA) FuGENE 6 reagense utjan végzett transzfekcios eljarasok. Ezek az eljarasok jol ismertek
a szaktenileten, és példaul leirjak azokat Ausbel és mtsai. a ,,Current Protocols in Molecular
Biology” [kiad.: John Wiley & Sons, New York, USA (1996)] cimii konyviikben. Emlossejtek
tenyésztését meglévo eljarasok szerint végezziik, példaul amint azt az alabbi irodalmi helyeken

leirjak: ,,Animal Cell Biotechnology, Methods and Protocols”, szerk.: Nigel Jenkins, kiad.:
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Human Presé Inc, Totowa, New Jersey, USA (1999) és Harrison, M.A. és Rae, LF., . General
Techniques of Cell Culture”, kiad.: Cambridge University Press (1997).

A talalmany szerinti eloallitasi eljarasokban a sejteket taplalo tapkozegben tenyésztjiik,
amely alkalmas a polipeptid szakteriileten ismert eljarasokkal torténd elGallitasara. Példaul a
sejteket razoflaskas tenyésztéssel tenyészthetjik, kisléptékii vagy nagyléptékii fermentalassal
(beleértve folyamatos, szakaszos, betaplalt szakaszos vagy szilardfazisa fermentaciot) laboratd-
riumi vagy ipari fermentorokban végezve alkalmas tapkdzegben és olyan koriilmények kozott,
amelyek lehet6vé teszik a polipeptid expresszaltatasat és/vagy tisztitasat. A tenyésztést alkal-
mas taplalé tapkozegben hajtjuk végre, amely szén- és nitrogénforrasokat és szervetlen sokat
tartalmaz, a szakteriileten ismert eljarasok alkalmazasaval. Alkalmas tapkozegek hozzaférhetdk
kereskedelmi forgalomban, vagy publikilt Osszetételek alapjan eldallithatok (példaul az
’American Type Culture Collection’ katalogusaiban publikaltakbo6l). Ha a polipeptid szekreta-
lodik a taplalo tapkozegbe, a polipeptidet kozvetleniil a tapkozegbdl nyerhetjitk vissza. Ha a
polipeptid nem szekretalodik, azt a sejtek lizalasaval nyerhetjiik vissza.

A kapott polipeptidet a szakteriileten ismert eljarasok alkalmazasaval nyerhetjiik vissza.
Példaul a polipeptid a tapkozegb6l hagyomanyos eljarasokkal nyerhetjitkk vissza, amelyek nem
korlatozé példai a centrifugalas, sziirés, extrahalas, permetezve szaritas, beparlas vagy kicsa-
pas.

A polipeptideket a szakteriileten ismert kulonféle eljarasok alkalmazasaval tisztithatjuk,
nem korlatozé példakant kromatografiaval (példaul ioncseréld, affinitasi, hidroféb kromatog-
rafiaval, kromatofokuszalassal és méretkizarasos kromatografiaval), elektroforetikus eljarasok-
kal (példaul preparativ izoelektromos fokuszalassal), differencialis oldhatosaggal (példaul am-
monium-szulfatos kicsapassal), SDS-PAGE-vel vagy exrahalassal [lasd példaul ,Protein
Purification”, szerk.: J.-C. Janson és Lars Ryden, kiad.: VCH Publishers, New York (1989)].
IFNB aktivitast mutatd polipeptid specifikus tisztitasi eljarasait tarjak fel a 4 289 689,
4359389, 4172071., 4551 271., 5244 655., 4485017, 4 257 938. és 4 541 952. szam\
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratokban. Egy specifikus tisztitasi eljaras immunaffi-
nitasi tisztitason alapul [lasd példaul Okamura és mtsai., ,,Human Fibroblastoid Interferon:
Immunosorbent Column Chromatography And N-Terminal Amino Acid Sequence”, Biochem.
19, 3831-3835. old. (1980)]. Ezenkiwvtil hidroxiapatit kromatografiat is alkalmazhatunk. Ezen-
felil a tisztitas IFNAR 1 és/vagy IFNAR 2, eldnyosen IFNAR 2 alkalmazasan is alapulhat.

Az IFNB polipeptidek biologiai aktivitast a szakteriileten ismert barmilyen alkalmas el-

jarassal megallapithatjuk. Ilyen vizsgalati eljarasok magukban foglaljak antiviralis aktivitas el-
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lenanyagos semlegesitését, protein-kinaz indukalasat, oligoadenilat-2,5-A-szintetaz vagy fosz-
fodiészteraz aktivitasat, amint azt az EP 41 313 B1. szamu eurdpai szabadalmi iratban feltér-
jak. Az ilyen vizsgalati eljarasok lehetnek immunmodulans vizsgalati eljarasok is (lasd példaul a
4 753 795. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratot), novekedés-gatlasi vizsga-
lati eljarasok, és az interferon-receptorokat expresszalé sejtekhez valdo kotddés mérése is. A
talalmany szerinti polipeptidek és konjugatumok biologiai aktivitdsanak meghatarozasira szol-
galo specifikus eljarasokat feltarunk az alabbi ,, Anyagok és eljarasok’ szakaszban.

Gyogyaszati készitmény és a taldilmany szerinti konjugitum alkalmazasai

A talalméany szerinti IFNB molekulat olyan dozisban adjuk be, amely megkézelitSleg
megegyezik a human IFNB-vel, mint példaul Avonex, Rebif és Betaseron alkalmazasaval vég-
zett terapiaval, vagy annal magasabb dozisban. A pontos beadandé dozis a koriilményektol
fiigg. Normalis esetben a dozisnak képesnek kell lennie megel6zni vagy csékkenteni a kezelt
allapot vagy indikacio silyossagat vagy elterjedését. A szakember szamara nyilvanvald, hogy
az IFNB molekula hatasos mennyisége tobbek kozott fligg a betegségtdl, a dozistol, a beadasi
rendtdl, attol, hogy a molekulat egymagaban adjuk-e be vagy mas terapias agenssel egyiitt, a
készitmények szérum féléletidejétil, és a paciens altalanos egészségi allapotatol.

A talalmany szerinti IFNB molekulakat ahogyan vannak, és/vagy s formajaban alkal-
mazhatjuk. Alkalmas sok nem korlatozo példai kozé tartoznak sok alkalifémekkel vagy alkali-
foldfémekkel, mint példaul natriummal, kaliummal, littummal, kalciummal, magnéziummal, va-
lamint példaul cink sok. Ezek a sok vagy komplexek kristalyos és/vagy amorf szerkezetben le-
hetnek jelen.

A talalmany szerinti molekulat elénydsen olyan készitményben adjuk be, amely tovabb
gyogyaszatilag elfogadhat6 hordozot vagy kotoszert is tartalmaz. A | gyogyaszatilag elfogad-
hat6” kifejezés alatt olyan hordozot vagy kotdszert értiink, amely nem okoz semmilyen kelle-
metlen hatast azokban a paciensekben, amelyeknek azt beadjuk. Ilyen gyogyaszatilag elfogad-
hat6 hordozok €s kotdszerek jol ismertek a szaktertileten.

A talalmany szerinti molekulat gyogyaszati készitményekbe szerelhetjiik ki jol ismert
eljarasok alkalmazasaval. Alkalmas kiszereléseket ismertetnek az alabbi irodalmi helyeken:
5 183 746. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat; E. W. Martin, ,,Remington’s
Pharmaceutical Sciences”, 18. kiadas, szerk.: A. R. Gennaro, kiad.: Mack Publishing Company
(1990); ,,Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins”, szerk.: S.
Frokjaer és L. Hovgaard, kiad.: Taylor & Francis (2000); és ,JHandbook of Pharmaceutical
Excipients”, 3. kiadas, szerk: A. Kibbe, kiad.: Pharmaceutical Press (2000).
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A talalméany szerinti molekulat killonféle formaban szerelhetjik ki gyogyaszati készit-
ménybe, beleértve folyadékot, gélt, liofilizstumot, pulmonéris diszperziét, vagy barmilyen
egyeb alkalmas format, példaul sajtolt szilard format. Az elényos forma fligghet az adott kezelt
indikaciotol, és nyilvanvalo a szakember szamara.

A taldlmény szerinti gyogyaszati készitményt beadhatjuk parenteralisan (példaul
intravénasan, intramuszkuldrisan, intraperitonealisan vagy szubkutan), oralisan, intracerebrali-
san, intradermalisan, intranazalisan, intrapulmonarisan, inhalalassal, vagy barmilyen mas elfo-
gadhat6 modon, példaul PowderJect vagy ProLease technologia alkalmazasaval. Az elényos
beadasi mod fligghet az adott esetben kezelt indikaciotél, és nyilvanvalé a szakember szamara.

Szabad cisztein nélkiili IFNB polipeptidet tartalmazé gyogydszati készitmény

Meglep6 modon azt talaltuk, hogy a szabad ciszteint nem tartalmazé IFNB polipepti-
deknek, példaul a C17 nélkiili, human IFNB eredetii polipeptideknek szignifikansan csokkent a
hajlamuk az aggregalasra, 6sszehasonlitva a szabad ciszteint tartalmazé IFNB polipeptidekkel.
Ennek a megfigyelésnek fontos kovetkezményei vannak, nemcsak az IFNB polipeptidek eldal-
nimalizalasara szolgal6 stabilizaloszerek sziikségessége tekintetében is, amikor azt gyogyaszati
termékekbe szereljik ki.

Ennek megfelelden egy tovabb megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya gyogya-
szati készitmény, amely glikozilalt IFNB polipeptidet tartalmaz, amelyben a C17S szubsztitcio
talalhato (a 2. azonositdszamui szekvencidhoz viszonyitva), amely készitmény csokkent
mennyiségl stabilizaloszert tartalmaz ahhoz viszonyitva, amennyi C17-et tartalmazo, de egyé-
birant azonos aminosav-szekvenciaju glikozilalt IFNB polipeptidet tartalmaz6 gyogyaszati ké-
szitmény stabilizalasiahoz sziikséges. Példaul a stabilizaloszer mennyiségét csokkenthetjik le-
galabb 50%-kal, mint példaul legalabb 75%-kal, vagy akar nagyobb mértékben is. Kiilénés je-
lentdséggel bir az olyan gyogyaszati készitmény, amely a C17S szubsztiticiét tartalmazé IFNB
polipeptidet tartalmazza (a 2. azonositoszamu szekvencidhoz viszonyitva), ahol a készitmény
lényegében mentes stabilizaloszertol.

Az ezen megvalositasi mod szerinti IFNB polipeptid lehet barmilyen glikozilalt IFNB,
amely mentes szabad ciszteintdl, és lehet példaul barmelyik talalmany szerinti sziildi IFNB mo-
lekula, konjugatum polipeptid része (glikozilalt és adott esetben konjugalt egy masodik nem
polipeptid molekularészhez) vagy glikozilalt varians (azaz ’A PCT/DK00/00471. szam( nem-
zetkozi bejelentés szerinti talalmany szerinti konjugatum, amelyben a nem polipeptid molekula-

rész cukor-molekularész’ vagy a "Megnovekedett glikozilacioju variansok’ szakasz szerintiek).
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Amikor az IFNB polipeptid a huméan IFNB-b6] szarmazik, abban a 17. pozicidban ciszteintdl
kiilonb6zé aminosav-oldallanc talalhato, és példaul a C17S mutaciot tartalmazza.

A stabilizaloszer, amely csokkent mennyiségben van jelen vagy hianyzik, lehet az akabbi
szakaszokban ismertetettek barmelyike. Példaul a stabilizaloszer lehet HAS, vagy nem-ionos
feluletaktiv anyag, mint példaul Tween, példaul Tween 20 vagy Tween 80.

Parenterdlis készitmények

Gyobgyaszati készitmény egy példaja parenteralis beadasra tervezett oldat. Habar sok
esetben a gyogyaszati oldat-készitményeket folyékony, azonnali beadasra megfelelé formaban
biztositjuk, az ilyen parenteralis kiszerelések lehetnek fagyasztott vagy liofilizalt formaban is.
Az eldbbi esetben a készitményt fel kell olvasztani az alkalmazast megel6zéen. Az utdbbi for-
mat gyakran alkalmazzuk a készitményben talalhato hatdanyag kiilonbozd tarolasi korilmé-
nyek kozotti stabilitdsanak fokozasara, minthogy ismert a szakember szamaéra, hogy a liofilizalt
készitmények altalaban stabilabbak a folyékony tarsaiknal. Az ilyen liofilizalt készitményeket
tjra feloldjuk az alkalmazast megel6z6en egy vagy t6bb alkalmas gyogyaszatilag elfogadhaté
oldoszer alkalmazasaval, mint példaul injektalasra szolgalo steril vizzel vagy steril fiziologias
sooldattal.

A parenteralis készitmények esetében azokat liofilizalt kiszerelések formajaban allitjuk
eld, vagy vizes oldatokként, a kivant tisztasagi foku polipeptid megfeleld modon torténd
osszekeverésével egy vagy tobb, a szakteriileten alkalmazott, gyogyaszatilag elfogadhaté hor-
dozbval, kotdszerrel vagy stabilizaloszerrel (amelyek mindegyikét ,kotdszernek” nevezziik),
példaul pufferelé agensekkel, stabilizalé agensekkel, tartositoszerekkel, izotonias agensekkel,
nem-ionos detergensekkel, antioxidansokkal és/vagy egyéb kilonféle adalékanyagokkal.

A pufferel6 agensek segitenek a pH-t a fiziologias koriilményeket megkozelitd tarto-
manyban tartani. Ezek tipikusan korilbelil 2 mM és koriilbeliill 50 mM kozétti tartomanyban
vannak jelen. Alkalmas pufferel6 agensek a talalmany szerinti alkalmazasra lehetnek szerves és
szervetlen savak €s azok soi, mint példaul citrat pufferek (példaul mononatrium-citrat-dinatri-
um-citrat keverék, citromsav-trinatrium-citrat keverék, citromsav—mononatrium-citrat keve-
rék, stb.), borostyankdsav pufferek (példaul borostyankdsav-mononatrium-szukcinat keverék,
borostyankdsav/natrium-hidroxid keverék, -dinatrium-szukcinat keverék, stb.), tartarat puffe-
rek (példaul tartarsav-natrium-tartarat keverék, tartarsav-kalium-tartarat keverék, tartarsav-
natrium-hidroxid keverék, stb.), fumarat pufferek (példaul fumarsav-mononatrium-fumarat ke-
verék, fumarsav-dinatrium-fumarat keverék, mononatrium-fumarat-dinatrium-fumarat keverék,

stb.), glukonat pufferek (példaul glukonsav-natrium-glukonat keverék, glukonsav-natrium-
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hidroxid keverék, glukonsav-kalium-glukonat keverék, stb.), oxalat puffer (példaul oxalsav-
natrium-oxalat keverék, oxalsav-natrium-hidroxid keverék, oxalsav-kalium-oxalat keverék,
stb.), laktat pufferek (példaul tejsav-natrium-laktat keverék, tejsav-natrium-hidroxid keverék,
tejsav-kalium-laktat keverék, stb.) és acetat pufferek (példaul ecetsav-natrium-acetat keverék,
ecetsav-natrium-hidroxid keverék, stb.). Tovabbi lehetdségek kozé tartoznak foszfat pufferek,
hisztidin pufferek és trimetilamin-sok, mint példaul Tris.

A tartositoszereket a mikrobialis novekedés visszatartasara adjuk, kérilbeliil 0,2%-1%
(w/v) mennyiségben.. A talalmany szerint alkalmas tartositoszerek kozé tartozik fenol, benzil-
alkohol, meta-krezol, metil-parabén, propil-parabén, oktadecildimetilbenzil-amménium-klorid,
benzalkonium-halidok (példaul benzalkénium-klorid, -bromid vagy -jodid), hexameténium-klo-
rid, alkil-parabének, mint példaul metil- vagy propil-parabén, katekol, rezorcinol, ciklohexanol
és 3-pentanol.

Az izotdnias agenseket a folyékony készitmények izotoniassaganak biztositasara adjuk,
és kozéjitk tartoznak polihidralt cukoralkoholok, elényosen trihidralt vagy magasabb cukoral-
koholok, mint példaul glicerin, eritritol, arabitol, xilitol, szorbitol és mannitol. A polihidralt al-
koholok 0,1% és 25% tomegszazalék kozotti mennyiségben lehetnek jelen, figyelembe véve az
egyéb alkotolemekhez vett viszonylagos mennyiségiiket.

Stabilizaloszerek alatt kotdszerek széles tartomanyat értjiikk, amelyek funkcidja a térfo-
gat novelésére szolgalo agenstdl olyan adalékanyagig terjed, amely szolubilizalja a hatéanya-
zasat. Tipikus stabilizaloszerek lehetnek polihidralt cukoralkoholok (amint fent felsoroltuk);
aminosavak, mint példaul arginin, lizin, glicin, glutamin, aszparagin, hisztidin, alanin, ornitin, L-
leucin, 2-fenilalanin, glutaminsav, treonin, stb., szerves cukrok vagy cukoralkoholok, mint pél-
daul laktoz, trehaldz, sztachi6z, mannitol, szorbitol, xilitol, ribitol, mioinizitol, galaktitol, glice-
rin és hasonlok, koztiik ciklitolok, mint példaul inozitol; polietilén-glikol, aminosav-polimerek;
kéntartalmu redukaloszerek, mint példaul karbamid, glutation, tioktinsav, natrium-tioglikolat,
tioglicerin, a-monotioglicerin és natrium-tioszulfat; alacsony molekulatémegli polipeptidek
(azaz 10-nél kevesebb oldallancot tartalmazok); fehérjék, mint példaul human szérumalbumin,
szarvasmarha-szérumalbumin, zselatin vagy immunglobulinok; hidrofil polimerek, mint példaul
polivinilpirrolidon; monoszaccharidok, mint példaul xil6z, mannédz, fruktéz és glikdz; di-
szaccharidok, mint példaul lakt6z, malt6z és szukroz; triszaccharidok, mint példaul raffinoz, és
poliszaccharidok, mint példaul dextran. Nem-ionos feliletaktiv anyagok vagy detergensek

(amelyeket ,nedvesitd szereknek” is neveznek) jelen lehetnek, hogy elOsegitsék a terapias
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agens szolubilizalasat, valamint védjék a terapias polipeptidet a keveréssel eldidézett aggrega-
ciotol, ami azt is lehetdvé teszi, hogy a kiszerelés feliileti nyirofesziiltségnek legyen kitéve a
polipeptid denaturalddasa nélkil. Alkalmas nem-ionos feliiletaktiv anyagok kozé tartoznak a
poliszorbatok (20, 80, stb.), polioxamerek (184, 188 stb.), Pluronic® poliolok, polioxietilén-
szorbitan-monoéterek (Tween®-20, Tween®-80, stb.).

A stabilizaloszerek tipikusan a 0,1 és 10000 tomegrész tartomanyban vannak jelen az
aktiv fehérje tomegéhez viszonyitva, de csokkent mennyiségtiek lehetnek vagy hianyozhatnak a
’Szabad cisztein nélkiili IFNB polipeptidet tartalmazo gyogyaszati készitmény’ cimii szakasz-
ban ismertetett talalmany szerinti gyogyaszati készitmény esetében.

A tovabbi kilonféle adalékanyagok kozé tartoznak térfogatot novelé agensek vagy
toltéanyagok (példaul keményitd), komplexképzé agensek (példaul EDTA), antioxidansok
(példaul aszkorbinsav, metionin, E-vitamin) és tarsoldoszerek. A hatdanyagot bezarhatjuk
mikrokapszulakba is, amelyeket példaul koaszcervacids modszerekkel vagy felszinek kozotti
polimerizécidval allitunk eld, példaul hidroximetil-celluldz, zselatin vagy poli-metilmetakrilat
mikrokapszuldkba, kolloid drogszallitd rendszerekbe (példaul liposzémakba, albumin-mikro-
gombokbe, mikroemulziokba, nanorészecskékbe és nanokapszulakba), vagy makroemulzidkba.
Ilyen modszereket ismertetnek a ,,Remington’s Pharmaceutical Sciences” irodalmi helyen (mint
fent).

Az in vivo beadasra alkalmazott parenteralis kiszereléseknek sterilnek kell lennitik. Ezt
konnyen elérhetjiik példaul sterilre sziir6 membranokon keresztiil torténd sziréssel.

Fenntartott felszabaduldsu készitmények

A fenntartott felszabadulasi készitmények alkalmas példai kozé tartoznak a talalmany
szerinti molekulat tartalmazo, szilard hidrofob polimerekbdl késziilt féligateresztd matrixai,
amelyek formaja megfeleld, mint példaul film vagy mikrokapszula. A fenntartott felszabadulasi
matrixok példai kozé tartoznak poliészterek, hidrogélek [példaul poli-(2-hidroxietil-metakrilat)
vagy poli-vinilalkohol], polilaktidok, L-glutaminsav és etil-L-glutamat kopolimerjei, nem deg-
radalodo etilénvinil-acetat, degradalod6 tejsav-glikolsav kopolimerek, mint példaul a
ProLease® technolégia vagy Lupron Depot® (injektalhatd mikrogombok tejsav-glikolsav ko-
polimerbdl és leuprolid-acetat), és poli-D-(-)-3-hidroxi-vajsav. Mig a polimerek, mint példaul
etilén-vinilacetat és tejsav-glikolsav lehetdvé teszik molekulak hosszir id6n keresztiil tartd, mint
példaul 100 napon tal tart6 felszabadulasat, bizonyos hidrogélek rovidebb id6n keresztiil sza-
baditanak fel fehérjéket. Amikor a bezart polipeptidek hosszu id6n keresztiil megmaradnak a

testben, azok denaturalodhatnak vagy aggregalddhatnak a nedvesség miatt 37 °C-on, ami a bi-
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oldgiai aktivitas elvesztéséhez és az immunogenitas lehetséges valtozasaihoz vezethet. Racio-
nalis stratégiakat dolgozhatunk ki a stabilizaciora, a szerepet jatszo mechanizmustol fiiggden.
Példaul ha az aggregacio mechanizmusarol felismerjiik, hogy az intramolekularis S-S kotések
kialakulasa tio-diszulfid kicserélédésen keresztiil, a stabilizalast elérhetjiik a szulfhidril-oldal-
lancok mddositasaval, savas oldatokbol torténd liofilixalassal, a nedvesség-tartalom szabalyo-
zasaval, megfelel6 adalékanyagok alkalmazasaval, és specifikus polimer-matrix készitmények
kifejlesztésével.

Pulmondris bejuttatds

A nebulizatorral — akar sugarhajtasu, akar ultrahangos — val6 alkalmazasra alkalmas
konjugatum vagy polipeptid kiszerelések tipikusan a molekulat vizben feloldva tartalmazzak,
példaul korulbelul 0,01 és 25 mg konjugatum per ml koz6tti koncentracidban, elényosen ko-
rulbeliil 0,1 és 10 mg/ml kozott. A kiszerelés tartalmazhat puffert és egyszerii cukrot is (példa-
ul a fehérje stabilizalasara és az ozmozisnyomas szabalyozasara), és/vagy human szérumalbu-
mint, 0,1 és 10 mg/ml ko6z6tti tartoméanyban. Az alkalmazhato pufferek példai a natrium-acetat,
citrat és glicin. Elényosen a puffer osszetétele és molaritasa alkalmas az oldat pH-janak bealli-
tasara 3 és 9 kozotti pH tartomanyban. Altalaban a 1 mM és 50 mM kozotti puffer-molaritasok
megfelelGek erre a célra. Az alkalmazhat6 cukrok példai a laktoz, maltdz, mannitol, szorbitol,
trehaldz és xiloz, a kiszerelés tomegének altalaban 1% és 10% ko6zotti mennyiségében.

A nebulizatoros kiszerelés tartalmazhat feliiletaktiv anyagot is, hogy csokkentsiik vagy
az oldat atomizacidja okoz. Kiilonféle hagyomanyos feliiletaktiv anyagokat alkalmazhatunk,
mint példaul polioxietilén-zsirsav-észtereket €s -alkoholokat, és polioxietilén-szorbitan-zsirsav-
észtereket. A mennyiségiik altalaban a 0,001 és 4 tomeg% kozotti tartomanyba eshet. Egy kii-
l16nosen elonyos feliiletaktiv anyag a talalmany céljaira a polioxietilén-szorbitan-monooleat.

A talalmany szerinti folyékony részecskék alkalmas diszperzidinak az el6allitasara szol-
galo specifikus kiszereléseket és eljarasokat tarnak fel az alabbi irodalmi  helyeken:
WO 94/20069. szamii nemzetkozi koézzétételi irat, 5915378, 5960792, 5957124,
5934272, 5915378., 5855 564., 5826 570. és 5 522 385. szami amerikai egyesilt allam-
okbeli szabadalmi iratok, amelyek hivatkozas utjan a kitanitas részét képezik.

A talalmany gyakorlatba vétele szempontjabol kereskedelmi forgalomban kaphatd
nebulizatorok harom specifikus példaja az Ultravent nebulizator, amelyet a Mallinckrodt, Inc.

cég gyart (St. Louis, Mo.), az Acorn II nebulizator, amelyet a Marquest Medical Products cég



10

15

20

25

30

eve® BUew waldy 299
. M
(X - o see

.
s® ate L] » [ 128

-67-
gyart (Englewood, Colorado), és az AERx pulmonary drug delivery system, amelyet az
Aradigm Corporation cég gyart (Hayward, California).

A mért dozisa inhalator eszkozzel alkalmazhat6 talalmany szerinti kiszerelések altala-
ban finom eloszlasi port tartalmaznak. Ezt a port liofilizalassal allithatjuk el6, majd folyékony
kiszerelés elkeverésével, €s tartalmazhat stabilizaloszert is, mint példaul human szérumalbumint
(HSA). Tipikusan tébb mint 0,5% (w/w) HSA-t alkalmazunk. Ezenfeliil sziikség esetén egy
vagy tobb cukrot vagy cukoralkoholt is hozzaadhatunk a készitményhez. A példak kozé tarto-
zik laktéz, maltdz, mannitol, szorbitol, szorbitdz, trehaldz, xilitol és xildz. A kiszereléshez hoz-
zdadott mennyiség a jelenlévd konjugatumhoz képest korilbeliil 0,01 és 200% (w/w) kozotti
tartomanyba esik, elonyosen megkozelitdleg 1 és 50% kozotti. Ilyen kiszereléseket azutan lio-
filizalunk és Orliink a kivant részecskeméretre.

A megfeleléen méretezett részecskéket azutan hajtéanyagban felszuszpendaljuk feliile-
taktiv anyag segitségével. A hajtogéaz lehet barmilyen erre a célra hagyomanyosan alkalmazott
anyag, mint példaul klorofluorokarbon, hidroklorofluorokarbon, hidrofluorokarbon vagy szén-
hidrogén, beleértve triklorofluorometant, diklorodifluorometant, diklorotetrafluoroetanolt és
1,1,1,2-tetrafluoroetant, vagy ezek kombinacioit. A megfelel6 feliletaktiv anyagok kozé tarto-
zik a szorbitan-trioleat és szojalecitin. Az olajsav is hasznos feliiletaktiv anyag lehet. Ezt a ke-
veréket toltjiik azutan be a bejuttatd eszkozbe. A talalmany szerint alkalmas kereskedelmi for-
galomban kaphat6 mért dozisa inhalator a Ventolin mért dézisu inhalator, amelyet a Glaxo Inc.
cég gyart (Research Triangle Park, N. C.).

A port tartalmaz6 inhalatorok finom eloszlasu port tartalmazhatnak, amely az IFNB
molekulat tartalmazza, €s tartalmazhat térfogatnoveld agenst is, mint példaul laktozt, szorbi-
tolt, szukrozt vagy mannitolt olyan mennyiségben, amely elGsegiti a pornak az eszk6zb6l torté-
no kiszorasat, példaul a kiszerelés tomegének 50% és 90% kozotti mennyiségében. A por ré-
szecskéinek aerodinamikusnak kell lenniiik a tiddben, ami megfelel korilbeliil 1 g/cm® stirlisé-
gl és kisebb, mint 10 pm median atmérdjii részecskéknek, elényosen 0,5 és 5 um kozott, leg-
elényosebben 1,5 és 3,5 um kozott.

A talalmany szerinti kitanitasnak megfelelé alkalmazasra alkalmas port tartalmazo in-
halator egy példaja a Spinhaler port tartalmazo6 inhalator, amelyet a Fisons Corp. cég gyart
(Bedford, Mass.).

Az ezekben az eszk6zokben alkalmazhatd port az alabbi irodalmi helyeken feltart elja-
rasokkal allithatjuk el6 és/vagy juttathatjuk be: 5 997 848., 5 993 783., 5 985 248, 5976 574,
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5922354, 5785049, 6 123 936. és 5 565 407. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi iratok.

A talalmany szerinti molekulat tartalmazo gyogyaszati készitményt kilonféle, terapias
termékek pulmonéris beadasara tervezett mechanikus eszk6zokkel adhatjuk be, nem korlatozo
p_éldékként nebulizatorokkal, mért dozisi inhalatorokkal, és port tartalmazé inhalatorokkal,
amelyek mindegyike ismerds a szakember szamara.

A talalmény gyakorlatba vétele szempontjabol kereskedelmi forgalomban kaphato esz-
kozok néhany példaja az Ultravent nebulizator, amelyet a Mallinckrodt, Inc. cég gyart (St.
Louis, Missouri);, az Acorn II nebulizator, amelyet a Marquest Medical Products cég gyart
(Englewood, Colorado); a Ventolin mért dozisi inhalator, amelyet a Glaxo Inc. cég gyart
(Research Triangle Park, North Carolina); a Spinhaler port tartalmazé inhalator, amelyet a
Fisons Corp. cég gyart (Bedford, Massachusetts); a ,,standing cloud” eszkéz, amelyet az Inhale
Therapeutic Systems, Inc. cég gyart (San Carlos, California), az AIR inhalitor, amelyet az
Alkermes cég gyart (Cambridge, Massachusetts); és az AERx pulmonary drug delivery system,
amelyet az Aradigm Corporation cég gyart (Hayward, California).

A talalmany szerinti és a PCT/DK00/00471. szami nemzetkézi bejelentés szerinti ta-
lalméany szerinti gyogyaszati készitményt egyéb terapias agensekkel egyiitt is beadhatjuk. Eze-
ket az agenseket ugyanazon gyogyaszati készitmény részeként alkalmazhatjuk, vagy kiilon ad-
hatjuk be azokat a talalmany szerinti IFNB molekulatol, akar egyidejiileg, akar barmilyen elfo-

gadhat6 kezelési rend szerint. Ezenfelil a talalmany szerinti molekulat vagy gyogyaszati ké-

szitményt jarulékos anyagként alkalmazhatjuk mas terapiakban.

Ennek megfelelden a talalmany targyat készitmények és eljarasok képezik a legtobb ti-
pusu viralis fertézés, rak vagy tumor vagy tumoros angiogenezis, Chrohn-féle betegség, ulce-
rativ kolitisz, Guillain-Barré szindréma, gliéma,‘idiopétiés pulmonaris fibrozis, abnormalis sejt-
novekedés kezelésére, vagy barmilyen alkalmas allat, elényésen emlds, és kiilondsen ember
immunmodulacidjara. Példaul a talalmany szerinti vagy a PCT/DK00/00471. szami nemzetko-
zi bejelentés szerinti talalmany szerinti molekulat vagy készitményt alkalmazhatjuk az alabbiak
kezelésére: oszteoszarkoma, bazalis sejt karcinoma, petefészek karcinéma, cervikalis diszpla-
zia, cervikalis karcinoma, laringealis papillomatozis, mikozis fungoidesz, glioma, akut mieloid
leukémia, multiplex mieloma, Hodgkin-féle betegség, melanoma, emlékarcinéma, nem kissejtes
tuddrak, rosszindulati melanoma (adjuvans, késdi fazisi, valamint profilaktikus), karcinoid da-
ganat, B-sejtes limfoma, T-sejtes limfoma, follikularis limféma, Kaposi-szarkoma, kronikus

mielogén leukémia, renalis sejtes karcindma, visszatérd felszini hugyholyagrak, kolorektalis
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karcinoma, boholysejt leukémia, és virélis fert6zések, mint példaul papilléma virus, viralis he-
patitisz, genitalis herpesz, Herpes zoster, herpeszes keratitisz, Herpes simplex, viralis enkefa-
litisz, citomegalovirus tid6gyulladas, rinovirus kronikus perzisztens hepatitisz, kronikus aktiv
HCV (I-es tipus), kronikus aktiv HCV (Il-es tipus) és kronikus hepatitisz B.

Ebben a vonatkozasban a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés szerinti ta-
lilmany szerinti konjugatum vagy annak jelen talalmany szerinti variansa alkalmazhaté CML
monoterapiaban vagy cytarabne-val kombinalva, B-sejtes limfoma monoterapiajara, vagy
doxorubicin-alapu kezelési rendekkel kombinalva, follikularis limfoma terapiara CHOP-szerii
kezelési rend jarulékos anagaként, hepatitisz C monoterapiara, vagy ribavirinnel kombinalva,
multiplex mieloma monoterapidjara vagy VBMCP-vel, BCNU-val vagy VBMCP + HiCy-vel
kombinalva, vagy renalis karcindma monoterapiajara vagy vinblasztinnal, floxuridinnel, 5-
fluoruouracillal vagy IL.-10-zel kombinalva.

Kozelebbrél a talalmany szerinti molekulat vagy készitményt alkalmazhatjuk az alabbi-
ak kezelésére: szkler6zis multiplex (MS), mint példaul az MS négy altalanosan elismert tipusa-
nak barmelyikének kezelésre [joindulati, visszatérd eltiing MS (RRMS), elsédleges prog-
ressziv MS (PPMS) és méasodlagos progreszziv MS (SPMS) és monoszimptomatikus MYS), rak
vagy daganatok, hepatitisz, példaul hepatitisz B és hepatitisz C, vagy herpesz fertdzés (ez
utobbi kezelést adott esetben kombinalhatjuk IL-10-zel torténd kezeléssel).

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya eljaras IFNB 1a, mint példaul
Avonex™ vagy Rebif®, vagy 1b, mint példaul Betaseron® elleni kering6 ellenanyagokkal ren-
delkezd eml6s kezelésére, amely szerint az ilyen ellenanyagokkal szemben csokkent reakcioja
vagy azokkal nem reagél6 talalmany szerinti varianst beadunk. A vegyiiletet hatasos mennyi-
ségben adjuk be. Az emlds elény6sen ember. A kezelendé emldsok a fent felsorolt betegségek
barmelyikében szenvedhetnek, amelyekben az interferon-p hatasos kezelés. Kozelebbrdl a ta-
lalmany ezen megvaldsitasi modja jelentdséggel bir szklerdzis multiplex (a fent felsorolt tipu-
sok barmelyike), hepatitisz vagy rak kezelésében. Ezenfelill a talslmany targya eljaras interfe-
ron-B 1a, mint példdul Avonex™ vagy Rebif®, vagy 1b, mint példaul Betaseron® elleni keringd
ellenanyagokkal rendelkez6 emlds kezelésére alkalmazhatd gyogyaszati termék eldallitasara
amely szerint talalméany szerinti varidnst, amelynek csokkent a reakcidja vagy nem reagal az
ilyen keringd ellenanyagokkal (példaul a reakcié csokkent legalabb 25%-kal, mint példaul le-
galabb 50%-kal, és elonydsen legalabb 75%-kal, mint példaul koriilbelil 100%-kal — azaz
nincs reakcio) injektalhaté vagy mas modon alkalmazhaté kiszerelésbe szereliink ki, amint az

részletesen ismertetjik fentebb. A , keringd ellenanyagok™ kifejezés alatt olyan ellenanyagokat,
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kiilonosen semlegesito ellenanyagokat értiink, amelyek emlésokben keletkeznek kereskedelmi
forgalomban kaphaté IFNB készitmények (Rebif, Betaseron, Avonex) barmelyikével torténd
kezelés hatasara.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany targya IFNB terapiasan jotékony
tulajdonsagainak legalabb némelyikével rendelkezé gyogyaszati készitménnyel t6rténd kezelést
igényl6 paciens (példaul a leirasban emlitett, IFNB-vel kezelhetd barmelyik betegségben szen-
vedd paciens) kezelésére szolgalo eljaras, amely szerint talalmany szerinti varianst tartalmazo
készitményt beadunk, és a kezelésnek csokkentett vagy megsziintetett karos fiziologiai hatasai
vannak a kereskedelmi forgalomban kaphato IFNB termékekkel végzett kezeléssel Gsszeha-
sonlitva. Egy még tovabbi megvaldsitasi mod szerint a talalmany targya ilyen kezelésben al-
kalmazhat6 gyogyaszati készitmény.

A talalmény targyat képezi a talalmany szerinti polipeptid varianst kodold nukleotid-
szekvencia alkalmazasa is génterapias alkalmazasokban. Kézelebbrol jelentés lehet a
"Megnovekedett glikozilacioju variansok’ vagy a ’Specifikus aminosav-szubsztituciokat tartal-
maz6 varidnsok’ vagy a ’Variansok, amelyek fuizios fehérjék’ cimii szakaszokban leirt polipep-
tideket kodolé nukleotid-szekvencia alkalmazasa. A polipeptidek glikozilaciojat ily médon a
génterapia folyaman érjiik el, azaz a nukleotid-szekvencia emberi testben torténd expresszidja
utan.

A taldlmany targykorébe tartozo génterapias alkalmazasok kozé tartozik azon betegsé-
gek kezelése, amelyekben a polipeptidtél elvarjuk, hogy hatasos terapiat biztosit az antiviralis
aktivitasa miatt, példaul viralis betegségekben, beleértve hepatitisz C-t, és kiilonosen HPV-t,
vagy mas fert6z6 betegségekben, amelyek reagalnak IFNB-re, vagy fert6zé agensek esetében,
amelyek érzékeny IFNB-re. Ezenfelil a taldlmany szerinti konjugatum vagy polipeptid alkal-
mazhat6 kronikus gyulladasos demielinacios poliradikuloneuropatia és stlyos nekrotizald bér-
sérilések kezelésében. Ezenkiviil a génterapia a talalmany targykorébe tartozik barmelyik tipu-
st MS kezelésére. Hasonloképpen a talalmany targykorébe tartoznak génterapias alkalmazasok
immunmodulaciéra, valamint azon betegségek kezelésére, amelyekben az IFNB-tdl elvarjuk,
hogy hatasos terapiat biztosit az antiproliferativ aktivitasa miatt, példaul daganatokban és ra-
kokban, vagy mas olyan éllapotokban, amelyeket nemkivanatos sejtproliferacio jellemez, mint
példaul a resztendzis. Az ilyen génterapia tovabbi leirasat megtalalhatjuk a WO 95/25170.

szamu nemzetkdzi kozzétételi iratban.
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Az IFNB lokélis bejuttatasa génterapia alkalmazasaval a terapias agenst a célteriileten
biztosithatja, elkeriilve a nem specifikus beadassal kapcsolatos potenciélis toxicitasi probléma-
kat. |

A talalmany targykorébe tartoznak in vitro és in vivo génterapias modszerek is.

Szamos eljars ismert potencialisan terapias gének meghatirozott sejtpopulaciokba
torténd bejuttatasara. Tovabbi informacidkért lasd példaul: Mulligan, ,, The Basic Science Of
Gene Therapy”, Science 260, 926-931. old. (1993). Ezek kozé az eljarasok kozé tartoznak az
alabbiak:

Kozvetlen géntranszfer, példaul amint azt Wolf és mtsai. feltarjak [, Direct Gene
transfer Into Mouse Muscle In vivo”, Science 247, 1465-1468. old. (1990)];

Liposzéma-kozvetitett DNS-transzfer, példaul amint azt alabbi irodalmi helyeken fel-
tarjak: Caplen és mtsai., ,Liposome-mediated CFTR Gene Transfer to the Nasal Epithelium Of
Patients With Cystic Fibrosis”, Nature Med. 3, 39-46. old. (1995); Crystal, ,,The Gene As A
Drug”, Nature Med. 1, 15-17. old. (1995); Gao és Huang, ,,A Novel Cationic Liposome
Reagent For Efficient Transfection of Mammalian Cells”, Biochem. Biophys Res. Comm. 179,
280-285. old. (1991);

Retrovirus-kozvetitett DNS-transzfer, példaul amint azt az alabbi irodalmi helyeken
feltarjak: Kay és mtsai., ,In vivo Gene Therapy of Hemophilia B: Sustained Partial Correction
In Factor IX-Deficient Dogs”, Science 262, 117-119. old. (1993); Anderson, , Human Gene
Therapy”, Science 256, 808-813. old. (1992);

DNS-virus-kozvetitett DNS-transzfer. Ilyen DNS-virusok kozé tartoznak az adenoviru-
sok (elonyosen az Ad-2 vagy Ad-5 alapu vektorok), herpeszvirusok (eldnydsen Herpes
simplex virus alap vektorok), és parvovirusok (elényosen , defektiv’ vagy autonom modon
nem replikalédo parvovirus alapt vektorok, elénydsebben adeno-asszocialt virus alapi vekto-
rok, legeldnyosebben AAV-2 alapu vektorok) [lasd példaul Ali és mtsai., ,,The Use Of DNA
Viruses as Vectors for Gene Therapy”, Gene Therapy 1, 367-384. old (1994); 4 797 368. és
5 139 941. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok].

A taldlmanyt részletesebben is bemutatjuk az alabbi példakban. A példakat semmikép-

pen sem szabad a leiras és az igénypontok altalanossaganak vonatkozasaban korlatozoként ér-

telmezni.
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Anyagok és eljariasok

Ez a szakasz relevans mind a PCT/DK00/00471. szamt nemzetkozi bejelentés szerinti
talalmany szerinti kitanitas, mind a jelen talalmany kitanitdsa vonatkozasaban.

Anyagok

Hel a sejtek — American Type Culture Collection (ATCC)

ISRE-Luc (Stratagene, La Jolla, USA)

PCDNA 3.1/hygro (Invitrogen, Carlsbad, USA)

pGL3 alapvektor (Promega)

Human genomialis DNS (CloneTech, USA)

DMEM tapkézeg: Dulbecco's Modified Eagle Medium tapkozeg (DMEM), amely
10% magzati marhaszérumot (Life Technologies A/S, Copenhagen, Denmark) tartalmaz.

Vizsgalati eljardsok

Interferon vizsgilati eljaris

Korabban publikaltak azt, hogy az IFNB kélcsonhatasba lép az I-es tipusa interferon-
receptorokkal HeLa sejteken, és aktivalja azokat. Ennek kovetkeztében a transzkripcié akti-
vélodik az Interferon Stimulated Response Element (ISRE) elemet tartalmazé promoétereken.
Ily médon lehetséges az interferon-receptorok agonistainak szkrinelése HeLa sejtekben elhe-
lyezett ISRE-hez kapcsolt luciferaz jelzégén (ISRE-Luc) alkalmazasaval.

Elsddleges vizsgdlati eljards

HeL a sejteket egyiitt transzformalunk ISRE-Luc és pCDNA 3.1/hygro vektorokkal, és
sejtklonokat hozunk létre szelekcidval higromicin B-t tartalmazé DMEM tapkozegben. A
sejtklonokat szkrineljikk luciferaz aktivitasra IFNB jelenlétében és hianyaban. A legmagasabb
stimullt/stimulalatlan aranyt mutat6 luciferaz aktivitasat mutaté klénokat alkalmazzuk a to-
vabbi vizsgalati eljarasokban.

A muteinek szkrineléséhez 15000 sejt/mérdhely sejtet oltunk le 96-mérohelyes te-
nyésztd mikrotiterlemezekre, és ¢jszakan keresztiil inkubaljuk azokat DMEM tapkozegben. A
kovetkezd napon muteineket és jol ismert standardokat adunk a sejtekhez kiilonféle koncentra-
ciokban. A lemezeket 6 dran keresztiil inkubaljuk 37 °C-on 5% CO, atmoszféraban, és azutan
LucLite szubsztratot (Packard Bioscience, Groningen, The Netherlands) adunk az egyes meéro-
helyekhez. A lemezeket leragasztjuk, és mérjiik a lumineszcenciat TopCount luminométerben
(Packard) SPC (,single photon counting”) iizemmédban. Minden egyes lemez IFNB-vel sti-
mulélt méréhelyeket tartalmaz stimulalt kontrollként, és tovabbi mormal tapkozeget tartalmazo

mérdhelyeket tartalmaz stimulalatlan kontrollként. A stimulalt/stimulalatlan luciferaz aktivitas
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kozotti arany szolgal belsé standardként a mutein aktivtashoz és a kisérletek kozott variacio-
hoz.

Masodlagos vizsgdlati eljdrds

Jelenleg 18 nem allélikus interferon-a. gén és egy IFNB gén van. Ezek a fehérjék atfedo
aktivitast mutatnak, és igy lényeges annak biztositasa, hogy a muteinek megtartjak az IFNB
szelektivitasat és specifitasat.

A B-R1 gént aktivalja az IFNB, de a tobbi interferon nem. Ily médon a B-R1 transzk-
ripcioja az IFNB aktivalas masodik markereként szolgal, és ezt alkalmazzuk annak biztositasa-
ra, hogy a muteinek megtartjak az IFNB aktivitast. A B-R1 300 bp hossziisagy, interferon-
érzékeny transzkripcidt iranyitd promoéter fragmensét [Rani, M. R. és mtsai., JBC 271, 22878-
22884. old. (1996)] PCR-rel izolaltuk huméan genomialis DNS-bél és pGL3 alapvektorba
(Promega) inzertaltuk. A kapott B-R1:luciferaz gént alkalmazzuk a fent leirt elsédleges vizs-
glati eljarashoz hasonl6 vizsgilati eljarasokban. A kapott B-R1:luciferaz génrél leirtak, hogy
asztrocitdma sejtekben 250-szer érzékenyebb az IFNB-re, mint interferon-a-ra (Rani és mtsai.,
mint fent).

ELISA vizsgalati eljdrds

Az TFNB koncentraci6jat kereskedelmi forgalomban kaphatd szendvics immunologiai
vizsgalati eljarassal hatdrozzuk meg (PBL Biomedical Laboratories, New Brunswick, NI,
USA). A reagenskészlet ELISA-n alapul monoklonalis egér anti-IFN-B ellenanyagok alkalma-
zasaval, tesztmintaban talalhatdo IFN-B befogasara és detektalasara. A detektald ellenanyag
biotinnal van konjugalva.

Tesztmintakat és rekombinans human IFN-B standardokat adunk 0,1 ml-ben és 10-0,25
ng/ml koncentracioban mikrotiterlemezekhez, amelyek elére be vannak vonva a befogd ellen-
anyaggal A lemezeket 1 6ran keresztiil inkubaljuk szobahdmérsékleten. A mintakat és a stan-
dardokat a reagenskészlet higitopufferében higitjuk.

A lemezeket mossuk a reagenskészlet pufferével, és inkubaljuk a biotinilalt detektald
ellenanyaggal 0,1 ml térfogatban 1 6ran keresztiill szobahdmérsékleten. Tovabbi mosas utan
hozzaadjuk a sztreptavidin-tormaperoxidaz konjugatumot 0,1 ml térfogatban és 1 oran ke-
resztil inkubaljuk szobahdmérsékleten.

A reakciot 0,1 ml tetrametilbenzidin (TMB) kromogén szubsztrat hozzaadasaval
tessziik lathatova. A lemezeket 15 percen keresztiil inkubéljuk sotétben szobahdmérsékleten,
és a reakciot leallitiuk leallitd oldat hozzdadasival. Az abszorbanciat 450 nm-en mérjik

ELISA-leolvasé alkalmazasaval.
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Receptorkotési vigsgdlati eljards

Talalmany szerinti polipeptid vagy konjugatum reeptorkotd képességét az ,, Analysis Of
IFN-B(Pheio;) For Receptor Binding” cimii WO 95/25170. szamii nemzetkozi kozzétételi irat-
ban feltart vizsgélati eljaras alkalmazasaval hatirozhatjuk meg (amely Daudi vagy A549 sejte-
ken alapszik). IFNAR1 és IFNAR2 oldhaté doménjait Iényegében az Arduini és mtsai. altal le-
irt modon [Protein Science 8, 1867-1877. old. (1999)] allithatjuk eld, vagy a jelen leiras 9. pél-
daja alapjan.

Mas megoldasképpen a receptorkoté képességet keresztkoté agens, mint példaul
diszukcinimidil-szuberat (DSS) alkalmazasaval hatarozhatjuk meg, amelyet a Pierce cégtdl sze-
rezhetiink be (Rockford, IL, USA), az alabbiak szerint:

A polipeptidet vagy konjugitumot oldhaté IFNAR-2 receptorral inkubaljuk DSS jelen-
létében vagy hidnyaban a gyart6 utasitasait kovetve. A mintakat SDS-PAGE-n elvalasztjuk, és
anti-IFNB-t vagy anti-IFNAR2-t alkalmaz6 Western-blotot hajtunk végre. Miikodoképes
IFNB-polipeptid/konjugitum:receptor kélcsdnhatas megléte nyilvanvald a receptor és IFNB
molekulatomegének DSS jelenlétében valo megnovekedésébil.

Ezenfelil taldlmany szerinti polipeptidet vagy konjugatumot és mindkét receptor-
alegységet (IFNAR-1 és IFNAR-2) alkalmazo keresztkotési vizsgalati eljaras megallapithatja
az interferon-receptor-1 kotéképességét. Ezzel kapcsolatban publikaltak, hogy az IFNAR-1
csak az interferon-B:IFNAR-2 komplex kialakulasa utan kotédik [Mogensen és mtsai., Journal
of Interferon and Cytokine Research 19, 1069-1098. old. (1999)].

Interferon-f konjugdtumok in vitro immunogenitdsi tesztelése

Talalmany szerinti polipeptid vagy konjugatum csokkent immunogenitasat olyan
ELISA eljaras alkalmazésaval hatirozzuk meg, amely méri a konjugatum vagy polipeptid
immunreaktivitasat referencia molekulaval vagy készitménnyel szemben. A referencia molekula
vagy készitmény normalis esetben rekombinins huméan IFNB készitmény, mint példaul
Avonex, Rebif vagy Betaseron, vagy masik rekombinans human IFNB készitmény, amelyet az
ezen termekek eloallitasara alkalmazottal ekvivalens eljarassal allitottak eld. Az ELISA eljaras
ezen rekombinans IFNB készitmények egyikével kezelt paciensbdl szarmazo ellenanyagokon
alapszik. Az immunogenitast csokkentnek tekintjiik, amikor a talalmany szerinti konjugatum
vagy polipeptid statisztikusan szignifikins modon alacsonyabb valaszt ad a vizsgalati eljaras-
ban, mint a referencia molekula vagy készitmény.

Egy masik eljards az immunogenitas meghatarozasara IFNB-vel (azaz kereskedelmi

forgalomban kaphatéo IFNB termékkel) kezelt paciensekbdl szarmazd szérum alkalmazasa
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~ analog moédon a Ross és mtsai. altal leirt eljarassal [J. Clin Invest. 95, 1974-1978. old. (1999)].

Az antiviralis semlegesitési biologiai vizsgalati eljarasban a csokkent immunogenitas a talal-
many szerinti konjugatum péciensb6l szarmazé szérumokkal éltali csokkent gatlasat eredmé-
nyezi, dsszehasonlitva vad tipusu IFNB referencia molekulaval. Ezenfeliil biokémia IFN-kotési
vizsgalati eljarasokban egy kevésbé immunogén konjugétum varhatoan kisebb mértékben ko-
tédik paciens IgG-hez, mint referencia IFNB molekulak.

A semlegesitési vizsgilati eljaras esetében, a referencia és konjugatum molekulakat
olyan koncentracioban alkalmazzuk, amely megkozelitéleg 80%-os védelmet hoz létre a virus-
sal szemben az antiviralis semlegesitési biologiai vizsgalati eljarasban. Az IFNB fehérjéket
osszekeverjik paciensekbdl szarmazo szérumokkal killonboz6 higitasokban (1:20 aranytol ki-
indulva).

Antivirdlis aktivitdas

Az antiviralis bioldgiai vizsgalati eljarast A549 sejtek (CCL 185, American Tissue
Culture collection) és Enkefalomiokarditisz (EMC) virus (VR-129B, American Tissue Culture
Collection) alkalmazasaval hajtjuk végre.

A sejteket leoltjuk 96-méréhelyes szovettenyésztd mikrotiterlemezekre 10000 sejt/mé-
réhely sirtiségben, €s 37 °C-on inkubaljuk 5% CO, atmoszféraban. Talalmany szerinti polipep-
tidet vagy konjugatumot adunk hozzajuk 100-0,0001 IU/ml koncentraciéban 6sszesen 100 pl
DMEM-ben, amely magzati borjiszérumot és antibiotikumokat tartalmaz.

24 Ora elteltével a tapkozeget eltavolitjuk, és 0,1 ml, EMC virust tartalmazo friss tap-
kozeget adink az egyes méréhelyekhez. Az EMC virust olyan koncentracioban alkalmazzuk,
amely 100%-os sejthalalt okoz IFN-B-mentes sejttenyészetekben 24 6ra elteltével.

Tovabbi 24 ora elteltével a polipeptid vagy konjugatum antiviralis hatasat WST-1 vizs-
galati eljaras alkalmazasaval mérjiikk. 0,01 ml WST-1-et (WST-1 cell proliferation agent,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) adunk 0,1 ml tenyészethez, és 1/2-2 6ran ke-
resztul inkubaljuk 37 °C-on 5% CO, atmoszféraban. A WST-1 tetrazélium sé mitokondrialis
dehidrogenazok altali hasitisa az életképes sejtekben formazan kialakulasat eredményezi,
amelynek a mennyiségét az abszorbancia 450 nm-en torténd mérésével hatarozzuk meg.

Az aktivitas semlegesitése *Interferon Stimulated Response Element’ (ISRE) vizs-
galati eljarasban

Az TFNB anti-IFNB-szérumokat semlegesitd hatasat az ISRE-luciferaz aktivitasi vizs-

galati eljaras alkalmazasaval elemezziik.



10

15

20

25

30

-76 -

IFNB-vel kezelt paciensek vagy immunizalt allatok szérumait alkalmazzuk. A szérumo-
kat vagy rogzitett koncentracioban [1:20-1:500 (paciens szérum) vagy 20-600 ng/ml (allati
szérum)], vagy 0tszoros sorozathigitasban alkalmazzuk 1/20 higitastol (paciens szérum) vagy
600 ng/ml koncentraciotol (allati szérum) indulva. Az IFNB-t vagy 6tszords higitasokban ad-
juk 25000 IU/ml-t8] kiindulva, vagy rogzitett koncentracidban (0,1-10 IU/ml), 80 pl térfogat-
ban (DMEM tapkozeg + 10% FCS). A szérumokat 1 6ran keresztiil inkubaljuk 37 °C-on IFN-
p-val.

A mintakat azutan atvisszik 96-mérdhelyes szovettenyészté mikrotiterlemezekre,
amelyek 24 o6ran keresztiil DMEM tapkozegben novesztett, ISRE-Luc vektorral transzfektalt
HeLa sejteket tartalmaznak (15000 sejt/mérdhely). A lemezeket 6 6ran keresztiil inkubaljuk 37
°C-on 5% CO, atmoszféraban. Azutan LucLite szubsztratot (Packard Bioscience, Groningen,
The Netherlands) adunk az egyes méréhelyekhez. A lemezeket leragasztjuk, és mérjiik a lumi-
neszcenciat TopCount luminométerben (Packard) SPC (,single photon counting”) tizemmdd-
ban.

Amikor az IFNB mintéakat rogzitett mennyiségli szérum jelenlétében titraljuk, a semle-
gesitd hatast a gatlas t6bbszorozédésével definialjuk (FI), az ECsy (szérummal)/ECS0 (szérum
nélkiil) értékkel mérve. A varians IFNB fehérjék ellenanyag-semlegesitésének a csokkenését az
alabbi modon definialjuk:

(1 FI varians

~ x100%
FI vad tipus

PEG-IFNB konjugatum vagy glikozilalt IFNB variansok biolégiai féléletidejének méré-
se

A biologiai féléletidé mérését az szakirodalomban leirt szamos kiilonféle moédon végre-
hajthatjuk. Egyfajta eljarast irnak le Munafo és mtsai. [European Journal of Neurology 5, 187-
193. old. (1998)], akik ELISA eljarast alkalmaztak IFNB szérumszintjének a detektalasara
IFNB szubkutan és intramuszkularis beadasa utan.
az IFNB-kezelésre adott biologiai valaszok értékelését. Azonban azt tételezziik fel, hogy a ta-
lalmany szerinti konjugatumoknak hosszabb szérum féléletideje lehet i.v. beadas utan is, lehe-
tové téve ezzel annak mérését példaul ELISA eljarassal vagy az elsédleges szkrinelési vizsga-

lati eljarassal.
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Kiilonb6z6 farmakodinamikai markereket (példaul szérum neupterint és B2-mikroglo-
bulint) is vizSgéltak [Clin Drug Invest. 18, 27-34. old. (1999)]. Ezeket egyforman jol alkal-
mazhatjuk az elnyujtott biologiai hatas értékelésére. Ezeket a kisérleteket végrehajthatjuk
megfeleld alltafajokban is, mint példaul patkanyokban.

Az IFNB biologiai hatasainak, mint példaul antiviralis, antiproliferativ és immunmodu-
lator hatasainak megéllapitasira szolgalé vizsgilati eljarasok [amint azokat leirjak példaul az
Annals of Neurology 37, 7-15. old. (1995) irodalmi helyen] alkalmazohatok egyiitt a leiras sze-
rinti elsddleges és masodlagos szkrinel6 vizsgalati eljarasokkal a konjugatum biologiai haté-
konysaganak az értékelésére a vad tipusu IFNB-vel 6sszehasonlitva.

Végezetiil allati modellt, mint példaul az altalanosan alkalmazott kisérletes autoimmun
enkefalomielitisz (EAE) modellt alkalmazhatjuk talalmany szerinti konjugatum vagy polipeptid
hatasossaganak megallapitasira. Az EAE modellben immunizalas mielinnel vagy mielin-eredetii
fehérjékkel olyan betegséget valt ki, amely utanozza az emberi szklerézis multiplex gyulladasos
és neurologiai tiineteinek a tobbségét. Az EAE-t alkalmaztak egerekben, patkanyokban, nyu-
lakban és selyemmajmokban [Cannella és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 10100-10105.
old. (1998), Zaprianova és mtsai., Morfologiia 112, 25-28. old. (1997), Hassouna és mtsai., J.
Urology, 130, 806-810. old. (1983), Genain és Hauser, J. Mol. Med. 75, 187-197. old.
(1997)]. Mas modellek, koztik a Theiler-féle egér enkefalomielitisz virus (TMEV) modell
[Murray és mtsai., J. Neurosci. 18, 7306-7314. old. (1998)]. is alkalmazhat az IFNB konjuga-
tum hatasossaganak a megallapitasara.

Hozzaférheto felszini teriilet (ASA)

Az Access szamitogépi program [B. Lee és F. M. Richards, J. Mol. Biol. 55, 379-400.
old. (1971)]) 2. verzidjat (© 1983, Yale University) alkalmazzuk az egyedi atomok hozzafér-
hetd felszini teriilletének (ASA) a kiszamitasara a szerkezetben. Ez az eljaras tipikusan 0,14
nm-es probaméretet alkalmaz, és a hozzaférhet6 felszini teriiletet (ASA) a proba koézéppontja-
ként kialakitott teriiletként definialja. Ezt a szamitast megeldzden az Osszes vizmolekulat és
hidrogénatomot eltavolitjuk a koordinata-készletbdl, csakigy, mint a fehérjéhez nem kozvetle-
nuil tartozd egyéb atomokat is. Alternativ programok elektronikusan hozzaférheték az ASA ki-
szamitasara, példaul a Whatlf program [G. Vriend, J. Mol. Graph. 8, 52-56. old. (1990)] a
http://swift.emblheidelberg.de/servers2/ internetes cimen [R. Rodriguez és mtsai., CABIOS 14,
523-528. old. (1998)], az Accessibility meniipontot alkalmazva a hozzaférhetd felszini teriilet

kiszamitasara.
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Az oldallinc frakcionailis ASA értéke
Az oldallancok frakcionalis ASA-értékét az oldallancot alkotd atomok ASA-Gsszegé-
nek és egy kinyujtott ALA-x-ALA tripeptidben talalhaté ugyanolyan oldallanctipus atomjainak
ASA-értékének a hanyadosaval szamitjuk ki [lasd Hubbard, Campbell és Thornton, J. Mol.
Biol. 220, 507-530. old. (1991)]. Ebben a példaban a CA atomot az oldallanc részének tekint-
jiik a glicin oldallanc esetében, de a tobbi oldallanc esetében nem. Az alabbi tablazatban bemu-

tatjuk az oldallancok standard 100% ASA-értékét:

Ala 0,6923  nm’
Arg 2,0035  nm?
Asn 1,0625  nm’
Asp 1,0206  nm?
Cys 0,9669 nm?
Gln 1,4058  nm®
Glu 1,3461 nm?
Gly 0,3228  nm’
His 1,4700  nm?
Ile 1,3791 nm’
Leu 1,4076  nm®
Lys 1,6250  nm’
Met 1,5608  nm’
Phe 1,6390  nm’
Pro 1,1965  nm?
Ser 0,7816  nm®
Thr 1,0167  nm’
Trp 2,1089  nm’
Tyr 1,7661 nm’
Val 1,1414  nm?

Felszini kitettségii aminosav-oldallincok meghatarozisa

A human IFNB 0,22 nm-es felbontasi haromdimenzios kristalyszerkezete [Karpusas és
mtsai., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 94, 11813-11818. old. (1997)] hozzaférhetd a *Protein Data
Bank’-ban (PDB) [Bernstein és mtsai., J. Mol. Biol. 112, 535. old. (1977)], és elektronikusan
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hozzaférhet6 a *The Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB’ szervezeten
keresztil a http://www.pdb.or internetes cimen az 1AU1 hozzaférési kod alatt. Ez a kristaly-
szerkezet két fliggetlen human IFNB molekulat tartalmaz; ebben a példaban az A jeli moleku-
lat alkalmazzuk.

Felszini kitettség:

A fent ismertetett médon a Whatlf programot alkalmazva az alabbi oldallancokrél ta-
laltuk azt, hogy z€r6 az oldallanc atomjainak a felszini hozzaférhetésége (a Gly esetében a Co.
atom hozzaférhetségét alkalmazzuk): G7, N14, C17, L21, 144, AS5, AS6, T58, 159, M62,
L63, L98, L122, Y125, 1129, L133, A142, W143, V146, 1150, N153, 1157, L160, T161 és
L164.

Frakcionalis felszini kitettség:

A tovabbi elemzéshez a sztérikus utkozések miatt sziikség volt az R71, R113, K115,
L116, M117 oldallancok ujramodellezésére. Az ujramodellezést a Modeler 98 (MSI Inc.) al-
kalmazasaval hajtottuk végre. A frakcionalis ASA szamitasoknak az Access szamitégépi prog-
rammal tOrténé végrehajtisa az ujramodellezett IFNB molekulan (csak az aminosav-
oldallancokat figyelembe véve, és kizarva az N-kapcsolt cukor-molekularészeket) az alabbi ol-
dallancokat eredményezte, amelyek esetében az oldallancnak tobb mint 25%-a felszini
kitettségii: S2, N4, LS, F8, L9, Rll, S12, F15, Q16 Q18, K19, W22, Q23, G26, R27, L28,
E29, Y30, L32, K33, R35, M36, N37, D39, E42, K45, Q46, L47, Q48, Q49, Q51, K52, Q64,
A68, R71, Q72, D73, §75, S76, G78, N80, E81, T82, E85, N86, A89, Y92, H93, N96, H97,
K99, T100, E103, E104, K105, E107, K108, E109, D110,F111,R113, G114 K115, L116,
S119, L120, H121, K123, R124, G127, R128, L130, H131, K134, A135, K136, E137, Y138,
S139, H140, V148, R152, Y155, N158, G162, Y163, R165 és N166, és az alabbi oldallancok
esetében az oldallancnak tobb mint 50%-a felszini kitettségli: N4, LS, F8, S12, F15, Q16, K19,
W22, G26, R27, E29, Y30, K33, R35, N37, D39, E42, Q46, Q48, Q49, Q51, K52, R71, D73,
S75, G78, N80, E81, T82, E85, N86, A89, Y92, H93, K99, T100, E103, E104, E107, K108,
D110, F111, L116, K123, R124, G127, H131, K134, E137, V148, Y155, R165 és N166.

1. példa (a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés 1. példaja)

IFNB emlds é€s rovarsejtekben torténd expresszaltatasara szolgald expresszios kazetta
tervezése

Az M28622 GenBank elérési szami DNS-szekvenciat (amelyet az 1. azonositoszamu

szekvencian mutatunk be), amely tartalmazza a human IFNB teljes hosszisagi cDNS-ét a na-
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tiv szignalpeptidjével, moddositottuk annak érdekében, hogy eldsegitsik a magas szintii
expressziojat emldssejtekben. Eloszor az ATG startkodon kornyezetét modositottuk a Kozak-
féle konszenzus szekvencia szerint [Kozak, M. J. Mol. Biol. 196, 947-950. old. (1987)], oly
modon, hogy tokéletes illeszkedés legyen a konszenzus szekvenciaval az ATG starkodontol a
leolvasassal ellentétes iranyban. Masodszor a nativ humén IFNB kodonjait médositottuk eltol-
va a kodonhasznalatot a magas szinten expresszal6dd human génekben gyakran eléforduld
kodonok iranyaba. Azt kovetden a szekvencia bizonyos nukleotidjait szubsztitualtuk masokkal
annak érdekében, hogy DNS restrikcios endonukleazok felismerési helyeit épitsiik be (ez lehe-
t6vé teszi a DNS-szekvencia késobbi kénnyebb modositasat). Lancinditokat terveztiink oly
maddon, hogy géneket meg tudjuk szintetizalni:

CBProFprl:

5’-GGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTCGCCACCATGACCAACAAGTGCCTGCT
CCAGATCGCCCTGCTCCTGT-3’,

CBProFpr2:

5’-ACAACCTGCTCGGCTTCCTGCAGAGGAGTTCGAACTTCCAGTGCCAGAA
GCTCCTGTGGCAGCTGAACGG-3’,

CBProFpr3:

5’-GAACTTCGACATCCCCGAGGAAATCAAGCAGCTGCAGCAGTTCCAGAAG
GAGGACGCCGCTCTGACCATC-3’,

CBProFpr4:

5’-TTCCGCCAGGACTCCAGCTCCACCGGTTGGAACGAGACCATCGTGGAGA
ACCTGCTGGCCAACGTGTACC-3’,

CBProFpr5:

5’-AGGAGAAGCTGGAGAAGGAGGACTTCACCCGCGGCAAGCTGATGAGCT
CCCTGCACCTGAAGCGCTACTA-3’,

CBProFpr6:

5’-GGAGTACAGCCACTGCGCCTGGACCATCGTACGCGTGGAGATCCTGCGC
AACTTCTACTTCATCAACCGC-3’,

CBProFpr9:

5’-CACCACACTGGACTAGTGGATCCTTATCAGTTGCGCAGGTAGCCGGTCA
GGCGGTTGATGAAGTAGAAGT-3’,

CBProFpri0:
5’-AGGCGCAGTGGCTGTACTCCTTGGCCTTCAGGTAGTGCAGGATGCGGCC



10

15

20

25

30

-81-
ATAGTAGCGCTTCAGGTGCAG-3’,

CBProFprl1i:

5’-CTCCTTCTCCAGCTTCTCCTCCAGCACGGTCTTCAGGTGGTTGATCTGGT
GGTACACGTTGGCCAGCAGG-3’,

CBProFpri2:

5’-GAGCTGGAGTCCTGGCGGAAGATGGCGAAGATGTTCTGCAGCATCTCGT
AGATGGTCAGAGCGGCGTCCT-3’,

CBProFpri13:

5’-CCTCGGGGATGTCGAAGTTCATCCTGTCCTTCAGGCAGTACTCCAGGCGC
CCGTTCAGCTGCCACAGGAG-3’,

CBProFprl4:

5’-CAGGAAGCCGAGCAGGTTGTAGCTCATCGATAGGGCCGTGGTGCTGAAG
CACAGGAGCAGGGCGATCTGG-3’,

A lancinditokat szintetikus génné allitottuk 6ssze egylépéses PCR-rel a Platinum Pfx
polymerase reagenskészlet (Life Technologies) és szokasos haromlépéses PCR-ciklizalasi pa-
raméterek alkalmazasaval. Az sszeallitott gént PCR-rel amplifikaltuk ugyanazon paraméterek
alkalmazasaval.

A human IFNB N-terminalisat kddolé cDNS-t a fent leirtakkal megegyezd PCR koriil-
mények kozott szintetizaltuk meg, de a CBProFprl és -14 lancinditokat az alabbi lancinditok-
kal helyettesitettiik:

CBProRpr?7:

5’-CTGCTCCAGATCGCCCTGCTCCTGTGCTTCAGCACCACGGCCCTATCGAT
GAAGCACCAGCACCAGCATC-3’,

CBProFpr8:

5’-CACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCC
AAGCTGGCTAGCGTTTAAAC-3’,

CBProFpri5:

5’-CAGGAAGCCGAGCAGGTTGTAGCTCATCTGTTGGTGTTGATGTTGGTGC
TGATGCTGGTGCTGGTGCTTC-3’,

CBProFpri6:

5’-AGCAGGGCGATCTGGAGCAGGCACTTGTTGGTCATGGTGGCGAAGCTTA
AGTTTAAACGCTAGCCAGCTT-3’,

annak érdekében, hogy tisztitasi cimkét épitsiink be az IFNB molekulaba.
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A megszintetizalt géneket pcDNA3.1/Hygro vektorba (Invitrogen) klénoztuk be az 5°
vég HindIll helye és a 3’ BamHI helye kozott, eléallitva a pCBProF1 és pCBProF2
plazmidokat.

A pCI-Neo vektor (Promega) szintetikus intronjat a fent leirt szokasos PCR koriilmé-
nyek kozott amplifikaltuk fel az alabbi lancinditokkal:

CBProFpr37:

5’-CCGTCAGATCCTAGGCTAGCTTATTGCGGTAGTTTATCAC-3’,

CBProFpr38:

5’-GAGCTCGGTACCAAGCTTTTAAGAGCTGTAAT-3’,

ami egy 332 bp PCR-fragmenst eredményezett, amelyet elhasitottunk Nhel és HindIII
enzimekkel, és az pCBProFl és pCBProF2 plazmidok 5’UTR régiojaba inzertaltuk be, eloallit-
va a pCBProF4 és pCBProF5 plazmidokat.

Az egyes aminosavak kodonjait a kodol6 régio relevans régidjanak PCR-rel torténd
amplifikalasaval valtoztattuk meg oly médon, hogy a szekvencia PCR-rel beépitett valtoztata-
sait klasszikus klonozasi modszerekkel épithetjiik az expresszids plazmidokba. Példaul az alab-
bi lancinditokat:

Lysd43arg-5" ldncindito (Narl/KasI):

5’-GCTGAACGGGCGCCTGGAGTACTGCCTGAAGGACAGGATGAACTTCGAC
ATCCCCGAGGAAATCCGCCAGCTGCAGC-3’,

Lys45mut-3’ lancindito (BsiWI):

5’-TCTCCACGCGTACGATGGTCCAGGCGCAGTGGCTG-3’,

alkalmaztuk K45R szubsztitiici6 beépitésére az 1055. poziciotol az 1243 .-ig terjedo ré-
giot lefed6 PCR-fragmensben a pCBProF1 plazmidban. A PCR-fragmenst és a pCBProF1
plazmidot is elhasitottuk Narl és BsiWI enzimekkel, amely mindketté egyedi hely. A PCR-
fragmenst és a pCBProF1 vektor gerincét megtisztitjuk és osszeligaljuk, ami az AAG Lys45
kodon helyettesitését eredményezi a CGC Arg kodonnal a pCBProF1 plazmidban.

Ezenfelil SOE (szekvencia tulnyulas kiterjesztési) PCR-t alkalmaztunk aminosav-
szubsztituciok beépitésére. A SOE-PCR-ben elészor amplifikaltuk az IFNB molekula N-
terminalis és C-terminalis részét egyedi PCR-reakciokban.

Ezekhez az elsddleges PCR-ekhez kozponti komplementer lancinditokat szintetizaltunk
oly modon, hogy a szubsztitualandd kodon(oka)t a kivant kodon(ok)re cseréltiik. A terminalis
lancinditok az IFNB molekula N- és C-terminalisanak megfelel6 szokasos lancinditék. Ezen-

felil a terminalis lancinditok restrikcios enzim helyeket tartalmaztak, lehetévé téve a teljes
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hosszisagi PCR-termék késdbbi klonozasat. Ily modon a kozponti (nem-szensz) lancinditot és
az N-terminalis (szensz) lancinditot alkalmaztuk az IFN-B kodolo régidjanak N-terminalis ré-
szének az amplifikalasara az egyik els6dleges PCR-ben, és ekvivalens modon a C-terminalis
rész esetében. Ha egyszer felamplifikaltuk, az N- és C-terminalis részeket teljes hosszusagu
termékké allitottuk dssze egy masodlagos PCR-ben, és beklénoztuk a pPCDNA3.1/Hygro mo-
dositott verzidjaba, amint azt fent leirtuk. Példaul az alabbi lancinditokat alkalmaztuk az
F111IN és R113T szubsztiticiok mutacioinak beépitésére:

CBProFprimer9 (szensz):

CACCACACTGGACTAGTGGATCCTTATCAGTTGCGCAGGTAGCCGGTCAGG
CGGTTG ATGAAGTAGAAGT,

CBProFprimer231 (antiszensz):

CATCAGCTTGCCGGTGGTGTTGTCCTCCTTC,

CBProFprimer230 (szensz).

GAAGGAGGACAACACCACCGGCAAGCTGATG,

CBProFprimer42 (antiszensz):

CACACTGGACTAGTAAGCTTTTATCAGTTGCGCAGGTAGC.

Ezenfelil az olyan esetekben, amikor a beépitett mutacio(k) elegendéen kozel voltak
egyedi restrikcios endonukleaz helyekhez az expresszids plazmidban, varians géneket allitot-
tunk el egyetlen PCR-Iépést és azt kovetd klonozast tartalmazéd konstrukcids eljaras alkalma-
zasaval. Példaul a K19R szubsztituciot az alabbi PCR-lancinditok alkalmazasaval épitettiik be:

CBProFpr58:

GAGGAGTTCGAACTTCCAGTGCCAGCGCCTCCTGTGGCAGCTGAACG, and

CBProFprimer9:

A PCR-terméket azt kovetden a BsiWI és BstBI restrikcios endonukleaz helyek alkal-

mazasaval klénoztuk meg.

2. példa (a PCT/DK00/00471. szamii nemzetkozi bejelentés 5. példaja)

Egy darab beépitett glikozilacios helyet tartalmazé IFNB varidns konstrukcidja és
expresszdltatisa

Annak érdekében, hogy egy extra N-kapcsolt glikozilacios helyet épitsiink be a 111.
pozicioban a hINF-B-ba, a hINF-B-t kodol6 szintetikus gént (hinf-B) (amit az 1. példaban ir-
tunk le) megvaltoztattuk helyspecifikus PCR-mutagenezissel. A BIO-X-ACT (Bioline, UK) és
a PFO050 [hinf-B)/pcDNA3.1(-)Hygro/Intron] plazmid — amely a pcDNA3.1(-)Hygro
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(Invitrogen, USA) szarmazéka, amelybe beinzertaltuk a pCI-neo plazmidbol (Promega, USA)
szarmazé kiméra intront a BamHI és Nhel helyek kozott a vektor MCS-ébe — templatként
torténd alkalmazasaval két PCR-reakciét hajtottunk végre két atfedd lancindito-készlettel:

/CB41 (5’-TTTAAACTGGATCCAGCCACCATGACCAACAAG-3)

/CB55 (5-CGGCCATAGTAGCGCTTCAGGTGCAGGGAGCTCATCAGCTTGCC
GGTGGTGTTGTCCTCCTTC-3’) és

CB42/CB86 (5°-GAAGGAGGACAACACCACCGGCAAGCTGATGAGCTCCCTGC
ACCTGAAGCGCTACTATGGCCG-3’),

sorrendben 446 és 184 bazispar hosszisagl fragmenseket eredményezve. Ezt a két
fragmenst allitottuk 6ssze egy harmadik PCR-ben a szegélyezé6 CB41 és CB42 lancinditok al-
kalmazasaval. A kapott gént beinzertaltuk a pcDNA3.1(-)Hygro/Intron emlés expresszios
vektorba, €s igazoltuk DNS-szekvenalassal, hogy tartalmazza a helyes bazisvaltozasokat,
amelyek az F11IN és R113T szubsztiticiokhoz vezetnek a hINF-B-ban (ezt a plazmidot
PF085-nek nevezziik).

Az [FITIN+R113TJhINF-B varians aktivitisanak tesztelésére a PF085 plazmidot
transzfektaltuk CHO K1 sejtvonalba (ATCC #CCL-61) Lipofectamine 2000 reagens (Life
Technologies, USA) transzfekcios agensként torténd alkalmazasaval. 24 o6ra elteltével a te-

nyészt6 tapkozeget begyiijtottiik, €s mértiik az IFN-B aktivitasat/koncentracidjat:

Aktivitas: 56046 IU/ml [elsodleges vizsgalati eljaras]
ELISA: 80 ng/ml
Specifikus aktivitas: 7x10° IU/mg

Amint lathato, az [F111N+R113T]hINF-B variansnak nagyon magas a specifikus akti-

vitasa, kortlbelil kétszerese a vad tipusa hINF- specifikus aktivitasanak.

3. példa (a PCT/DKO00/00471. szamit nemzetkozi bejelentés 6. példaja)

Egy madsik beépitett glikozildcios helyet [O4IN+QS5IT, | tartalmazo IFNB varidns

konstrukcioja és expresszdltatdsa

A 2. példaban leirttal analog médon egy extra N-kapcsolt glikozilacios helyet épitetiink
be a 49. pozicioban a Q49N és QSIT szubsztituciok révén. A PF043 [hinf-B/pcDNA3.1
(Invitrogen, USA)] templatként torténd alkalmazasaval két PCR-reakciot hajtottunk végre két

atfed6 lancindito-készlettel:
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[PBR7)/PBR78 (5’-GGCGTCCTCCTTGGTGAAGTTCTGCAGCTG-3’) és

/PBR8 (5’-ATATATCCCAAGCTTTTATCAGTTGCGCAGGTAGCCGGT-3 ’)

/PBR77 (5-CAGCTGCAGAACTTCACCAAGGAGGACGCC-3’),

sorrendben 228 és 369 bazispar hossziisagli fragmenseket eredményezve. Ezt a két
fragmenst allitottuk 6ssze egy harmadik PCR-ben a szegélyez6 PBR7 és PBRS lancinditok al-
kalmazasaval. A kapott gént beinzertaltuk a pcDNA3.1(-)Hygro/Intron emlds €Xpresszios
vektorba, és igazoltuk DNS-szekvenalassal, hogy tartalmazza a helyes bazisvaltozasokat,
amelyek a [Q49N,Q51T]hINF-B-hoz vezetnek (ezt a plazmidot PF104-nek nevezziik).

A [Q49N+QSIT]hINF-B varians aktivitisanak tesztelésére a PF104 plazmidot transz-
fektaltuk CHO K1 sejtvonalba Lipofectamine 2000 reagens (Life Technologies, USA)
transzfekcids agensként torténd alkalmazasaval. 24 ora elteltével a tenyésztd tapkozeget be-

Iy

gyljtottik, és mértiik az IFN-P aktivitasat/koncentraciojat:

Aktivitas: 17639 TU/ml [els6dleges vizsgalati eljaras]
ELISA: 10 ng/ml
Specifikus aktivitas:  1,7x10° IU/mg

Amint megfigyelhetd, a [Q49N+Q51T]hINF-f variansnak magas a specifikus aktivita-
sa. Ez az ELISA-ban alkalmazott monoklonalis ellenanyagok egyikének gyenge felismerése

miatt lehet.

4. példa (a PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi bejelentés 7. példaja)

Két beépitett glikozildcids helyet tartalmazd IFNB konstrukcidja és expressziltatisa

A 2. és 3. példaban leirt glikozilacios helyeket épitettikk be human IFNB-be a Q49N,
Q5I1T, F111N és R113T szubsztituciok révén.

A PFO085 (amint a 2. példaban irtunk le) templatként torténd alkalmazésaval két PCR-
reakciot hajtottunk végre két atfedd lancinditd-készlettel:

[PBR89 (5’-CGCGGATCCAGCCACCATGACCAACAAGTGCCTG)

/PBR78 és PBR8/PBR77],

sorrendben 228 és 369 bazispar hosszusagi fragmenseket eredményezve.

Ezt a két fragmenst allitottuk 6ssze egy harmadik PCR-ben a szegélyez6 PBR89 és
PBR8 lancinditok alkalmazasaval. A kapott gént beinzertaltuk a pcDNA3.1(-)Hygro/Intron

emlds expresszios vektorba, €s igazoltuk szekvenalassal, hogy tartalmazza a helyes bazisvalto-
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zasokat, amelyek a [Q49N,Q51T,F11IN,R113T]hINF-B-hoz vezetnek (ezt a plazmidot
PF123-nak nevezziik).
- A PF123 plazmidot CHO K1 sejtekbe transzfektaltuk Fugene 6 (Roche) transzfekcios
agenskén torténé alkalmazasaval. 24 ora elteltével a tenyésztd tapkozeget begyiijtottiik, és

s,

mértiik az IFN-B aktivitasat/koncentracidjat:

Aktivitas: 29401 IU/ml [elsodleges vizsgalati eljaras])
ELISA: 14 ng/ml
Specifikus aktivitas:  2,1x10° TU/ml

Amint megfigyelhetd, a [Q49N+Q51T+F111N+R113T]hINF-B variansnak szintén ma-
gas a specifikus aktivitasa.

Azt talaltuk, hogy a variansnak van receptorkotd aktivitisa az *Anyagok és eljarasok’
szakaszban leirt receptorkotési vizsgalati eljarassal mérve, amely a DSS keresztkotd agens al-

kalmazasan alapszik.

5. példa (a PCT/DKO00/00471. szam nemzetkozi bejelentés 8. példaja alapjan)

A [Q49N+QS51T+F111N+R113T]IFNB glikozilacids varians eldallitasa 'Roller Bottle’
edényekben

A [Q49N+QS1T+F111N+R113T] glikozil4cids varianst termeld CHOKI1 szubklont
(5/G-10) leoltottuk két ’roller bottle’ edénybe (Corning, USA) — amelyek mindegyikének
1700 cm’ volt a felilete — 200 ml, 10% FBS-sel és penicillin/sztreptomicinnel (P/S) kiegészi-
tett DMEM/F-12 (LifeTechnologies; kat. sz. 31330) tapkozegbe. Két nap elteltével a tapkoze-
get kicseréltiik. Tovabbi két nap elteltével a ’roller bottle’ edények kézel 100%-ban
konfluensek voltak, és a tapkozeget atcseréltuk 300 ml, 1/500 EX-CYTE-tal (Serologicals
Proteins; kat. sz. 81129N) és P/S-sel kiegészitett szérummentes UltraCHO tapkozegre
(BioWhittaker; kat. sz. 12-724). A sejteknek ebben a tapkozegben torténd tenyésztése
elOsegiti a magasabb sejttomeg kialakulasat, magasabbat, mint ami a szérumot tartalmazo tap-
kozeggel elérhetd. Két nap elteltével a tapkozeget megujitottuk. Tovabbi két nap elteltével a
tapkozeget lecseréltiikk termelési tapkozegre: DMEM/F-12 tapkozeg (Life Technologies; kat.
sz. 21041), kiegészitve 1/100 ITSA-val (Life Technologies; kat. sz. 51300-044) [az ITSA je-
lentése: Inzulin (1,0 g/L) — Transzferrin (0,55 g/L) — Szelén (0,67 mg/L) kiegészitd
Adherens tenyészetekhez], 1/500 EX-CYTE-tal és P/S-sel. A két 'roller bottle’ edénybdl be-
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gyljtott tapkozegeket osszeontottilk, miel6tt egy tapkodzeg mintat kivettiink az IFNB aktivita-

sanak meghatarozasahoz.

6. példa (a PCT/DK00/00471. szamii nemzetkzi bejelentés 9. példaja)

A K19R+K45R+K123R IFNB varidns elidllitdsa, tisztitdsa és PEG-ildldsa

100 ml, a KI9R+K45R+K123R IFNB varianst tartalmaz6 szérummentes tapkozeg el6-
allitisahoz 3 darab T-175 edényt oltottunk be COS-7 sejtekkel, 10% FBS-sel és glutaminnal és
penicillin/sztreptomicinnel kiegészitett DMEM tapkozegben (Life technologies; kat. sz. 21969-
035). A transzfekci6é napjan (kozel 100%-os konfluencianal) a tapkozeget felgjitottuk 30 ml
friss tapkozeggel 4-5 oraval a transzfektalas elott. A transzfekcio eldkészitéséhez 1890 pl, ki-
egészitok nélkili DMEM tapkozeget osztottunk szét 14 ml-es polipropilén csovekbe
(Corning). 210 pl Fugene 6 reagenst (Roche) adtunk koézvetleniil a tapkozegbe, és 5 percen
keresztiil  inkubaltuk  szobahOmérsékleten. Ekozben 168 ug plazmid DNS-t
([K19R K45R K123R]INF-B/pcDNA3.1(-)Hygro; PF#161) osztottunk szét egy masik 14 ml-
es polipropilén csdbe. 5 perc inkubalas elteltével a Fugene 6 keveréket kozvetleniil hozzaadtuk
a DNS-oldathoz, és 15 percen keresztiil inkubaltuk szobahmérsékleten. Az inkubalas utan ko-
rilbeliil 700 pl-t adtunk cseppenként a harom sejtes tapkozeg mindegyikéhez.

Masnap a transzfekcids tapkozeget helyettesitettik 35 ml szérummentes termelé tap-
kozeggel. A szérummentes tapkozeg DMEM tapkozegen alapul (Life Technologies; kat. sz.
31053-028), kiegészitve glutaminnal, natrium-piruvattal, penicillin/sztreptomicinnel, 1% ITSA-
val (Life Technologies; kat. sz. 51300-044) és 0,2% Ex-Cyfe-tal (Serologicals Proteins; kat. sz.
81129). Mielbtt a termeld tapkozeget hozzaadtuk, a sejtes réteget kétszer mostuk kiegészito-
ket nem tartalmazo DMEM tapkozeggel.

Harom nappal a transzfektalas utan a 100 ml szérummentes tapkozeget begytijtottitk
tisztitashoz és az IFNB varians PEG-ilalasahoz. A pH-t 6,8-ra allitottuk be és a vezetSképes-
séget <10 mS/cm értékre allitottuk be Milli Q viz alkalmazasaval. Azutan a tapoldatot "batch’-
ban adszorbealtuk 1 ml SP 550 kationcserélé gyantara (TosoHaas), amelyet eldzetesen
ekvilibraltunk A-pufferrel (20 mM foszfat, 100 mM NaCl, pH 7). Két 6ran keresztiil tartd,
végtol végig végzett forgatas utan a gyantat hagytuk leiilepedni, és atvittilk egy oszlopba. A
gyantat megmostuk 5 oszloptérfogat A-pufferrel, és elualtuk 2 ml B-pufferrel (20 mM foszfat,
800 mM NaCl, pH 7). Az eluatumot 500 pl-re betoményitettiik 5% etilénglikol hozzaadasa
utan VivaSpin eszk6zon (10 kDa molekulatomeg-vagas). A koncentratumot beallitottuk 50
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mM foszfat, 0,3 M NaCl, 20% etiléngikol, pH 8 puffer alkalmazisaval 2 mi végtérfogatra, és
tovabb toményitettiik 0,5 ml-re.

A végsd koncentratumot az alabbiak szerint PEG-ilaltuk: 100 pl végs® koncentratum-
hoz 25 pl, pH 8-as foszfat pufferben frissen készitett aktivalt PEG-SPA-t (5000 kDa,
Shearwater, Alabama) adtunk a PEG 0, 5, 10, 25 vagy 50 mg/ml végkoncentracidjara beallitva.
A reakciot hagytuk folyni 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten, és azutan leallitottuk SO
mM glicin pufferrel. A mintdkat azonnal lefagyasztottuk -80 °C-on, és a leirt médon meghata-
roztuk a biologiai aktivitasukat (elsodleges vizsgalati eljaras). Elvégeztiik az egyes mintak
Western-blotjat annak érdekében, hogy értékeljiik a jelenlévd el nem reagalt IFNB varians
mennyiségét a PEG-ilalt mintaban.

Az eredmények azt demonstraljak, hogy 25 mg aktivalt PEG/ml koncentracional a nem
PEG-ilalt IFNB varians hianyzott a Western-blot alapjan, és a varians megtartotta a bioldgiai
aktivitasanak az 50%-at a kontroll mintahoz viszonyitva (amelyet azonosan kezeltiink, de 0
mg/ml aktivalt PEG-gel).

7. példa

Megndovekedett szénhidrit-tartalmi variansok a 49. pozicicban

A 49. pozicioban beépitett glikozilacios hely a PCT/DK00/00471. szamu nemzetkozi
bejelentés 6. példajaban ismertetett [Q49N,Q51T] INFB variansban csak koriilbelil 60%-o0s
kihasznaltsagli. Annak érdekében, hogy megnoveljiik a kapcsolodd szénhidrat mennyiségét, ki-
cseréltitk 48. pozicioban talalhat6 glutamin oldallancot fenilalaninra (Q48F), valinra (Q48V) és
triptofanra (Q48W) helyspecifikus PCR-mutagenezissel. BIO-X-ACT (Bioline, UK) és PF185
(a PF185 ugyanazt a cDNS-szekvenciat tartalmazza, mint a 6. példaban ismertetett PF104, an-
nak ellenére, hogy a Kozak-szekvenciat az ATG startkodon elé inzertaltuk) templatként torté-
nd alkalmazasaval a PCR-reakciokat az alabbi lancindito-készletek alkalmazasaval hajtottuk
végre:

Q48F,Q49N, Q51T

PBR89 (5’-CGCGGATCCAGCCACCATGACCAACAAGTGCCTG)

/PBR148 (5’-GTCCTCCTTGGTGAAGTTGAACAGCTGCTT) és

PBR8 (5-ATATATCCCAAGCTTTTATCAGTTGCGCAGGTAGCCGGT-3’)

/PBR147 (5’-AAGCAGCTGTTCAACTTCACCAAGGAGGAC)

Q48V,Q49N,Q51T

PBR89 (5’-CGCGGATCCAGCCACCATGACCAACAAGTGCCTG)

/PBR150 (5’-GTCCTCCTTGGTGAAGTTCACCAGCTGCTT) és
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PBR8 /PBR149 (5’-AAGCAGCTGGTGAACTTCACCAAGGAGGAC)

Q48W,Q49N,Q51T

PBR89 (5’-CGCGGATCCAGCCACCATGACCAACAAGTGCCTG)

/PBR152 (5’-GTCCTCCTTGGTGAAGTTCCACAGCTGCTT) és

PBR8 /PBR151 (5’-AAGCAGCTGTGGAACTTCACCAAG GAGGAC)

A fragmenseket PCR-reakciokban allitottuk 6ssze a szegélyez6 PBR89 és PBRS lanc-
inditok alkalmazésival. A kapott géneket beinzertaltuk a pcDNA3.1(-)Hygro/Intron emlds
expresszios vektorba, és igazoltuk szekvenalassal, hogy tartalmazza a helyes bazisvaltozasokat,
amelyek sorrendben a [Q48F,Q49N,Q51TIhINF-B-hoz (ezt a plazmidot PF305-nek nevezziik),
[Q48V,Q49N,Q51TIhINF-B-hoz  (ezt a  plazmidot PF306-nak  nevezzik)  és
[Q48W,Q49N,Q51T]hINF-B-hoz (ezt a plazmidot PF307-nek nevezziik) vezetnek.

A PF305, PF306, PF307 és PF185 plazmidokat (amely [Q49N,Q51T]hINF-B-t kodol)
CHO K1 sejtekbe transzfektaltuk Fugene 6 (Roche) transzfekcios agenskén térténd alkalmaza-
saval. 24 Ora elteltével a tenyésztd tapkozeget begyiijtottiik, és mértitk az IFN-B aktivitasat:

PF185 134713 TU/ml
PF305 53122 1U/ml
PF306 65949 TU/ml
PF307 45076 TU/ml

Annak érdekében, hogy értékeljiuk a kapcsolodo szénhidrat mennyiségét a harom uj
glikozilaciés variansban, Western-blotot végeztiink azonos mennyiségii aktivitassal minden
savban (1. abra; 2., 3., 4. és 5. sav). Amint az abran lathato, az aminosavcserék (Q48F, Q48V,
Q48W) mindegyike a beépitett glikozilacios hely (Q49N,Q51T) elétt megnovekedett mennyi-
ségi teljesen glikozilalt anyaghoz vezetnek.

Egy masik kisérletben azt lattuk, hogy kiilonosen tirozin beépitése a 48. pozicidba
megnovekedett mennyiségli szénhidrat kapcsolashoz vezet a 49. pozicidban beépitett N-
kapcsolt glikozilacios helyre.

8. példa

Megndivekedett szénhidrdt-tartalmii varidnsok a 111. pozicioban

A 111. pozicioban beépitett glikozilacios hely a PCT/DK00/00471. szami nemzetkozi
bejelentés 5. példajaban ismertetett [F111N,R113T] INFB variansban csak kériilbeliil 50%-os
kihaszndltsagi. Annak érdekében, hogy megnoveljitk a kapcsolodo szénhidrat mennyiségét, ki-
cseréltik 110. pozicioban talalhaté glutamin oldallancot fenilalaninra (D110F) és valinra

(D110V) helyspecifikus PCR-mutagenezissel. B/0-X-ACT (Bioline, UK) és PF185 (amelyet a
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PCT/DKO00/00471. szamu nemzetkozi bejelentés 5. példajaban ismertetiink) templatként torté-
nd alkalmazasaval a PCR-reakciokat az alabbi lancindito-készletek alkalmazasaval hajtottuk
végre:

D110F,F111N,R113T

PBR89 (5’-CGCGGATCCAGCCACCATGACCAACAAGTGCCTG)

/PBR154 (5’-CAGCTTGCCGGTGGTGTTGAACTCCTTCTC) és

PBRS /PBR153 (GAGAAGGAGTTCAACACCACCGGCAAG CTG)

D110V,F111N,R113T

PBR89 (5’-CGCGGATCCAGCCACCATGACCAACAAGTGCCTG)

/PBR156 (5’-CAGCTTGCCGGTGGTGTTCACCTCCTTCTC) és

PBR8/PBR 155 (5’-GAGAAGGAGGTGAACACCACCGGCAAGCTG).

A fragmenseket PCR-reakciokban allitottuk éssze a szegélyezd PBR89 és PBRS lanc-
inditok alkalmazisaval. A kapott géneket beinzertaltuk a pcDNA3.1(-)Hygro/Intron emlds
expresszios vektorba, €s igazoltuk szekvenalassal, hogy tartalmazza a helyes bazisvaltozasokat,
amelyek sorrendben a [110F,F111N,R113T]hINF-B-hoz (ezt a plazmidot PF308-nak nevez-
ziik) és D110V ,F111N,R113TThINF-B-hoz (ezt a plazmidot PF309-nek nevezziik) vezetnek.

A PF308, PF309 és PF085 plazmidokat (amelyek [F111N,R113T]hINF--t kédolnak)
CHO K1 sejtekbe transzfektaltuk Fugene 6 (Roche) transzfekcios agenskén torténd alkalmaza-

saval. 24 ora elteltével a tenyésztd tapkozeget begylijtottitk, és mértitk az IFN- aktivitasat:

PFO085 58615 IU/ml
PF308 50900 IU/ml
PF309 15063 IU/ml

Annak érdekében, hogy értékeljiik a kapcsolodd szénhidrat mennyiségét a két 1j
glikozilacios variansban, Western-blotot végeztiink azonos mennyiségii aktivitassal minden
savban (1. abra, 7., 8., 9. sdv). Amint az abran lathat6, az aminosavcserék (D110F és D110V)
a beépitett glikozilacios hely (F111N,R113T) el6tt szignifikdnsan megndvekedett mennyiségii
teljesen glikozilalt anyaghoz vezetnek.

Egy masik kisérletben azt lattuk, hogy kilonosen tirozin beépitése a 110. pozicidba
megndvekedett mennyiségli szénhidrat kapcsolashoz vezet a 111. pozicioban beépitett N-

kapcsolt glikozilacids helyre.
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9. példa

IFNB polipeptidek glikoformdginak elvilasztisa

A hidroxiapatit kromatografia hatékony modszer IFNB glikoformak elvéalasztasara,
példaul teljesen kihasznalt glikozilacios helyeket tartalmazé glikoformak eldallitasara. Ezt il-
lusztraljuk ebben a példaban.

A PCT/DK00/00471. szamii nemzetkozi bejelentés 8. példajaban eldallitott [Q49N+
Q5I1T+F11IN+R113T3] IFNB varianst haromlépéses eljarasban tisztitottuk meg:

A ’roller bottle’ edényekbdl begyiijtott tapkozeget lecentrifugaltuk és atsziirtik 0,22
um-es sziirén (PVDF). A lesziirt tipkozeget diafiltraltuk Vivaflow 200 rendszeren, amelyet
10000 vagasi értékii poliéterszulfon-membrannal szereltink fel, és S-Sepharose oszlopra
(Pharmacia) vittitk fel, amelyet ekvilibraltunk 50 mM nétrium-acetat, 50 mM natrium-klorid,
pH 5,5 pufferrel. Az oszlophoz k6t6d6 interferon varianst 50 mM natrium-acetat, 0,5 M natri-

um-klorid, pH 5,5 pufferrel elualtuk. Az S-Sepharose oszloprol szarmazé eluitum natrium-

lopra (Pharmacia) vittiik fel, amelyet ekvilibraltunk 50 mM nétrium-acetat, 1,0 M natrium-
klorid, pH 5,5 pufferrel. A felvitelt kovetden az oszlopot Milli Q vizzel mostuk. Az IFNB vari-
anst Milli Q viz és 60% etilénglikol, 50 mM natrium-acetat, pH 5,5 puffer kozotti gradienssel
elualtuk 30 oszloptérfogatban. A teljesen glikozilalt IFNB varianst tartalmazd frakciokat
Osszegylijtottiik, és az eludtumban talalhat6 puffert lecseréltitk 15 mM natrium-foszfat, pH 7,2
pufferre. A mintat hidroxiapatit oszlopra (CHT II, Ceramic hydroxyapatite, Type II, Biorad)
vittitk fel, amelyet ekvilibraltunk 15 mM natrium-foszfattal. A teljesen glikozilalt forma atesett
az oszlopon, mig az egy extra helyet tartalmazo kevésbé glikozilalt formak kotédtek az osz-
lophoz, és azokat linearis natrium-foszfat gradienssel elualtuk 15 mM és 200 mM kozott 20
oszloptérfogatban.

A teljesen glikozilalt [Q49N+Q51T+F111N+R113T] IFNB tisztasagat tobb mint 95%-
nak talaltuk SDS-PAGE alapjan.

10. példa

Beépitett glikozildacios helyeket tartalmazo IFNB PEG-ildldsa

SCM-PEG (karboximetilalt PEG szukcinimidil-észtere, Shearwater, Alabama, moleku-
latémege 5 kDa vagy 12 kDa) friss torzsoldatat allitottuk elé metanolban minden egyes kisérlet
elott.

A [Q49N+Q51T+F111N+R113T] IFNB glikovarians 50 mM natrium-foszfit, 100 mM
natrium-klorid, pH 7,0 pufferben készitett 100 pl 0,3 mg/ml oldatat PEG-ilaltuk SCM-PEG-gel
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(5 kDa vagy 12 kDa), a PEG-nek a lehetséges PEG-ilalasi helyekre (azaz a lizinek és az N-
terminalis) szamitott kétszeres molaris feleslegével. 30 percnyi szobahdmérsékleten torténd in-
kubalas utan a reakciot leallitottuk 5 pl 20 mM glicin, pH 8,0 hozzaadasaval. Ebben az allapot-
ban a reakcioelegy kis mennyiségii modositatlan fehérjét tartalmazott SDS-PAGE alapjan érté-
kelve. Az elsddleges szkrinelési vizsgalati eljaras alkalmazasaval végezet in vitro teszteléssel
demonstraltuk, hogy a PEG-ilalt anyag megtartotta az aktivitas 40%-at, 1-3 12 kDa moleku-
latémegli PEG hozzakapcsolasaval. 1-3 5 kDa PEG-csoport hozzékapcsolasaval a megtartott
bioldgiai aktivitas 25% volt.

Egy masik  kisérletben 50 pl tisztitott, 0,1 mg/ml  koncentracidja
[Q49N+Q51T+F11IN+R113T+K19R+K45R+K123R] IFNB-t PEG-ilaltunk 50 mM natrium-
foszfat, 100 mM natrium-klorid, pH 8,0 pufferben, SCM-PEG-gel (5 kDa), a PEG-nek a lehet-
séges PEG-ilalasi helyekre (azaz a lizinek és az N-terminalis) szamitott hiiszszoros molaris fe-
leslegével 30 percnyi szobah6mérsékleten torténd inkubalas utan a reakciét leallitottuk 5 ul 20
mM glicin, pH 8 hozzaadasaval. Ebben az allapotban a reakcioelegy kis mennyiségii modosi-
tatlan fehérjét tartalmazott SDS-PAGE alapjan értékelve.

’ Az elsédleges szkrinelési vizsgalati eljaras alkalmazasaval végzett in vitro teszteléssel
démonstréltuk, hogy a PEG-ilalt anyag megtartotta az aktivitas 45%-at, 1-3 5 kDa molekula-
tomegili PEG hozzékapcsolasaval. PEG magasabb molekularis feleslegére volt szilkség olyan
PEG-ilalt variansokhoz, amelyekben egy vagy tobb lizin helyettesitve volt mas aminosav-
oldallancokkal.

A PEG-ilalt anyagot elvalasztottuk a PEG-ilalatlan anyagtol vagy méretkizarasos kro-
matografia, vagy kationcserélé kromatografia, vagy a ketté kombinacidjanak az alkalmazasa-
val. A méretkizarasos kromatografiat Superose 12 vagy Superdex 75 oszlopon (Pharmacia)
hajtottuk végre, amelyet PBS pufferrel (pH 7,2) ekvilibraltunk. A kationcseréld kromatografiat
SP-Sepharose HP oszlopon (Pharmacia) hajtottuk végre, amelyet 20 mM citrat, pH 2,7 puffer-

«pe,

pH-janak a novelésével hajtottuk végre.

11. példa

A hiperglikozilalt IFN-B varianst stabilizilja a 17. pozicidban talalhat6 cisztein szerinnel
torténd szubsztiticioja

CHOK1 sejteket transzfektaltunk két hiperglikozilalt IFN- varianst kodolo plazmiddal:
[S2N,N4T,Q5IN,ES3T]INF-B (PF276) és [S2N,N4T,C17S,Q5IN,E53T]INF-f (PF279).
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Konfluens stabil elsédleges transzfekcios tenyészeteket szaporitottunk fel négy T-175 edény-
ben. A konfluencia elérésekor az edényeket atallitottuk szérumot tartalmazo tapkozegrol szé-
rummentes tapkozegre, amely DMEM/F-12 tapkozegen (Life Technologies, kat. sz. 21045-
025) alpult, kiegészitve 1/100 ITSA-val (Life Technologies, kat. sz. 51300-044) és 1/1000 Ex-
Cyte-tal (Serologicals Corp., kat. sz. 81-129). 15 napon keresztiil mindennap 120 ml varianst
gyujtottiink be, és lefagyasztottuk -80 °C-on.

A napi begylijtések feliiliszoit Gsszegyljtottiik, és atsziirtilk 0,22 pm-es sziirén
(PVDF). A feluliszot megkozelitoleg 15-szorosre betoményitettiik Vivaflow 200 rendszeren,
amely 10000 molekulatdmeg-vagasi poliéterszulfon-membréannal volt felszerelve, és a betomé-
nyitett mintt S-Sepharose oszlopra vittiik fel, amelyet 50 mM natrium-acetat, 50 mM NaCl,
pH 5.5 pufferrel ekvilibraltunk. Az IFNB varianst 50 mM natrium-acetat, 0,5 M NaCl, pH 5,5
lépcsovel elualtuk.

Az S-Sepharose oszloprol szarmazo eluatum natrium-koncentraciéjat 1,0 M-ra allitot-
tuk be, és a mintat Phenyl-Sepharose oszlopra vittik fel, amelyet ekvilibraltunk 50 mM natri-
um-acetat, 1,0 M néatrium-klorid, pH 5,5 pufferrel. Alapos mosast hajtottunk végre az ekvilib-
racios pufferrel, mielétt az IFNB varianst elualtuk 60% etilénglikollal 50 mM natrium-acetat,
pH 5,5 pufferrel.

A tisztitast kovetd nem redukalt SDS-PAGE egyértelmiien demonstralta dimer kiala-
kulasit az [S2N,N4T,Q5IN,ES3T]INF-B esetében, mig nem volt jelen dimer a
[S2N,N4T,C17S,Q51N,ES3T]INF-B esetében.

12. példa

A [C178+Q49N+QS51T+D110F+F111N+R113T] IFN-B glikozilacios varians el6allita-
sa, tisztitasa és PEG-ilalasa

A [C17S+Q49N+Q51T+DI110F+F111N+R113T] glikozilaciés varianst termeld
CHOK1 szubklént (5/G-10) leoltottuk hat roller bottle’ edénybe (Corning, USA) — amelyek
mindegyikének 1700 cm® volt a feliilete — 200 ml, 10% FBS-sel és penicillin/sztreptomicinnel
(P/S) kiegészitett DMEM/F-12 (Life Technologies; kat. sz. 31330) tapkézegbe. Két nap letel-
tével a tapkozeget kicseréltik. Tovabbi két nap elteltével a roller bottle’ edények kozel 100%-
ban konfluensek voltak, és a tapkozeget atcseréltiik 300 ml, 1/500 EX-CYTE-tal (Serologicals
Proteins; kat. sz. 81129N) és P/S-sel kiegészitett szérummentes UlraCHO tapkozegre
(BioWhittaker; kat. sz. 12-724). A sejteknek ebben a tapkozegben torténd tenyésztése elsegiti
a magasabb sejttomeg kialakulasat, magasabbat, mint ami a szérumot tartalmazo tapkozeggel

elérhetd. Két nap leteltével a tapkozeget megujitottuk. Tovabbi két nap elteltével a tapkozeget
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lecseréltik termelési tapkozegre: DMEM/F-12 tapkozeg (Life Technologies; kat. sz. 21041),
kiegészitve 1/100 ITSA-val (Life Technologies; kat. sz. 51300-044) [az ITSA jelentése: Inzu-
lin (1,0 g/L) — Transzferrin (0,55 g/L) — Szelén (0,67 mg/L) kiegészitd Adherens tenyésze-
tekhez], 1/500 EX-CYTE-tal és P/S-sel. A ’roller bottle’ edényekbdl begyiijtott tapkozegeket
osszedntottilk, mieldtt egy tapkozeg mintat kivettiink az IFNB aktivitisanak meghatirozasa-
hoz. 21 napon keresztiil mindennap 1,8 L varianst gyiijtottink be, és lefagyasztottuk -80 °C-
on.

A ’roller bottle’ edényekbdl begyijtott tapkozeget lecentrifugaltuk és atsziirtik 0,22
um-es sziirdén (PVDF). A megsziirt tdpkozegeket diafiltraltuk Vivaflow 200 rendszeren, amely
10000 molekulatomeg-vagasi poliéterszulfon-membrannal volt felszerelve, és felvittik S-
Sepharose oszlopra (Pharmacia).

Az §-Sepharose oszlopot ekvilibraltuk 50 mM nétrium-acetat, 50 mM natrium-klorid,
pH 5,5 pufferrel, és az interferon-varianst 50 mM natrium-acetét, 0,5 M natrium-klorid, pH 5,5
pufferrel elualtuk. A natrium-klorid koncentraciojat az eludtumban 1,0 M-ra allitottuk be.

Az S-Sepharose oszloprél szarmazo eluatumot Phenyl-Sepharose High Performance
oszlopra (Pharmacia) vittiik fel, amelyet ekvilibraltunk 50 mM natrium-acetat, 1,0 M natrium-
klorid, pH 5,5 pufferrel. A felvitelt kovetden az oszlopot megmostuk 50 mM natrium-acetat,
50 mM natrium-klorid, pH 5,5 pufferrel. Az IFNB varianst 50 mM natrium-acetat, SO mM nat-
rium-klorid, pH 5,5 puffer és 60% etilénglikol, 50 mM natrium-acetat, SO mM natrium-klorid,
pH 5,5 puffer kozotti gradienssel elualtuk 30 oszloptérfogatban. A teljesen glikozilalt IFNB
varianst tartalmazo frakciokat 6sszegyiijtottiik és 6sszeontottik.

A Phenyl-Sepharose oszloprol szarmazo eluatumban talalhaté etilénglikolt eltavolitot-
tuk a az eludtumnak 50 mM natrium-acetat, 50 mM natrium-klorid, pH 5,5 pufferrel ekvilibralt
S-Sepharose oszlopon torténd atengedésével. Az etilénglikol az 4tesében volt, mig az interfe-
ron-varians k6tédott az oszlophoz. A felvitelt kovetden az oszlopot megmostuk 20 mM natri-
um-acetat, pH 5,5 pufferrel, €s az interferon varianst elualtuk 100 mM nétrium-foszfat, pH 7,5
pufferrel.

Az eluatum foszfat-koncentracigjat 15 mM natrium-foszfat koncentraciora allitottuk
be, és hidroxiapatit oszlopra (CHT II, Ceramic hydroxyapatite, Type II, Biorad) vittiik fel,
amelyet ekvilibraltunk 15 mM natrium-foszfat, pH 7,2 pufferrel. A teljesen glikozilalt forma at-
esett az oszlopon, mig az egy extra helyet tartalmazo kevésbé glikozilalt formak kotddtek az

oszlophoz, és azokat linearis natrium-foszfat gradienssel elualtuk 15 mM és 200 mM natrium-

foszfat, pH 6,8 kozott 20 oszloptérfogatban.
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A teljesen glikozilalt [C17S+Q49N+QS51T+D110F+F111N+R113T] IFNB varians tisz-
tasagat tobb mint 95%-nak talaltuk SDS-PAGE alapjan.

A tisztitast kovetSen a varianst PEG-ilaltuk. 10 mg/ml SCM-PEG (karboximetilalt PEG
szukcinimidil-észtere, Shearwater, Alabama, molekulatomege 12 kDa vagy 20 kDa) friss
torzsoldatat allitottuk eld 96%-os etanolban minden egyes kisérlet el6tt.

20 mM nétrium-foszfat, pH 7,0 pufferben készitett 0,1 mg/ml fehérjeoldatot PEG-
ilaltunk SCM-PEG-gel (20 kDa), a PEG-nek a lehetséges PEG-ilalasi helyekre (azaz a lizinek
és az N-terminalis) szémitott 0,75-szoros molaris feleslegével. 30 percnyi szobahdmérsékleten
torténd inkubalas utan a reakciot leallitottuk feleslegben adott 20 mM glicin, pH 8,0 hozzaada-
saval. A reakcioelegy mono-, di-PEG-ilalt és PEG-ilalatlan anyag keverékét tartalmazta. A
mono-PEG-ilalt anyagot elvalasztottuk a tobbi anyagtdl vagy méretkizarasos kromatografia,
vagy kationcserélé kromatografia, vagy a ketté kombinacidjanak az alkalmazasaval. A PEG-
ilaciés oldat pH-jat pH 2,7-re allitottuk, és a mintat SP-Sepharose HP oszlopra (Pharmacia)
vittitk fel, amelyet 20 mM natrium-citrat, pH 2,7 pufferrel ekvilibraltunk. A PEG-ilalt fehérjét 1
M natrium-kloridot tartalmazé 50 mM natrium-acetat pufferrel elualtuk, és Sephacryl S-100
(16/60, Pharmacia) gélsziir$ oszlopra vittiik fel, amelyet 100 mM natrium-acetat, 200 mM nat-
rium-klorid, pH 5,5 pufferrel ekvilibraltunk. A mono-PEG-ilalt anyagot tartalmazo frakciokat
Gsszeontottiik és tovabb jellemeztiik.

Egy masik kisérletben 20 mM natrium-foszfat, pH 7,0 pufferben készitett 0,16 mg/ml
fehérjeoldatot PEG-ilaltunk SCM-PEG-gel (12 kDa), a PEG-nek a lehetséges PEG-ilalasi he-
lyekre (azaz a lizinek és az N-terminalis) szamitott 2-szeres molaris feleslegével. 30 percnyi
szobahdmérsékleten torténd inkubalas utan a reakciot leallitottuk feleslegben adott 20 mM
glicin, pH 8,0 hozzaadasaval. A reakcidelegy mono-, di-, tri-PEG-ilalt anyag és modositatlan
anyag keverékeét tartalmazta. A PEG-ilalt anyagot elvalasztottuk a modositatlan fehérjétdl vagy
méretkizarasos kromatografia, vagy kationcserélé kromatografia, vagy a kettd kombinacioja-
nak az alkalmazasaval. A PEG-ilacios oldat pH-jat pH 2,7-re allitottuk, €és a mintat SP-
Sepharose HP oszlopra (Pharmacia) vittiik fel, amelyet 20 mM natrium-citrat, pH 2,7 pufferrel
ekvilibraltunk. A PEG-ilalt fehérjét 1 M natrium-kloridot tartalmazé 50 mM natrium-acetat
pufferrel elualtuk, és Sephacryl S-100 (16/60, Pharmacia) gélsz(ir oszlopra vittiik fel, amelyet
100 mM natrium-acetat, 200 mM natrium-klorid, pH 5,5 pufferrel ekvilibraltunk. A mono-, di-

és tri-PEG-ilalt fehérje keverékét tartalmazo frakciokat osszeontottiik, és tovabb jellemeztik.
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13. példa

A [C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R1 13TJIFNB glikozila-
ci6s varians eléallitasa, tisztitasa és PEG-ilalasa *Roller Bottle’ edényekben

A [C17S8+K19R+K33R+K45R+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R1 13T]IFNB glikozila-
cios varianst termeld6 CHOK1 szubklént (5/G-10) leoltottuk hat ’roller bottle’ edénybe, amint
azt a 12. példaban leirtuk, és megtisztitottuk a 12. példaban leirt protokoll szerint. A teljesen
glikozilalt [C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R1 13T] IFNB varians
tisztasagat tobb mint 95%-nak talaltuk SDS-PAGE alapjan.

A tisztitast kovetden a varianst PEG-ilaltuk. SCM-PEG (karboximetilalt PEG szukcini-
midil-észtere, Shearwater, Alabama, molekulatomege 12 kDa vagy 20 kDa) friss torzsoldatat
allitottuk el6 etanolban minden egyes kisérlet elétt.

20 mM natrium-foszfat, pH 7,0 pufferben készitett 0,1 mg/ml fehérjeoldatot PEG-
ilaltunk SCM-PEG-gel (20 kDa), a PEG-nek a lehetséges PEG-ilalasi helyekre (azaz a lizinek
és az N-terminalis) szamitott 3-szoros molaris feleslegével. 30 percnyi szobahémérsékleten
torténd inkubalas utan a reakciot leallitottuk feleslegben adott 20 mM glicin, pH 8,0 hozzaada-
saval. A reakcioelegy mono-, di-PEG-ilalt és PEG-ilalatlan anyag keverékét tartalmazta. A
mono-PEG-ilalt anyagot elvalasztottuk a tobbi anyagtol vagy méretkizarasos kromatografia,
vagy kationcseréld kromatografia, vagy a kettd kombinaciéjanak az alkalmazasival. A PEG-
ilacios oldat pH-jat pH 2,7-re allitottuk, és a mintat SP-Sepharose HP oszlopra (Pharmacia)
vittik fel, amelyet 20 mM natrium-citrat, pH 2,7 pufferrel ekvilibraltunk. A PEG-ilalt fehérjét 1
M natrium-kloridot tartalmazé 50 mM natrium-acetat pufferrel eluéltuk, és Sephacryl S-100
(16/60, Pharmacia) gélsziir6 oszlopra vittiik fel, amelyet 100 mM natrium-acetat, 200 mM nat-
rium-klorid, pH 5,5 pufferrel ekvilibraltunk. A mono-PEG-ilalt anyagot tartalmazé frakcidkat
0sszeontottiik és tovabb jellemeztiik.

Egy masik kisérletben 20 mM natrium-foszfat, pH 7,0 pufferben készitett 0,1 mg/ml fe-
hérjeoldatot PEG-ilaltunk (10 mg/ml) SCM-PEG-gel (12 kDa), a PEG-nek a lehetséges PEG-
ilalasi helyekre (azaz a lizinek és az N-terminalis) szamitott 5-szoros molaris feleslegével. 30
percnyi szobahémérsekleten torténé inkubalas utan a reakciot leallitottuk feleslegben adott 20
mM glicin, pH 8 hozzdadasaval. A reakcioelegy mono-, di-, tri-PEG-ilalt anyag és modositat-
lan anyag keverékét tartalmazta. A PEG-ilalt anyagot elvalasztottuk a modositatlan fehérjétél
vagy méretkizarasos kromatografia, vagy kationcseréld kromatogréfia, vagy a ketté kombina-
ciojanak az alkalmazasaval A PEG-ilacios oldat pH-jat pH 2,7-re allitottuk, és a mintat SP-
Sepharose HP oszlopra (Pharmacia) vittiik fel, amelyet 20 mM natrium-citrat, pH 2,7 pufferrel
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ekvilibraltunk. A PEG-ilalt fehérjét 1 M natrium-kloridot tartalmazé 50 mM natrium-acetat
pufferrel elualtuk, és Sephacryl S-100 (16/60, Pharmacia) gélsziir$ oszlopra vittiik fel, amelyet
100 mM nétrium-acetat, 200 mM nétrium-klorid, pH 5,5 pufferrel ekvilibraltunk. A mono-, di-

és tri-PEG-ilalt fehérje keverékét tartalmazo frakciokat osszedntottik, és tovabb jellemeztiik.
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Szabadalmi igénypontok

1. A 2. azonositészami szekvencia szerinti aminosav-szekvenciaju vad tipusi human
interferon-B variansa, amelynek az aminosav-szekvenciaja 1-15 aminosav-oldallancban kiilén-
bozik a vad tipusi human interferon-B aminosav-szekvenciajatol, és a varians aminosav-
szekvencidja aminosav-szubsztiticiot tartalmaz olyan N-glikozilacids hely aszparagin oldallan-
cahoz viszonyitott -1. pozicidban, amelyhez cukor-molekularész kapcsolodik.

2. Az 1. igénypont szerinti varians, amelyben a varians legalabb egy beépitett N-
glikozilcios helyet tartalmaz.

3. A 2. igénypont szerinti varians, amelyben a legalabb egy beépitett N-glikozilacios
helyet olyan poziciéban van beépitve, amelyben olyan aminosav-oldallanc talalhato, amelynek
az oldallancanak legalabb 25%-a érintkezik az olddszerrel.

4. A 3. igénypont szerinti varians, amelyben a legalabb egy beépitett N-glikozilacios
hely az alabbi szubsztiticiok barmelyikével van beépitve: S2N+N4T/S, LON+RI11T/S, RUN,
SIZN+NI14T/S, FISN+C17S/T, QI6N+QI8T/S, KIIN+L21T/S, Q23N+H25T/S,
G26N+L28T/S, R27N+E29T/S, L28N+Y30T/S, D39T/S, K45N+L47T/S, Q46N+Q48T/S,
Q48N+F50T/S, Q49N+QS51T/S, QSIN+ES3T/S, R7IN+D73T/S, Q72N, D73N, S75N,
S76N+G78T/S,  L88T/S, Y92T/S,  NO3N+I9ST/S, L98T/S, E103N+K105T/S,
E104N+L106T/S, E107N+E109T/S, K108N+D110T/S, D110N, F111N+R113T/S vagy
L116N.

5. A 4. igénypont szerinti varians, amelyben a legalabb egy beépitett N-glikozilacios
hely a Q49N+Q51T vagy F11IN+R113T szubsztitiiciéval van beépitve.

6. Az 5. igénypont szerinti varians, amelyben az N-glikozilaciés hely a Q49N+Q51T
szubsztiticiokkal van beépitve, és a beépitett N-glikozilacios hely aszparagin oldallancahoz vi-
szonyitott -1. pozicioban taldlhato aminosav-szubsztitiucié a Q48F, Q48V, Q48W vagy Q48Y
barmelyike.

7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti varians, amelyben az N-glikozilacios hely az
FI11IN+R113T szubsztituciokkal van beépitve, és a beépitett N-glikozilacids hely aszparagin
oldallancahoz viszonyitott -1. pozicidban talalhatdo aminosav-szubsztiticié a D110F, D110V
vagy D110Y barmelyike.

8. A 7. igénypont szerinti varians, amelyben a szubsztitiici6 D110F.

W
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9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti varians, amelyben a varians C17S szubszti-
tuciot is tartalmaz.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti varians, amelyben a varians az alabbi mu-
tacio-csoportokat tartalmazza: D110F+F111N+R11ST, C17S+D110F+F111N+R11ST vagy
C17S+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T.

11. A 10. igénypont szerinti varians, amely a
C175+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R11ST mutaciokat tartalmazza.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti varians, amely polimer molekuldhoz van
konjugalva.

13. A 12. igénypont szerinti varians, amelyben a polimer molekula kovalensen van kap-
csolva egy lizin oldallanc e-amino-csoportjahoz.

14. A 12. igénypont szerinti varians, amelyben a polimer molekula kovalensen van kap-
csolva az N-terminalis amino-csoporthoz.

15. A 12-14. igénypontok barmelyike szerinti varians, amelyben a polimer molekula li-
nearis vagy elagazo polietilén-glikol.

16. A 12-15. igénypontok barmelyike szerinti varians, amelyb6l legalabb egy lizin ol-
dallanc el lett tavolitva.

17. A 16. igénypont szerinti varians, amelyben a legalabb egy eltavolitott lizin oldallanc
K19, K33, K45 vagy K123 barmelyike.

18. A 17. igénypont szerinti varians, amelyben a lizin oldallanc a K19, K33, K45 vagy
K123 szubsztitiiciok barmelyikével van eltavolitva.

19. Az 12-15. igénypontok barmelyike szerinti varidns, amely tartalmazza az alabbi
mutaciokat: C17S+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T.

20. Az 12-18. igénypontok barmelyike szerinti varians, amely tartalmazza az alabbi
mutéaciokat: C17S+K19R+K33R+K45R+Q49N+Q51T+D110F+F111N+R113T.

21. A 19. vagy 20. igénypont szerinti varians, amelyben a polimer molekula korilbeliil
20 kDa molekulatémegii linearis polietilén-glikol.

22. A 19. vagy 20. igénypont szerinti varians, amelyben a polimer molekula koriilbeliil
12 kDa molekulatomegi linearis polietilén-glikol.

23. Nukleotid-szekvencia, amely 1-22. igénypontok barmelyike szerinti varianst kodol.

24. ExpressziOs vektor, amely 23. igénypont szerinti nukleotid-szekvenciat tartalmaz.

25. Glikozilal6 gazdasejt, amely 23. igénypont szerinti nukleotid-szekvenciat vagy 24.

igénypont szerinti expresszids vektort tartalmaz.
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26. A 25. igénypont szerinti gazdasejt, amely CHO sejt.

27. Gyogyaszati készitmény, amely 1-22. igénypontok barmelyike szerinti varianst és
gyogyaszatilag elfogadhato6 oldédszert, hordozét vagy adjuvanst tartalmaz.

28. Az 1-22. igénypontok barmelyike szerinti varians, gyogyaszati alkalmazasra.

29. Az 1-22. igénypontok barmelyike szerinti varians alkalmazasa szklerozis multiplex
kezelésére alkalmas gyogyszer gyartasara.

30. Eljaras legalabb egy N-glikozilacids helyet tartalmazé sziildi interferon-B (IFNB)
molekula in vivo glikozilaciojanak névelésére, azzal jellemezve, hogy

i) szubsztitualunk egy aszparagin oldallanchoz viszonyitva -1. poziciét elfoglalo els6
aminosav-oldallancot — amelyhez cukor-molekularész kapcsolodik — egy masodik aminosav-
oldallanccal, varians IFNB molekulat eldallitva;

if) mérjitk a varians glikozilaciojanak mértékét a sziil6i IFNB-molekulaéhoz viszonyit-
va, Osszehasonlithaté koriilmények kozott glikozilalo gazdasejtben torténd expresszid vizsga-
lataval,

iii) szitkség esetén megismételjik az i) lépést a masodik aminosav-oldallanc
szubsztitualasara egy harmadik aminosav-oldallanccal, és megismételjiik a ii) lépést vagy a
szul6i molekulan, vagy az i) 1épés eredméneképpen keletkezett varians molekulan; és

iv) szitkség esetén megismételjiik az i)-iii) 1épéseket mindaddig, amig megnovekedett in

vivo glikozilaciot kapunk.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kift.
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