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Mutanty CC chemokinov, obsahujiice aspofi dve mutécie
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so Standardnym typom molekuly zniZeni GAG-vizbovi
aktivitu. Opisané mutované chemokiny si G¢inné pri liece-
ni skler6zy multiplex a/alebo inych demyelinaénych ocho-
reni. Trojity RANTES mutant je zlugeninou vykazujicou
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Pouzitie CC chemokinového mutantu, farmaceuticky prostriedok s obsahom
chemokinového mutantu, skrateny a mutovany humanny RANTES a spdsob jeho
vyroby

Oblast techniky

PredloZeny vynalez sa tyka mutantov CC chemokinov, ktoré obsahuju aspofi
dve mutacie v 40's slutke, a ktoré maji oproti §tandardnému typu molekuly zniZzent
GAG-viazucu aktivitu. Zistilo sa, Ze takto mutované chemokiny sG uCinné na

lieGenie sklerdzy multiplex a/alebo inych demyelinaénych ochoreni.

Doterajsi stav techniky

Chemokiny tvoria rodinu malych pro-zapalovych cytokinov s leukocytovymi
chemotaktickymi a aktivaénymi vlastnostami. V zavislosti na polohe prvych
konzervativnych cysteinov sa chemokinova rodina méZze rozdelit na C-C, C-X-X a
C-X5-C chemokiny (Baggiolini M. a dal$i, Adv Immunol. 1994, 55: 97-179;
Baggiolini M. a dal$i, Annu Rev Immunol. 1997, 15: 675-705; Taub D. a dalsi,
Cytokine Grawth Factor Rev. 1996, 7(4). 355-76).

Mnohé C-X-C chemokiny, ako naprikiad interleukin-8 (IL-8), su
chemoktaktické pre neutrofily, zatial ¢o C-C chemokiny si Gcinné voCi réznym
leukocytom vratane monocytov, lymfocytov, eozinofilov, bazofilov, NK buniek a
dendritickych buniek.

NH,-terminalna doména chemokinov sa podiela na receptorovom viazani a
NH,-terminalna tprava méze bud aktivovat chemokiny, alebo ich méze uplne
inaktivovat.

N-koncové varianty syntetickych C-C chemokinov boli testované z hfadiska
ich uginku ako inhibitorov a antagonistov prirodzene sa vyskytujlcich foriem. MCP-
1, MCP-3 a RANTES, ktorym chyba 8 az 9 NHx-koncovych aminokyselin, su
nea&inné vo&i monocytom a st uZito&né ako receptorové antagonisty (Gong JH a
dalgi, J Exp Med. 1995, 181(2): 631-40 a Gong JH a dalsi, J Biol Chem. 1996,
271(18):10521-7).
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Predizenie RANTES o jeden metionin vedie k takmer uplnej inaktivacii
molekuly a Met-RANTES sa sprava ako antagonista autentického RANTES
(Proudfoot AE a dalsi, J Biol Chem. 1996 Feb 2, 271 (5): 2599-603).

WO 99/16877 sa tyka RANTES skratenych na amino-konci, ktorym chybajd
NHz-koncové aminokyseliny zodpovedajlice aminokyselinovym zvyskom 1, 1-2, 1-3
alebo 1-4 prirodzene sa vyskytujuiceho RANTES a maji chemokinovu
antagonisticku aktivitu, ako aj ich cDNA koédujicich sekvencii, ich pouzitia na
liecenie a/alebo diagnostiku ochoreni, pri ktorych je potrebné antagonisticka aktivita
chemokinoveho Gcinku. RANTES (3-68) je vyhodnym skratenym chemokinovym
antagonistom.

Aj ked bola chemoatraktivna aktivita RANTES a CC chemokinov vo
vSeobecnosti Studovand najma v spojitosti so  $pecifickymi bunkovymi
membranovymi receptormi, RANTES moéZu interagovat’ aj s glykozaminoglykanmi
(GAGs), vysoko variabilnymi rozvetvenymi sacharidovymi skupinami, ktoré sa k
niekolkym proteinom pridavaju post-transladne, a vo vieobecnosti sa nazyvaju
proteoglykany (PGs). Takéto proteiny sa nachadzajii na bunkovej membrane, v
extracelularnom matrixe a v krvnom kmeni, kde sa mé2u nachadzat aj izolované
GAGs.

Interakcie s GAGs je znakom, ktory je spoloénym pre mnohé bunkové
signalizaCné rozpustné molekuly (interleukiny, rastové faktory). PGs alebo
izolované GAGs mézu tvorit komplex s rozpustnymi molekulami, pravdepodobne v
rozsahu, v ktorom chréania tito molekulu pred proteolyzou v extracelularmom
prostredi. Bolo tiez navrhnuté, 2e GAGs mdZu pomahat opravovat prezentaciu
bunkovych signalizaénych molekul ich $pecifickému receptoru, a eventualne aj
modulovat aktivaciu cielovych buniek. |

V pripade chemokinov sa zd&, Ze koncentracia do imobilizovanych
gradientov v mieste zapalu a z toho vyplyvajica interakcia s bunkovymi receptormi
a ich aktivaCny stav s modulované réznymi formami GAGs (Hoogewerf AJ a dalsi,
Biochemistry 1997, 36(44): 13570-8). Preto bolo navrhnuté, Ze modulacia takychto
interakcii moZe predstavovat terapeuticky pristup pri zapalovom ochoreni (Schwarz
MK a Wells TN, Curr Opin Chem Biol. 1999, 96(25): 14499-504).
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Strukturaine poziadavky a funkéné uginky GAG-RANTES interakcie boli
$tudované na réznych modeloch. RANTES viaze GAGs na endotelialnych bunkach
humannej pupoénikovej zily (HUVECs) v mikromolarnych koncentraciach s afinitou
a $pecificitou, ktoré su vyssie ako pri inych chemokinoch, ako MCP-1, IL-8 alebo
MIP-1aifa. Takéto interakcie sa javia ako nie jednoducho elektrostatické, ale ako
zavisiace na inych parametroch, ako je dizka a N- a O-sulfacia GAGs (Kuschert GS
a dalsi, Biochemistry 1999, 38(39): 12959-68). GAG-defektné bunkové linie este
méZu viazat chemokiny, ale pritomnost bunkovych povrchovych GAGs znacne
zvy$uje ich uginok na receptory, ked su v nizkych koncentraciach (Ali S. a dalsi, J.
Biol Chem 2000, 275(16): 11721-7). Iné experimenty ukazali, Zze GAGs, najma
heparin sulfat, ulah&uja interakciu RANTES s bunkovym povrchom makrofagov a z
toho vyplyvajucu inhibiciu HIV infekcie, o je vysledok, ktoré je v sdlade s dobre
znamou odolnostou tychto buniek, ktoré slabo exprimuji heparin sulfat, voci proti-
virusovym G&inkom RANTES (Oravecz T, a daldi, J Immunol. 1897, 159(9): 4587-
92).

Rozpustné GAGs konkuruji bunkovym membranovym GAGs a mozu sluzit
ako $pecifické inhibitory RANTES-indukovanej aktivacie povrchu (Appay V a dalsi,
Int Immunol 2000, 12(8): 1173-82) alebo ako supresor HIV infekcie (Burns JM a
dalsi, Proc Natl Acad Sci USA, 1999, 96(25): 14499-504).

Niektoré $tudie Struktary a funkcie sa pokusali identifikovat RANTES
doménu zodpovedn( za interakcie s GAGs, kedZe tradicna konsenzus sekvencia
(BBXB, kde B je zasadity zvySok a X mdze byt akykolvek zvySok) je prilis
véeobecna. Uskutodnila sa epitop mapovacia $tidia pouZitim monoklonalnej
protilatky vyvolanej proti rekombinantnému humannemu RANTES, ktora bola
schopna blokovat tak antivirusové uginky, ako aj mobilizéciu vnltrobunkového
vapnika, sprostredkované s RANTES (Burns JM a dalsi, J. Exp. Med. 1998,
188(10):1917-27). Tento pristup umoznil definovat zvysky 55-66 ako nevyhnutné
tak pre takéto aktivity, ako aj pre GAG interakciu, argumentujic tym, ze GAGs
interakcia méze mat komplementarnu alebo rozliénu funkciu vo vztahu k funkcii
sprostredkovane]j kanonickymi receptormi, ako sa navrhlo aj v $tudii RANTES
variantov so zmenenymi agrega&nymi vlastnostami (Appay V a dalsi, J Biol Chem
1999, 274(39): 27505-12).
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Oblast 55-66, ktord& znamena C-koncovy alfa-zavitnicovy segment, je
homologickd s GAG-viazucou doménou inych chemokinov, ako IL-8 (Witt DP a
Lander AD, Curr. Biol. 1994, 4(5): 394-400), a obsahuje katibnové miesto
obsahujlce lyzin a arginin (KKWVR). Takato vazobna oblast sa li§i od vazobného
miesta pre bunkové receptory, ktoré je lokalizované na N-konci (Pakianathan DR a
dalsi, Biochemistry 1997, 36(32): 9642-8), a obsahuje niektoré zvysky podiefajtce
sa na agregacii RANTES monomérov, hoci sa zd3, Ze takéto disagregaéné mutacie
neovplyviiuju interakciu s GAGs (Czaplewski LG a dalsi, J. Biol. Chem. 1999,
274(23): 16077-84; WO 98/13495).

RANTES obsahuje iné kationové miesto (RKNR) zodpovedajiice zvySkom
44-47, ktoré je konzervativne v GAG viaZucej doméne inych chemokinov, ako MIP-
1a (Koopmann W a Krangel MS, J. Biol. Chem. 1997, 272(15): 10103-9) a MIP-13
(Koopmann W a dalsi, J Immunol. 1999, 163(4): 2120-7).

Ludské RANTES varianty obsahuijice jednotlivé mutacie v tychto
kationovych miestach boli opisané ako RANTES anatagonisty majlce potencialne
terapeutické aplikacie pri lieGeni HIV infekcie a zapalovych alebo alergickych
ochoreni (WO 99/33989).

Bolo opisané, Ze len trojity mutant RANTES, v ktorom boli tri zvysky v
polohach 44, 45 a 47 substituované alaninom, stratil GAG-vazobnu schopnost (A,
Proudfoot a dalsi, Chemokine Gordon Conference, Session I, 24. jul 2000, osobny
rozhovor).

Podstata vynalezu

Teraz sa zistlo, ze CC chemokiny obsahujice aspoii dve mutacie v
katibnovom mieste takzvanej "40" slugky" su G&inné na liedenie sklerézy multiplex
a/alebo inych demyelinanych ochoreni. Toto miesto predstavuje konzervovany
GAG-viazuci motiv v CC chemokinoch (ako RANTES, MIP-1a a MIP-1p, MIP-3,
MIP-4, HCC1, 1309, MCP-2). Vetky tieto chemokinové mutanty maju zniZzenu
GAG-viaZucu aktivitu, ked sa porovnavaji so zodpovedajlcimi $tandardnymi

molekulami.
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Podstatou vynalezu je teda pouzitie CC chemokinového mutantu, ktory
obsahuje aspor dve mutacie v katibnovom mieste 40's slucky, ako je znazornené
na obrazku 1, a ktory ma v porovnani so $tandardnym typom molekuly znizenu
GAG-viazucu aktivitu, na pripravu farmaceutického prostriedku na lieCenie sklerézy
multiplex a/alebo inych demyelinaénych ochoreni, pri€om CC chemokin je vybrany
zo skupiny, ktora obsahuje RANTES, MIP-1a, MIP-13, MIP-3, MIP-4, HCC1, 1309,
135612 a MCP-2.

Na obrazku 1 je pre uréity po¢et CC chemokinov znazornena oblast, v ktorej
by mali byt pritomné podfa vynalezu aspon dve mutacie, takzvana 40’s slucka.
Zistilo sa, ze najma trojity RANTES mutant, ktory ma tri zasadité zvySky v polohach
44, 45 a 47 substituované alaninom, je vynimo&ne G€inny na Zivo¢iSnom modeli na
lieCenie sklerézy multiplex. Tento trojity mutant RANTES vykazuje na davke zavisly
acinok na mySacom EAE modeli a porovnatelnd ucinnost s lie€enim s
rekombinantnym IFN-B. Analogické vysledky sa ziskali so skratenym RANTES
trojitym mutantom, v ktorom boli tri zvySky v polohach 44, 45 a 47 substituované
alaninom, a ktorému chybaju prvé dve N-koncové aminokyseliny. Tento skrateny
RANTES mutant (majtci aminokyselinovi sekv. ¢. 3) je novy a predstavuje dalSi
predmet predloZzeného vynalezu.

Podobny experimentalny dokaz bol generovany aj v spojitosti s trojitymi
mutantami MIP-1a. a MIP-18, ktoré st uz zname a ktoré sa tu oznacuju ako MIP-1a
trojity mutant R18A-R46A-R48A (Koopmann W a Krangel MS., J Biol Chem. 1997,
272(15): 10103-9) a MIP-1p trojity 40’s mutant K45A-R46A-K48A (Laurence JS,
Biochemistry 2001, 40: 4990-4999).

Vyraz "znizena GAG-vazobna aktivita" znamena, ze mutanty podla vynalezu
maju nizSiu schopnost viazat sa na GAGs, tzn., Ze sa na GAGs (ako napriklad
heparin sulfat) viaze nizdie percento kazdého z tychto mutantov oproti
zodpovedajucej Standardnej molekule.

Vyhodnejsie su mutanty humanneho RANTES, v ktorom su tri zasadité
aminokyseliny v polohach 44, 45 a 47 Standardnej molekuly substituované inymi
aminokyselinami. Takéto zvy$ky mézu byt substituované s malymi, alifatickymi,
nepolarnymi alebo mierne polarnymi zvySkami, ako napriklad Ala, Ser, Thr, Pro a

Gly. Alanin je najvyhodnejsi.
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RANTES mutanty, o ktorych sa zistilo, ze s vynimo¢ne ucinné pri lieCeni
MS, st mutanty majlce aminokyselinovi sekvenciu uvedeni ako sekv. €. 2,
respektive sekv. €. 3.

Inym predmetom vynalezu je pouzitie chemokinovych mutantov, ako su
definované vySsie, né vyrobu farmaceutického prostriedku na lieCenie sklerdzy
multiplex a/alebo inych demyelinaénych ochoreni.

Skler6za multiplex (MS) je pomaly postupujacim ochorenim CNS, ktoré je
charakteristické roztrisenymi oblastami demyelinacie v mozgu a v mieche, ¢o vedie
k multiplicitnym a réznym neurologickym symptémom a prejavom, zvycajne s
remisiami a zvac8enim bolesti (pozri The Merck Manual, Sestnaste vydanie).

PriCina je neznama, ale je podozrenie, Ze ide o imunologickir abnormalitu s
niekolkymi  kfaGovymi pri¢inami, ktoré v sGCasnosti indikujd $pecificky
mechanizmus. Postulované pri€iny zahffiaju infekciu pomalym alebo latentnym
virusom a myelinolyzu prostrednictvom enzymov. IgG je zvy&ajne zvySené v CSF a
zvySené titre boli asociované s roznymi virusmi, vratane osypok. Vyznam tychto
Zisteni a publikované asociacie s HLA alotypmi a zmenenym poétom T buniek je
nejasny, kedZe ddkazy su do urditej miery konfliktné. ZvySeny rodinny vyskyt
' haznacuje genetickl nachylnost; Zeny su o nieCo Castejdie postihnuté ako muszi.
Zda sa, ze sU zahrnuté faktory prostredia. Hoci vo véeobecnosti nastupuje vo veku
20 az 40 rokov, vyskytla sa aj geograficka oblast, kde si pacienti s MS v ramci
prvych 15 rokov. Prestahovanie po 15 roku Zivota nemeni riziko.

Plaky a ostrovy demyelinacie s desStrukciou oligodendroglia a peri-
vaskularnym zapalom su roztrisené v CNS, primarne v bielej hmote s preferenéne
v laterainych a posteriérnych stipcoch (najma v cervikalnej a dorzalnej oblasti), o&né
nervy a beriventrikulérne oblasti. Postihnuté su aj trakty v strednom mozgu, moste a
mozocku a postihnuta méze byt aj siva hmota tak v mozocku, ako aj v mieche.

Bunkové telieska a axény st zvyCajne chranené, najma v skorych léziach.
Neskér sa axony mozu poskodit, najméa v dihych traktoch a v désledku fibroznej
gliozy nadobudnu trakty svoj "skleroticky" vzhlad. Skoré aj neskoré lézie sa mdzu
vyskytovat naraz. V plakoch a okolo nich boli demonstrované chemické zmeny v

lipidovych a proteinovych zlozkach myelinu.
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Ochorenie sa vyznaduje rdznymi tazkostami a zisteniami CNS dysfunkcie s
remisiami a perzistente sa opakujticimi zvacSeniami bolesti.

Zobrazovanie prostrednictvom magnetickej rezonancie (MRI) je najcitlivejSou
diagnostickou zobrazovacou technikou. Moze ukézat mnohé plaky. Lézie m6zu byt
viditelné na kontrastne zosilnenych CT skenoch.

Terapeutické pokroky pri skleréze multiplex (MS) sa objavuji pomaly
giastoéne preto, Ze je nelplne pochopena patogenéza poruchy. Hlavné prekazky
postupu empiricky zaloZenej lietby zahfiiaji velmi variabilny priebeh MS,
dihotrvajucu povahu najdéleZitejsich meranych vystupov a chybanie objektivnych
markerov téinku lie¢by, najma kratkodobych.

Hoci ostava patogenéza MS neurdita, pokracuje Stadium prirodzenej
anamnézy. Boli vyvinuté objektivne zavere&né merania zalozené na zobrazovani
prostrednictvom magnetickej rozonancie (MRI) a teraz si zndme mnohé osidla
klinickych testov, ktoré viedli k zlepSenym testovacim metodam a lepSej interpretacii
vysledkov.

Preto je inym predmetom predloZzeného vynalezu spésob liecenia MS
prostrednictvom podavania G¢inného mnozstva chemokinovych mutantov podla
vynalezu spolu s farmaceuticky prijatelnym excipientom.

Vyraz "0ginné mnoZstvo" oznauje mnozstvo Gcinnych zloZiek, ktoré su
dostato&né na ovplyvnenie priebehu a zavaznosti ochorenia, pricom vedd k redukcii
alebo remisii takejto patoldgie. Uginné mnozZstvo bude zavisiet na spdsobe
podavania a na stave pacienta.

Dal§im predmetom predloZzeného vynalezu st farmaceuticke prostriedky,
ktoré obsahujii chemokinové mutanty podfa vynalezu v pritomnosti jedneého alebo
viacerych farmaceuticky prijatefnych excipientov, na lieGenie MS a/alebo inych
demyelina¢nych ochoreni.

Vyraz "farmaceuticky prijatefny" zahfiia akykolvek nosic, ktory neinterferuje s
uginnostou biologickej aktivity uginnej zlozky, a ktory nie je toxicky vo&i hostitelovi,
ktorému sa podava. Napriklad na parenteralne podanie mézu byt vysSie uvedené
uginné zlozky formulované v jednotkovej davkovej forme pre injekcie vo vehikulu,
akym je napriklad fyziologicky roztok, dextrézovy roztok, sérovy albumin a Ringerov
roztok.
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Okrem farmaceuticky prijatefného nosi¢a mézu prostriedky podla vynalezu
obsahovat aj minoritné mnozstva aditiv, ako napriklad stabilizatorov, excipientov,
timivych roztokov a konzervaénych latok.

Podavanie takejto aktivnej zlozky mbZe byt intraven6zne, intramusklarne
alebo subkutanne. PredloZeny vynalez zahffia aj iné spdsoby podavania, ktoré
zabezpeclia pozadovanu hladinu prislugnych zloziek v krvi.

Optimalnu davku G&innej zlozky je mozné vhodne vybrat v sulade so
spdsobom podévania, stavom a vlastnostami pacientov (pohlavie, vek, telesna
hmotnost, zdravotny stav, vy$ka), rozsahom symptémov, sG&asnymi terapiami,
frekvenciou lieCby a pozadovanym uginkom. Nastavenie a manipulacia stanovenych
davkovych rozsahov spada do schopnosti priemerného odbornika.

ZvyCajna denné davka ucinnej zlozky méze byt priblizne 0,01 az 100 mg na
kg telesnej hmotnosti. Oby€ajne 1 az 40 mg na kg na def podavanych v
rozdelenych davkach alebo vo forme s nepretrZitym uvolfiovanim je Gginné na
ziskanie poZadovanych vysledkov. Druhé alebo nasledné podavania sa mozu
uskutoCnit v davke, ktora je rovnaka alebo niz$ia alebo vy3sia ako pociato¢na alebo
predchadzajica davka podavana jedincovi.

PredloZeny vynalez bol opisany s odvolanim sa na konkrétne uskuto&nenia,
ale obsah opisu zahfiia vSetky modifikacie a substitiicie, ktoré mézu prichadzat do
Uvahy pre priemerného odbornika v oblasti bez toho, aby prekroCil vyznam a Gcel
narokov.

Vynalez bude teraz opisany prostrednictvom nasledujucich prikiadov, ktoré
Ziadnym spdsobom neobmedzuju predioZeny vynalez. Priklady sa budu odvolavat

na nizsie Specifikované 5azky.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 znazoriiuje zoradenie niektorych prikladnych CC chemokinov,
ktoré su usporiadané v oblasti 40's slu€ky. Tento proteinovy segment a katiénové
miesto, ktoré zodpoveda GAG-viazucemu motivu, st v raméekoch.

Obrazok 2 =znazorfiuje mapu plazmidu pouzittho na klonovanie
Standardného RANTES a jeho mutantov podra prikladov.
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Obrazok 3 znazorfiuje vysledky kompetiéného vazobného testu ['%°I]-

RANTES a mutantov prostrednictvom heparinu v heparinovom guliCkovom teste.

Obrazok 4 znazorfiuje kompetiéné rovnovazne vazobné testy RANTES a
trojitého 40's RANTES mutantu.
| Obrazok 5 znazorfiuje indukciu monocytovej a T bunkovej chemotaxie
prostrednictvom RANTES a trojitych 40's a 50's RANTES mutantov.

Obrazok 6 znazoriiuje inhibiciu zhromazdovania buniek v peritoneu
prostrednictvom trojitého 40's RANTES mutantu.

Obrazok 7 znazorfiuje inhibiciu RANTES indukovaného zhromazdovania
buniek v peritoneu prostrednictvom skrateného trojittho 40’s RANTES (3-68)
mutantu produkovaného v Pichia pastoris.

Obrazok 8 znazoriiuje inhibiciu MIP-18 indukovaného zhromazdovania
buniek v peritoneu prostrednictvom  MIP-1p  trojittho 40's mutantu
(K45AR46AK48A).

Obrazok 9 znazoriiuje inhibiciu MIP-1a indukovaného zhromazdovania
buniek v peritoneu prostrednictvom MIP-1a trojitého mutantu (R18A-R46A-R48A).

Obrazok 10 znazoriiuje inhibiciu tioglykoldtom indukovaného zhromaz-
dovania buniek prostrednictvom trojitého 40's RANTES mutantu.

Obrazok 11 znazoriiuje inhibiciu nastupu experimentainej autoimunitnej
encefalomyelitidy prostrednictvom vsetkych 40's RANTES trojitych mutantov podia

vynalezu.

Priklady uskutoénenia vynalezu

1. Materialy a metddy

a) Generovanie neheparinovych véazobnych RANTES mutantov

Mutagenéza RANTES sa dosiahla technikou inverznej polymerazovej
retazovej reakcie. Bodové mutécie sa zaviedli do jedného z dvoch primerov
pouzivanych na hybridizaciu so sekvenciou kodujacou humanny RANTES

(GenBank prist. & NM_002985) v opacnej orientacii. Na zlep$enie Gginnosti

anelovania primeru (najmé, ked sa do primerov zavadzali multiplicitné mutacie) sa
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DNA alkalicky denaturovala. Denaturovana DNA sa nariedila priblizne na
koncentraciu 10 pg/reakciu, aby sa zabranilo zagleneniu nemutovanej DNA do
transformacnej reakcie.

Cislované aminokyselin uvedené v prikladoch a v opise berie do Gvahy zrely
protein, tzn. protein zacinajuci so Ser, ¢o je aminokyselina v polohe 24 podia
zoznamu sekvencii. Preto, aby bol perfektny stlad medzi &islami aminokyselin v
zozname sekvencii a Cislami v priklade, treba pripo¢itat 23 k islam uvadzanym v
prikladoch alebo v opise.

NizSie si uvedené sekvencie pouzitych primerov a mutované bazy su

podciarknuté.

R44A (sense)

S-TTTGTCACCGCAAAGAACCGCCAAG-3' P1
R44A (antisense)

5-GACGACTGCTGGGTTGGAGCACTTG-3' P2
K45A (sense)

S-TTTGTCACCCGAGCGAACCGCCAAG-3' P3
K45A (antisense)

9-GACGACTGCTGGGTTGGAGCACTTG-3' P4
R47A (sense)

5'-CGAAAGAACGCCCAAGTGTGTGCCA-3' P5
R47A (antisense)

S'-CGAAAGAACGCCCAAGTGTGTGCCA-3' P6

R44A-K45A-R47A (trojity 40' mutant, sense)
S-TTTGTCACCGCAGCGAACGCCCAAGTGTGTGCCAAC-3' P7
R44A-K45A-R4TA (trojity 40’ mutant, antisense) | |

9'-GACGACTGCTGGGTTGGAGCACTTGCC-3' P8
K&5A (sense)

5'-GCCAACCCAGAGGCGAAATGGGTTTCGG-3' P9
K55A (antisense)

S5'-ACACACTTGGCGGTTCTTTCGGGTGAC-3' P10
K56A (sense)

5-AACCCAGAGAAGGCATGGGTTCGGGAG-3' P11
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K56A (antisense)

5-GGCACACACTTGGCGGTTCTTTCGGGT-3' P12
R59A (sense)

5-AAGAAATGGGTTGCGGAGTACATCAAC-3' _ P13
R59A (antisense) ‘
5-CTCTGGGTTGGCACACACTTGGCG-3' P14

K55A-K56A-R59A (trojity 50's mutant, sense)
5'-GCCAACCCAGAGGCGGCATGGGTTGCGGAGTACATC-3' P15
K55A-K56A-R59A (trojity 50’s mutant, antisense)
5'-ACACACTTGGCGGTTCTTTCGGGTGACAAAGAC-3' P16
Amplifikacia sa uskutoéiiovala v DNA termalnom cykleri (Perkin-Elmer-Cetus
480) v 35 cykloch pouzitim pfuturbo® DNA polymerazy (Stratagene). DNA sa
ligovala a transformovala sa do Top 10 F’ kompetenych E. coli buniek (Invitrogen).

Sekvencia mutantov sa overila DNA sekvenovanim.

b) Expresia a purifikacia standardného (WT) RANTES a RANTES mutantov v E.
coli

DNA fragmenty sa ziskali prostrednictvom PCR, ako bolo vysvetiené vy3sie,
a klonovali sa do plazmidu pET24d (obrazok 2), priCom sa generovala séria
vektorov. Sekvencia kodujica WT alebo mutovany RANTES sa klonovala na 3
koniec pT7 promotora, medzi Xbal a Nhel/Xhol miesta. Plazmid obsahuje dva
markerové gény (Km a lacl) a aktivny pociatok replikécie (Ori fl).

Vysledné vektory sa pouZili na retransformaciu BL21(DE3) kmena E. coli,
ktory umoziiuje silnt proteinovl expresiu pouiitim pT7/Lacl systému. Proteinova
expresia sa indukovala pridanim 1mM izopropyl--D-tiogalaktopyranozidu (IPTG) do
kultiry. Bunky sa zozbierali a resuspendovali v lyzacnom timivom roztoku (50mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCl,, 5 mM Benzamidin/HCI, 1mM DTT, 0,1mM fenylmetyl-
sulfonylfluorid (PMSF), DNaza 20 mg/l). Bunky sa rozrusili troma pasazami cez
French Pressure Cell jednotku. Suspenzia sa potom centrifugovala pri 10000
ot./min. 30 minat pri 4 °C. Pelet inkliznych teliesok obsahujuci WT RANTES alebo
jeden z RANTES mutantov sa solubilizoval v 0,1M Tris/HCI, pH 8,0, obsahujucej 6M
guanidin/HCl a 1mM DTT a mieSal sa 30 minat pri 60 °C. Roztok sa dialyzoval



-12-

oproti 3 vymenam 1% kyseliny octovej. Nerozpustny materidl sa odstranil
centrifugaciou pri 10000 ot./min. pogas 30 minut. Supernatant obsahujici WT
RANTES alebo jeden z RANTES mutantov sa lyofilizoval.

Lyofilizovany prasok sa rozpustil v 0,1M Tris/HCI, pH 8,0 obsahujucom 6M
guanidin/HCI a 1mM DTT, aby sa ziskala koncentracia priblizne 1 mg/ml. Proteiny
sa renaturovali postupnym (po kvapkach) riedenim do desatnisobného objemu
guanidinového roztoku 20mM Tris/HCI, pH 8,0, obsahujicej 0,01mM oxidovany
glutation a 0,1mM redukovany glutation. Roztok sa mieSal cez noc pri 4 °C.
Nerozpustny material sa odstranil centrifugaciou pri 10000 ot./min 30 minat. pH sa
nastavilo na 4,5 s kyselinou octovou a vodivost sa nastavila na 20 ms
prostrednictvom riedenia s vodou. Roztok sa naniesol na HiLoad S 26/10 kolénu
predtym ekvilibrovani v 10mM octane sodnom, pH 4,5, a protein sa eluoval s
linearnym 0-2 M NaCl gradientom v rovnakom timivom roztoku. Frakcie obsahujice
WT RANTES alebo jeden z RANTES mutantnych proteinov sa spajili, dialyzovali sa
oproti 3 vymenam kyseliny octovej a lyofilizovali sa.

Lyofilizované proteiny sa rozpustili v 50mM Tris/HCI timivom roztoku, pH 8,0.
MKKWPR vedica sekvencia, ktora bola vysledkom klonovacieho postupu, sa
odstiepila od WT RANTES alebo jedného z RANTES mutantnych proteinov
prostrednictvom inkubovania s endoproteindzou Arg-C (1:600, enzym:substrat,
hmotn.) cez noc pri 37 °C. Postiepené proteiny sa odseparovali od nepostiepeného
proteinu kationovou vymennou chromatografiou na HiLoad S 26/10 kolone predtym
ekvilibrovanej s 20mM octanom sodnym, pH 4,5, obsahujucim 6M mocovinu, a
proteiny sa eluovali s linearnym 0-2M NaCl gradientom v rovnakom tlmivom
roztoku. Postiepené frakcie sa spojili a dialyzovali oproti dvom vymenam 1%
kyséliny octovej a nakoniec oproti 0,1% Kkyseline trifluéroctovej a potom sa
lyofilizovali (Edgerton MD a dalsi, str. 33-40, a Proudfoot AE a dal$i, str. 75-87, v
"Chemokine Protocols", Methods in Molecular Biology 2000, zv. 138, Humana
Press).

Autenticita WT a RANTES mutantnych proteinov sa overila hmotnostnou
spektrometriou. Analogickym postupom sa vyrobil iny mutant, ktory obsahuje Met
ako prediZenie na NHy-konci, ako aj jedint alebo trojitd 40’ RNATES mutéciu a

jedinu alebo trojitd 50’s mutaciu.
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c) Expresia a purifikacia Standardného (WT) RANTES a RANTES mutantov v
Pichia pastoris

Zrely trojity 40° RANTES mutant (R44A-K45A-R47A) sa vytvoril pouzitim
megaprimerovej PCR mutagenézy (Datta AK, Nucleic Acid REsearch 1995,
23(21):4530-31). Klonoval sa do Pichia pastoris expresného vektora pPICOK, v
Citacom ramci so S. cerevisiae Mat alfa pro-pro signalnym peptidom.

Po overeni sekvencie sa plazmid preniesol do Pichia pastoris hostitelského
kmena GS115(his4) prostrednictvom elektroporacie. His* klony sa skrinovali na
expresiu RANTES mutantu. Malorozsahové S$tudie expresie sa uskutoériovali
pouzitim Standardnych postupov, ako si opisané v Pichia Expression Kit od
Invitrogen (Life TEchnologies). V struénosti, kultira sa expandovala v obohatenom
médiu pouZitim glycerolu ako zdroja uhlika, a potom sa peletovala a
resuspendovala v médiu obsahujucom metanol na indukciu expresie RANTES
mutantného proteinu. Vylu¢ovanie RANTES mutantu do média sa detegovalo na
SDS-PAGE farbenej s Coomassie Blue.

Klony vylu€ujuce vysoké hladiny RANTES mutantu (priblizne 500 aZ 750
mg/l) sa pouZili na zvacSenie rozsahu vo velkych pretrepavacich ffasiach.
Fermentované médium sa centrifugovalo pri 5000 ot./min a supernatant sa pouZil
na purifikaciu.

Protein sa purifikoval zo supernatantu v jedinom chromatografickom kroku
na Heparin Sepharose kolone ekvilibrovanej v 0,4M TRIS-HC! a eluoval sa s
linearnym gradientom 0-2M NaCl v rovnakom timivom roztoku pouzZitim 20-
nasobného objemu kolény. Autenticita proteinu sa overila hmotnostnou
spektrometriou a zistilo sa, Ze takymto systémom produkovany RANTES mutant
(R44A-KA5A-R47A) je skrateny aj na N-konci v porovnani so $§tandardnou
molekulou, tzn. chybaji mu prvé dve aminokyseliny. Takto ziskany mutant bol preto
oznaCeny ako trojity 40’'s RANTES (3-68) mutant (R44A, K45A, R47A) a jeho

aminokyselinovou sekvenciou je sekv. &. 3.

d) Heparinové vazobné testy
Uskutocnila sa heparin sepharose chromatografia pouzitim 50 pg ET alebo

mutovanych RANTES proteinov, ktoré sa naniesli na Heparin Sepharose kolénu
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ekvilibrovan v 25mM Tris/HCI, pH 8,0 a 50mM NaCl a eluovala sa s linearnym
gradientom 0-2M NaCl v 25mM Tris/HCI, pH 8,0.

Uskutoénila sa heparin sepharose chromatografia pouzitim 50 pg WT alebo
mutovanych RANTES proteinov, ktoré sa naniesli na MonoS katiénovi vymennu
kol6nu ekvilibrovani v 50mM octane sodnom}, pH 4,5. Protein sa eluoval s 0-2M
NaCl gradientom.

Uskutogfioval sa kompetiény vazobny test pouzitim WT RANTES, trojiteho
50's RANTES mutantu a trojitého 40's RANTES mutantu (sekv. ¢. 2 - tu
oznadovana aj ako "R44A-R45A-R47ARANTES"), ktoré sa s Amersham
radioaktivne oznaéili s '?1 na $pecifickd aktivitu 2200 mCi/mol. Filtragné platne s 96
jamkami sa nasiakli s vazobnym tlmivym roztokom (50mM HEPES, pH 7,2
obsahujucim 1mM CaCl,, 5mM MgCl,, 0,15M NaCl a 0,5% BSA). UskutocCnili sa
seridlne riedenia heparinu vo vazobnom timivom roztoku, aby sa pokryl
koncentraény rozsah od 20 mg/ml do 1 pg/ml. Test sa uskutoCfioval v celkovom
objeme 100 pl pridanim 25 pl heparinovych riedeni, 25 pl 0,4nM [125I]—chemokinu,
25 pl heparinovych gulécok (0,2 pg/ml vo vode) a 25 ul vazobného timivého roztoku
do kazdej jamky. Test sa uskutociioval trojmo. Platne sa inkubovali pri laboratornej
teplote s pretrepavanim 4 hodiny. Filtratné platne sa premyli trikrat s 200 pl
premyvacieho timivého roztoku pouzitim vakuovej pumpy na odstranenie
nenaviazaného znaceného chemokinu. Potom sa do kazdej jamky pridalo 50 pl
scintilaéného &inidla a odgitala sa radioaktivita (1 min./jamku). Udaje sa analyzovali
pouzitim GraFit Softwaru.

e) Ekvilibratné kompetiéné receptorové vazobné testy

Testy sa uskutoc¢iiovali na membranach z CHO transfektantov exprimujacich
CCR1 alebo CCR5 pouzitim scintilaéného proximitného testu (SPA) pouzitim ['%I]-
MIP-10. ako stopovacieho &inidla. Kompetitory sa pripravili serialnymi riedeniami
neznacéenych chemokinov vo vazobnom timivom roztoku, aby sa pokryl rozsah 10°
az 102 M. Pouzitym vazobnym timivym roztokom bol 50mM HEPES, pH 7,2
obsahujuci 1mM CaCly, 5mM MgCly, 0,15M NaCl a 0,5% BSA. Wheatgerm SPA

gufdcky (Amersham) sa rozpustili v PBS na 50 mg/ml a nariedili sa vo vazobnom



-15-

roztoku na 10 mg/ml a finalna koncentracia v teste bola 0,25 mg/jamku. Membrany
pripravené z CHO buniek exprimujicich CCR1 alebo CCR5 sa uskladiiovali pri -80
°C a nariedili sa vo vdzobnom timivom roztoku na 80 ng/ml. Na redukciu pozadia sa
pred uskuto&nenim testu zmiesali rovnaké objemy membrany a zasob guliCiek.
Finalna membranova koncentracia bola 2 pg/ml a finalna koncentracia ['#1]-MIP-1a
bola 0,1 nM. Platne sa inkubovali pri laboratornej teplote s pretrepavanim 4 hodiny.
Radioaktivita sa merala a (daje sa analyzovali rovnako ako je opisané pre

heparinovy vézobny test.

f) Chemotaktické testy

Monocytova chemotaxia sa uskutoCfiovala pouZitim micro-Boyden
komorového testu. Monocyty sa purifikovali zo zrazenych leukocytov pouzitim
nasledujiceho izolaéného postupu: 100 ml roztoku zrazenych leukocytov sa
nariedilo so 100 ml PBS, navrstvili sa na Ficoll a centrifugovali sa pri 600 ot./min 20
minut pri laboratornej teplote. Bunky tvoriace rozhranie sa zozbierali a dvakrat sa
premyli s PBS a resuspendovali sa v koncentracii 40 az 100 x 10%/ml v RPMI 1640
médiu obsahujiicom 5% inaktivované fetalne hovédzie sérum (FCS), 2mM glutamin
a 25mM HEPES, pH 7,2. Dalej sa purifikovali z lymfocytovej frakcie pridanim ovcich
¢ervenych krviniek v mnozstve 10° buniek/ml, rozetovanych cez noc pri 4 °C a
separovali sa prostrednictvom druhej Ficoll gradientovej centrifugacie pri 900
ot./min po&as 20 minGt pri laboratérnej teplote. Monocyty sa nachadzali na rozhrani
medzi Ficollom a timivym roztokom a T bunky boli v pelete. Monocyty sa premyli v
PBS a resuspendovali sa na 2,5 x 10%/ml v RPMI 1640 médiu. Cistota sa merala
priamym a bo&nym rozptylom prostrednictvom FACS analyzy a Zistilo sa, ze je 40
az 80% v zavislosti od daréu. Chemokin sa nariedil na kone¢ny objem 30 pl,
pokryvajuc koncentraény rozsah 10°-10"* M v RPMI médiu a preniesol sa do
spodnych jamiek. Na spodné jamky sa umiestnil filter s velkostou pérov 5 pm
(Neuroprobe) pre monocyty a s vefkostou pérov 8 pm pre T bunky, pricom sa
zaistilo, by sa tam nevyskytovali vzduchové bubliny, a systém sa nepriepustne
uzavrel. Do hornych jamiek sa umiestnilo patdesiat mikrolitrov bunkovej suspenzie

(2,6 x 10° buniek/ml) v RPMI médiu. Komorka sa inkubovala 30 minat pri
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monocytoch a 1,5 hodiny pri T bunkach, pri 37 °C pod O,. Bunky sa potom
odstranili, z hornej plochy membrany sa zo$krabali bunky a membrana sa potom
premyla s PBS. Membrana sa fixovala ponorenim do MeOH na jednu mindtu,
vysusila sa na vzduchu a farbila sa s roztokmi Field A a B. Migrované bunky sa
spocitali prostrednictvom vyberu nahodnych poli pre kazdu jamu s 20x objektivom
na Standardnom mikroskope, ktory je kompatibilny s IBAS zobrazovacim

analyza¢nym sofwarom. Udaje sa skoordinovali pouzitim GraFit softwaru.

g) Testy zhromaZzdovania buniek v peritoneu

V prvom teste sa zhromazdovanie buniek indukovalo intraperitonealnou
injekciou 10 pg chemokinu nariedeného v 0,2ml sterilného fyziologického roztoku
(LPS bez NaCl) samiciek BALB/c mysi vo veku 8 aZ 12 tyzdiiov. Chemokinové
mutanty (10 pg chemokinu nariedeného v 0,2 ml sterilného fyziologického roztoku)
sa podavali 30 minut pred podanim agonistu. O 16 hodin neskér sa mysi usmrtili
prostrednictvom aerosélového CO,. Peritonealna lavaZz sa uskutocnila troma
premyvaniami s 5 ml PBS a lavaze sa spojili. Bunky sa centrifugovali pri 600 ot./min
10 minat, resuspendovali sa v konednom objeme 1 ml a s hemacytometrom sa
spocitali celkové vyvolané leukocyty.

V druhom teste sa zhromazdovanie buniek indukovalo intraperitonealnou
injekciou 200 pl 3% roztoku tioglykolatu v destilovanej vode samitkam BALB/c mysSi
VO veku 8 az 12 tyzdiov (na 1. def). 30 minGt pred podanim tioglykolatu sa podal
chemokinovy mutant (10 pg chemokinu nariedenych v 0,2 ml steriiného
fyziologického roztoku). Chemokinovy mutant sa potom podaval denne dalsie tri dni
(def 2, 3 a 4). MySi sa usmrtili na 5. defi aerosolizovanym CO,. Peritonealna lavaz
sa uskutocnila troma premyvaniami s 5 ml PBS a lavaZze sa spojili. Bunky sa
centrifugovali pri 600 ot./min 10 minut, resuspendovali sa v kone&nom objeme 1 ml

a s hemacytometrom sa spocitali celkové vyvolané leukocyty.

h) Experimentalna autoimunitna encefalomyelitida (EAE)
Imunizaény postup

8-tyzdiiové samitky C57 BL/6NCrIBR mysi s hmotnostou 18 aZ 22 gramov
sa imunizovali (defi 0) prostrednictvom s.c. injekcie do zadnej &asti krku, ktora
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obsahovala 0,1 m! emulzie obsahujicej 200 pg MOG3s.55 peptidu (Neosystem,
Strasbourg, Francizsko) v kompletnom Freundovom adjuvans (CFA s
Mycobacterium  butyricum, Difco, Detroit, USA) obsahujacom 0,25 mg
Mycobacterium tuberculosis. Pred s.c. injekciou obdrzali 200yl i.v. injekciou 300 ng
pertussis toxinu (List Biological Lab., Campbell, CA, USA) rozpusteného v PBS do
chvostovej Zili. Na druhy defi sa zvieratdm podala druha i.p. injekcia 300 ng
pertussis toxinu.

Tento postup viedol, zadinajac priblizne na 8 az 10 den, k objaveniu sa

progresivnej paralyzy, zainajlcej na chvoste a pokracujicej po predné koncatiny.

Navrh Stadie
Studia zahifala skupiny obsahujice po desat zvierat. VSetky skupiny boli

imunizované s MOGss.ss peptidom v CFA a petussis toxinom v sulade s

imunizacnym protokolom.

Skupina 1: pozitivna kontrolna skupina, ktorej sa i.p. spésobom podavalo len
samotné vehikulum (PBS).

Skupina 2: pozitivna kontrolna skupina, ktorej sa s.c. spdsobom podavalo len
samotné vehikulum (PBS).

Skupina 3: i.p. spdsobom podavany trojity 40’'s RANTES mutant v mnozstve 10
pg/mys.

Skupina 4: i.p. spdsobom podavany trojity 40's RANTES mutant v mnozstve 1
pug/mys.

Skupina 5: i.p. sposobom podavany trojity 40’s Met-RANTES mutant v mnozstve
10 pg/mys.

Skupina 6: i.p. spésobom podavany trojity 40's Met-RANTES mutant v mnoZstve
1 pg/mys.

Skupina 7: s.c.. spdsobom podavany mySaci rekombinantny interferon beta (m-
IFN-B) v mnozstve 10000 jednotiek/mys.

Skupina 8: s.c.. spdsobom podavany m-IFN-B v mnozstve 20000 jednotiek/mys.
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Vehikulum
PBS sa pouzilo na riedenie vsetkych trojitych 40’'s RANTES mutantov,
vsetkych trojitych 40’s Met-RANTES mutantov a mIFN-B na vhodnu koncentraciu.

Spésob podavania
Trojity 40's RANTES mutant, trojity 40's Met-RANTES mutant a m-IFN-B sa
podavali denne i.p. spdsobom v objeme na podavanie 200 pl/mys. Skupinam 1 a 2

sa i.p. spdsobom podévalo PBS v mnozstve 200 pl/mys.

Trvanie lieCenia
LieCenie zadalo u kazdého zvierata na 4. experimentalny den (priblizne 3 az
5 dni pred zvy€ajnym vyskytom ochorenia) a potom pokragovalo 14 po sebe iducich

dni (zvierata sa usmrtili na 18. experimentalny def}).

Klinické pozorovania
Od piateho dfia sa zvieratd jednotlivo vysetrovali vySetrovatefom na
pritomnost paralyzy prostrednictvom klinického skore nasledovne:
0 = Ziadna znamka ochorenia
0,5 = giasto¢na paralyza chvosta
1 = paralyza chvosta
1,5 = paralyza chvosta + &iastoéna unilateralna paralyza zadnej koncatiny
2 = paralyza chvosta + slabost zadnych koné&atin alebo &asto&na paralyza zadnych
konc&atin
2,5 = paralyza chvosta + ¢iasto¢na paralyza zadnych koné&atin (spustena panva)
3 = paralyza chvosta + kompletna paralyza zadnych kong&atin
3,5 = paralyza chvosta + kompletna paralyza zadnych kon&atin + inkontinencia
4 = paralyza chvosta + paralyza zadnych koncatin + slabost alebo &iastoéna
paralyza prednych kongatin

5 = umieranie alebo smrt

Vysledky

a) Heparinové vazobné testy
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Purifikované RANTES proteiny mutované v jednej alebo v troch polohéach sa
analyzovali heparinovou chromatografiou a porovnavala sa koncentracia NaCl
potrebna na ich eluovanie s eluénym profilom WT RANTES. Kedze interakcia s
heparinom je elektrostatickd, mutanty sa podrobili aj katidnovej vymennej
chromatografii na MonoS koléne. To vedie k poklesu NaCl koncentracie potrebne;j
na ich eluovanie, kedZze mutagenéza odstranila zasadité zvySky. Rozdiel v NaCl
koncentracii ziskanej pri kationovej vymennej chromatografii sa odéita od rozdielu
ziskaneho pri heparinovej chromatografii. Ak je tato hodnota pozitivna, je
identifikovana Specificka interakcia s heparinom (tabulka 1).

Priame meranie viazania sa na heparin sa uskuto&fiovalo s trojitymi 40’s a
50's RANTES mutantami v kompeti¢nom v&zobnom teste. WT RANTES a mutanty
sa jodidovali s Amersham a v3etky mali rovnaki $pecifickti radioaktivitu 2200
mCi/mol. Av8ak len priblizne 20 % trojittho 40's mutantu sa naviazalo na
heparinové gulicky, s maximalnou hodnotou cpm 4000 v porovnani s 22000 cpm
pre WT RANTES a 50’s mutant (obrazok 3). To demonstruje, Ze tie zvysky v 40's
slucke, ktoré boli mutované, sa podielaju na vadsine heparinovej vazobnej
schopnosti RANTES. Na druhej strane to tiez demonstruje to, ze pravdepodobny
GAG-vazobny motiv v 50's slucke nie je "pravym" GAG-vazobnym miestom.

b) Rovnovazne kompeti¢né receptorové vazobné testy

Schopnost' trojittho 40's a trojitého 50's RANTES mutantu konkurovat
[125I]MIP-1a pri viazani na rekombinantné CCR1 a CCR5 v membranach
pripravenych z CHO stabilnych transfektantov. Neexistuje Ziadny vyznamny rozdiel
" v Ziadnej z jednotlivych mutacii na Ziadnom z receptorov (daje nie st znazornené).
Ziadny z trojitych mutantov nevykazoval rozdiel vo viazani sa na CCR5 v porovnani
s WT RANTES proteinom. Av3ak pri CCR1 mal trojity 40’s mutant stonasobne
znizena afinitu, priom trojity 50's mutant vykazoval len malu stratu afinity

(trojnasobnu) (obrazok 4).

¢) Chemotaktické testy
Trojit¢ 40’'s a 50's mutanty boli vietky schopné indukovat monocytovu
chemotaxiu s aktivitou porovnatelnou s WT RANTES, s vynimkou trojitého 40’s
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mutantu, ktory bol schopny indukovat vyznamni chemotaxiu v koncentracii 1 pM.
Avsak trojité 40’s a 50’s mutanty mali rovnakd schopnost indukovat chemotaxiu T
buniek (obrazok 5). Vysledky ziskané v monocytovych chemotaktickych testoch
dobre zodpovedaju vysledkom ziskanym v receptorovych vazobnych testoch.
Vysledky ziskané v monocytovych chemotaktickych ‘testoch dobre
kore$ponduju s vysledkami ziskanym v receptorovych vézobnych testoch. Strata
aktivity trojitého 40's RANTES mutantu pri monocytovej chemotaxii zodpoveda

strate afinity vo¢i CCR1.

d) Testy zhromazdovania buniek v peritoneu

Trojity 40's RANTES mutant nebol schopny indukovat zhromazdovanie
buniek v peritoneu v davke (10 pg/mys), pri ktorej RANTES spbsobuje podstatne
zhromazdovanie (obrazok 6).

Okrem toho, ak sa poda 10 pg mutantu 30 minut pred podanim RANTES je
inhibované bunkové zhromazdovanie indukované prostrednictvom RANTES. Preto
znidenie  GAG-viazania spoOsobuje inhibiciu chemokinom indukovaného
zhromazdovania buniek in vivo.

Analogické vysledky sl znazornené na obrazku 7 so skratenym RANTES (3-
68) trojitym 40's mutantom (produkovanym v Pichia pastoris), na obrézku 8
prostrednictvom MIP-1p trojitého 40’s mutantu (K45A-R46A-K48A) a na obrazku 9
prostrednictvom MIP-1¢ trojitého 40's mutantu (R18A-R46A-R48A). Trojitym 40's
RANTES mutantom sa inhibovalo aj zhromazdovanie buniek stimulovane

tioglykolatom, ako je znazornené na obrazku 10.

e) Experimentalna autoimunitna encefalomyelitida (EAE)

Trojity 40's RANTES mutant vykazoval na davke zavisly u€inok na mySacom
EAE modeli. Protein, tak v davke 1 pug, ako aj v davke 10 pg/mys, sa podaval denne
i.p. zadinajic na 10. deft po primarnej imunizacii s MOG, pricom demonstroval
porovnatelnu Géinnost ako referenéna lieGba s rekombinantnym m-IFN-B (obrazok
11). Nastup ochorenia bol vyznamne oddialeny a zavaznost ochorenia (hodnotena

prostrednictvom oblasti pod krivkou) bola tieZz vyznamne redukovana. Okrem toho
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bolo znizené aj priemerné maximalne klinické skére dosiahnuté poCas experimentu.
Iny mutant (trojity 40's Met-RANTES mutant) nevykazoval Ziadny uzito¢ny Ucinok v
rovnakom experimente.

Nase vysledky dokazuju jasny uzitocny ucinok lieCenia so 40's RANTES
trojitym mutantom, ktory redukuje klinické znamky chronickej EAE u mysi po
imunizacii s MOG. Preto ma trojity 40's RANTES mutant uzitoény terapeuticky
uginok a moze byt pouZity ako terapia pri chronickych demyelinanych ochoreniach,
ako napriklad MS.

Tabulka 1
Molarita NaCl na eluovanie z Heparinovej a Mono-S (katiénovej vymennej) kolony

RANTES mutacia | Heparin MonoS | ANaCI™®S [ ANaCIV*"® | AA NaCl
Ziadna (WT) 0,80 0,91 : : i

R44A 0,61 0,82 0,19 0,09 0,10
K45A 0,65 0,97 0,15 0,04 0,11
R47A 0,65 0,84 0,15 0,07 0,08
R44A-K45A-R47A 0,47 0,70 0,33 0,21 0,11
K55A 0,70 0,86 0,10 0,05 -0,05
K56A 0,90 0,94 -0,10 0,07 -0,17
R59A 0,79 0,85 0,01 0,06 -0,05
K55A-K56A-R59A | 0,70 0,75 0,10 0,16 -0,06

Nasledujica tabulka 2 vyjasni identitu sekvencii uvadzanych v zozname
sekvencii a v texte. |

Tabulka 2

Sekv. &. Opis sekvencie

1 Standardny typ (WT) RANTES

2 trojity 40’'s RANTES mutant

3 trojity 40's RANTES(3-68) mutant
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4 trojity MIP-1a mutant (R18A-R46A-R48A)
5 trojity MIP-1p mutant (K45A-R46A-K48A)
6 trojity 50’s RANTES mutant

7 trojity 40’s Met-RANTES mutant
8 R44A-RANTES mutant

9 K45A-RANTES mutant

10 R47A-RANTES mutant

11 K55A-RANTES mutant

12 K56A-RANTES mutant

13 R59A-RANTES mutant

14 primer P1

15 primer P2

16 primer P3

17 primer P4

18 primer PS5

19 primer P6

20 primer P7

21 primer P8

22 primer P9

23 primer P10

24 primer P11

25 primer P12

26 primer P13

27 primer P14

28 primer P15

29 primer P16

30 WT-1309

31 WT-MIP-1a

32 WT-MIP-18

33 WT-MIP-4
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35 WT-HCCH1
36 WT-136512
37 WT-MCP-2




Zoznam sekvencii
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<110> Applied Research Systems ARS Holding N.V.

<120> Chemokinové mutanty na lie¢enie sklerdzy multiplex

<130> W0465

<160> 37

<170> PatentIn version 3.0

<210> 1
<211> 91
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> signal
<222> (1)...(23)

<400> 1

Met Lys Val Ser Ala Ala Ala

1 5

Leu Cys Ala Pro Ala Ser Ala

20

Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala

35

Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly

50

Val Thr Arg Lys Asn Arg Gln

65

Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser

85

70

55

Leu

Ser

Arg

40

Lys

Val

Leu

Ala
Pfo

25
Pro
Cys

Cys

Glu

vVal

10

Tyr

Leu

Ser

Ala

Met
90

Ile

Ser

Pro

Asn

Asn

75

Ser

Leu Ile Ala Thr Ala
15
Ser Asp Thr Thr Pro
30
Arg Ala His Ile Lys
45
Pro Ala Val Val Phe
60

Pro Glu Lys Lys Trp

80
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<210> 2
<211> 66
<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 2
Tyr Ser Ser Asp Thr thr Pro Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala Arg Pro
1 5 10 15

Leu Pro Arg Ala His Ile Lys Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly Lys Cys
20 25 30
Ser Asn Pro Ala Val Val Phe Val Thr Ala Ala ASn Ala Gln Val Cys
35 40 45
Ala Asn Pro Glu Lys Lys Trp Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser Leu Glu
50 55 60

Met Ser

65

<210> 3
<211> 91
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> signal
<222> (1)...(23)

<400> 3
Met Lys Val Ser Ala Ala Ala Leu Ala Val Ile Leu Ile Ala Thr Ala
1 5 10 15

Leu Cys Ala Pro Ala Ser Ala Ser Pro Tyr Ser Ser Asp Thr Thr Pro
20 25 30
Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala Arg Pro Leu Pro Arg Ala His Ile Lys
35 40 45



Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly

50 55
Val Thr Ala Ala Asn Ala Gln
65 70
Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser
| 85
<210> 4
<211>70
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 4

Ala Ser Leu Ala Ala Asp Thr

1 5

Ser Ala Gln Ile Pro Gln Asn

20
Ser Gln Cys Ser Lys Pro Gly
35

Gln Val Cys Ala Asp Pro Ser
50 55

Asp Leu Glu Leu Ser Ala

65 70

<210>5
<211> 69
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 5
Ala Pro Met Gly SEr Asp Pro
1 5

Ala Arg Lys Leu Pro Arg ASn
20

-26 -

Lys Cys Ser Asn Pro Ala Val Val Phe
60
Val Cys Ala Asn Pro Glu Lys Lys Trp
75 80
Leu Glu Met Ser -
90

Pro Thr Ala Cys Cys Phe Ser Tyr Thr
10 15
Phe Ile Ala Asp Tyr Phe Glu Thr Ser
25 30
Val Ile Phe Leu Thr Lys Ala Ser Ala
40 45
Glu Glu Trp Val Gln Lys Tyr Val Ser
60

Pro Thr Ala Cys Cys Phe Ser Tyr Thr
10 15
Phe Val Val Asp Tyr Tyr Glu Thr Ser
25 30
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Ser Leu Cys SEr Gln Pro Ala VAl Val Phe Gln Thr Ala Ala Ser Ala
35 40 45
Gln Val Cys Ala Asp Pro Ser Glu Ser Trp Val Gln Glu Tyr Val Tyr
50 55 60
Asp Leu Glu Leu Asn
65

<210>6
<211> 91
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> signal
<222> (1)...(23)

<400> 6
Met Lys Val Ser Ala Ala Ala Leu Ala Val Ile Leu Ile Ala Thr Ala
1 5 10 15

Leu Cys Ala Pro Ala Ser Ala Ser Pro Tyr Ser Ser Asp Thr Thr Pro
20 25 30
Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala Arg Pro Leu Pro Arg Ala His Ile Lys
35 40 45
Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly Lys Cys Ser Asn Pro Ala Val Val Phe
50 55 60
Val Thr Arg Lys Asn Arg Gln Val Cys Ala Asn Pro Glu Ala Ala Trp
65 : 70 ' 75 ' ' 80
Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser Leu Glu Met Ser
85 90

<210>7
<211> 92
<212> PRT

<213> Escherichia coli
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<400>7
Met Lys Val Ser Ala Ala Ala Leu Ala Val Ile Leu Ile
1 5 10
Leu Cys Ala Pro Ala Ser Ala Met Ser Pro Tyr Ser Ser
20 25
Pro Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala Arg Pro Leu Pro Arg
35 40 45
Lys Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly Lys Cys Ser Asn Pro
50 55 60
Phe Val Thr Ala Ala Asn Ala Gln Val Cys Ala Asn Pro
65 70 75
Trp Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser Leu Glu Met Ser
85 90
<210> 8
<211> 91
<212> PRT
<213> Escherichia coli
<220>
<221> signal
<2225 (1)...(23)
<400> 8
Met Lys Val Ser Ala Ala Ala Leu Ala Val Ile Leu Ile
1 5 10
Leu Cys Ala Pro Ala Ser Ala Ser Pro Tyr Ser Ser Asp
20 25
Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala Arg Pro Leu Pro Arg Ala
35 40 45
Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly Lys Cys Ser Asn Pro Ala
50 55 60
Val Thr Ala Lys Asn Arg Gln Val Cys Ala Asn Pro Glu
65 70 75

Ala Thr Ala
15
Asp Thr Thr
30
Ala His Ile

Ala Val Vval

Glu Lys Lys
80

Ala Thr Ala
15

Thr Thr Pro

30
His Ile Lys

Val Val Phe

Lys Lys Trp
80
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Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser Leu Glu Met Ser

85

<210>9
<211> 91
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> signal
<222> (1)...(23)

<400>9

Met Lys Val Ser Ala

1 5

Leu Cys Ala Pro Ala

20
Cys Cys Phe Ala Tyr
35

Glu Tyr Phe Tyr Thr
50

Val Thr Arg Ala Asn

65

val Arg Glu Tyr Ile

85

<210> 10
<211> 91
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> signal

Ala Ala

Ser Ala

Ile Ala

Ser Gly

55

Arg Gln
70

Asn Ser

Leu

Ser

Axg

40

Lys

val

Leu

90

Ala Val

10

Pro Tyr
25

Pro Leu

Cys Ser

Cys Ala

Glu Met
90

Ile

Ser

Pro

Asn

Asn

75

Ser

Leu Ile

Ser Asp

Arg Ala

45

Pro Ala
60

Pro Glu

Ala Thr Ala
15
Thr Thr Pro
30
His Ile Lys

Val Vval Phe

Lys Lys Trp
80



<222> (1)...(23)

<400> 10
Met Lys Val Ser
1
Leu Cys Ala Pro
20
Cys Cys Phe Ala
35
Glu Tyr Phe Tyr
50
Val Thr Arg Lys
65
Val Arg Glu Tyr

<210> 11
<211> 91
<212> PRT

Ala
5
Ala

Tyr

Thr

Asn Ala Gln

Ile
85

<213> Escherichia coli

<220>
<221> signal
<222> (1)...(23)

<400> 11

Met Lys Val Ser Ala Ala Ala Leu Ala

1
Leu Cys Ala Pro
20
Cys Cys Phe Ala
35
Glu Tyr Phe Tyr
50

5

Ala Ser Ala Ser

Tyr Ile Ala Arg

Thr Ser Gly Lys

Ala

Ser

Ile

Ser

70

Asn

-30-

Ala Val
10

Ala Leu

Ala Ser Pro Tyr
25
Ala Arg Pro Leu
40
Gly

55

Lys Cys Ser

Val Cys Ala

Glu Met
90

Ser Leu

Val
10
Pro
25

Tyr
Pro Leu
40

Cys
55

Ile

Ser

Pro

Asn

Asn

75

Ser

Ile

Ser

Pro

Ser Asn

Leu Ile

Ala Thr Ala
15

Ser Asp Thr Thr Pro

Arg Ala

Pro Ala
60
Pro Glu

30
His Ile Lys
45
Val Val Phe

Lys Lys Trp
80

Leu Ile Ala Thr Ala

15

Ser Asp Thr Thr Pro

30

Arg Ala His Ile Lys

45

Pro Ala Val Val Phe

60
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Val Thr Arg Lys Asn Ala Gln Val Cys Ala Asn Pro Glu Lys Lys Trp

65

70

75

Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser Leu Glu Met Ser

85

<210> 12
<211> 91
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> signal
<222> (1)...(23)

<400> 12

Met Lys Val Ser Ala

1 5

Leu Cys Ala Pro Ala

20
Cys Cys Phe Ala Tyr
35

Glu Tyr Phe Tyr Thr
50

Val Thr Arg Lys Asn

65

Val Arg Glu Tyr Ile

85

<210> 13
<211> 91
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>

Ala Ala

Ser Ala

Ile Ala

Ser Gly

S5

Arg Gln
70

Asn Ser

Leu

Ser

Arg

40

Lys

Val

Leu

90

Ala Vval Ile
10
Pro Tyr Ser
25

Pro Leu Pro

Cys Ser Asn

Cys Ala Asn

75

Glu Met Ser
90

80

Leu Ile Ala Thr Ala
15
Ser Asp Thr Thr Pro
30
Arg Ala His Ile Lys
45
Pro Ala Val Val Phe
60

Pro Glu Lys Ala Trp

80



<221> signal
<222> (1)...(23)

<400> 13

Met Lys Val Ser Ala Ala Ala

1 5

Leu Cys Ala Pro Ala Ser Ala

20
Cys Cys Phe Ala Tyr Ile Ala
35

Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly
50 55

Val Thr Arg Lys Asn Arg Gln

65 70

Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser

85

<210> 14
<211> 25
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 14

tttgtcaccg caaagaaccg ccaag

<210> 15
211> 25
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 15
gacgactget gggttggage acttg

Leu

Ser

Arg

40

Lys

val

Leu

-32.

Ala Val

10

Pro Tyr
25

Pro Leu

Cys Ser

Cys Ala

Glu Met
90

Ile Leu Ile

Ser Ser Asp

Pro Arg Ala
45
Asn Pro Ala
60
Asn Pro Glu
75

Ser

15

Ala Thr Ala

Thr Thr Pro

30

His Ile Lys

Val Val Phe

Lys Lys Trp
80
25
25



<210> 16
<211> 25
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 16

tttgtcaccc gagcgaaccg ccaag

<210> 17
<211> 25
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 17
gacgactgct gggttggagc acttg

<210> 18
<211>25
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 18

cgaaagaacg cccaagtgtg tgcca

<210> 19"
<211> 25
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 19
ggtgacaaag acgactgctg ggttg

_33-

25

25

25

25
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<210> 20
<211> 36
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 20
tttgtcaccg cagcgaacgc ccaagtgtgt gccaac

<210> 21
<211> 27
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 21
gacgactgct gggttggagc acttgcc

<210> 22
211> 27
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 22
gccaacccag aggcgaaatg ggttegg

<210> 23
<211> 27
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 23
acacacttgg cggttctttc gggtgac

36

27

27

27



<210> 24
<211> 27
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 24
aacccagaga aggcatgggt tcgggag

<210> 25
<211> 27
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 25
ggcacacact tggcggttct ttcgggt

<210> 26
<211> 27
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 26

‘aagaaatggg ttgcggagta catcaac

<210> 27
<211> 24
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 27
ctctgggttg gcacacactt ggcg

-35-

27

27

27

24
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<210> 28
<211> 36
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 28
gccaacccag aggcggcatg ggttgcggag tacatc

<210> 29
<211> 33
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 29
acacacttgg cggttctttc gggtgacaaa gac

<210> 30
<211>74
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 30

36

33

Ser Lys Ser Met Gln Val Pro Phe Ser Arg Cys Cys Phe Ser Phe Ala

1 5 10
Glu Gln Glu Ile Pro Leu Arg Ala Ile Leu
20 25
Ser Ile Cys Ser Asn Glu Gly Leu Ile Phe
35 40
Glu Ala Cys Ala Leu Asp Thr Val Gly Trp
50 55
Met Leu Arg His Cys Pro Ser Lys Arg Lys
65 70

Cys

Lys

Val

15
Tyr Arg Asn Thr Ser
30
Leu Lys Arg Gly Lys
45
Gln Arg His Arg Lys
60



<210> 31
<211>70
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 31

Ala Ser Leu Ala Ala

1 5

Ser ARg Gln Ile Pro

20
Ser Gln Cys Ser Lys
35

Gln vVal Cys Ala Asp
50

Asp Leu Glu Leu Ser

65

<210> 32
<211> 68
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 32
Ser Phe His Phe Ala
1 5
Ile Pro Cys Ser Leu
20
Ser Lys Pro Gly Val
35
Ala Lys Pro Ser

50

Gly

Pro
65

Tyr Ser Ile

"Met

Asp Thr
Gln Asn
Pro Gly
Pro Ser

55

Ala
70

Ala Asp

Lys
Ile

Phe

Pro Gly

55

Pro

Phe

val

40
Glu

Cys

Ser

Leu

40
Val

Thr
Ile
25

Ile

Glu

Cys
Tyr
25

Thr

Gln

_37-

Ala
10
Ala

Phe

Trp

Thr
10
Phe

Lys

Asp

Cys

Asp

Leu

Val

Ser

Glu

Lys

Cys

Cys Phe

Tyr Phe

Thr Lys

45

Gln Lys
60

Tyr Ile

Thr Ser

Gly Arg

45

Met Lys
60

Ser Tyr Thr
15
Glu Thr Ser
30
Arg Ser Arg

Tyr Val Ser

Ser Gln Ser
15
Ser Glu Cys
30
Gln Val Cys

Lys Leu Lys



<210> 33
<211> 68
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 33

Gln Val Gly Thr Asn

1 5

Gln Ile Pro Gln Lys

20
Cys Pro Lys Leu Gly
35

Cys Ala Asp Pro Asn
50

Lys Leu Asn Ala

65

<210> 34
<211>76
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 34

Asp Arg Phe His Ala

1 | 5

Arg Ser Ile Pro Cys

20
Glu Cys Ser Lys Pro
35

Phe Cys Ala Asn Pro
50

Leu

65

Lys

Phe

Val

Lys

Thr

Ser-

Gly

Ser

70

Glu

Ile

Ile

Lys
55

Ser

Leu_

Val

Asp
55

Lys Leu Asp Thr Arg Ile

Leu

Val

Leu

40
Trp

Ala
Leu
Ile
40

Lys

Lys

Cys
Asp
25

Leu

Val

Asp
Glu

25
Phe

Gln

Thr
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Cys
10
Tyr

Thr

Gln

Cys
10
Ser
Leu

Val

Arg

Leu

Ser

Lys

Lys

Cys

Tyr

Thr

Gln

Lys
75

Val Tyr

Glu Thr

Arg Gly

45

Tyr Ile
60

Ile Ser

Phe Glu

Lys Lys

45

Val Cys
60

Asn

Thr Ser Trp
15
Ser Pro Gln
30
Arg Gln Ile

Ser Asp Leu

Tyr Thr Pro
15
Thr Asn Ser
30
Gly Arg Arg

Met Arg Met



<210> 35
<211>74
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 35
Thr Lys Thr Glu
i
Cys Phe Thr Tyr
20
Tyr Tyr Glu Thr
35
Thr Lys Arg Gly
50
Gln Asp Tyr Ile
65

<210> 36
<211> 96
<212> PRT

Ser
5

Thr

Asn

His

Lys

<213> Escherichia coli

<400> 36
Pro Lys Val Pro
1
Tyr Tyr Glu Lys
20
Ala Leu Asn Cys
35
Arg Glu Val Cys
50
Lys Asp Pro Asn
65

Glu

vVal

His

Thr

Leu

Ser Ser
Thr Tyr
Ser Gln
Ser Val

55

Asp Met
70

Trp Val
Leu Pro
Leu Pro
Asn Pro

55

Pro Leu
70

Arg
Lys
Cys
40

Cys

Lys

Asn

Arg

Ala

40

Asn

Leu

Gly
Ile

25
Ser

Thr

Glu

Thr
Arg

25
Ile

Asp

Pro

-39-

Pro

10
Pro
Lys

Asn

Asn

Pro
10

Leu

Ile

Asp

Thr

Tyr

Arg

Pro

Pro

Ser

vVal

Phe

Trp

Arg
75

His Pro

Gln Arg

Gly Ile

45

Ser Asp
60

Thr Cys

Val Gly

Val Thr

45

Val Gln
60

Asn Leu

Ser Glu Cys
15
Ile Met Asp
30
Val Phe Ile

Lys Trp Val

Cys Leu Lys

R 8-

Tyr Arg Lys
30

Lys Arg Asn

Glu Tyr Ile

Ser Thr Val
80
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Lys Ile Ile Thr Ala Lys Asn Gly Gln Pro Gln
85 90

<210> 37
<211>76
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 37

Gln Pro Asp Ser Val Ser Ile Pro Ile Thr Cys
1 5 10

Asn Arg Lys Ile Pro Ile Gln Arg Leu Glu Ser

20 25
Asn Ile Gln Cys Pro Lys Glu Ala Val Ile Phe
35 40
Lys Glu Val Cys Ala Asp Pro Lys Glu Arg Trp
50 55

Lys His Leu Asp Gln Ile Phe Gln Asn Leu Lys
65 70 75

Leu Leu Asn Ser Gln
95

Cys Phe Asn Val Ile
15
Tyr Thr Arg Ile Thr
30
Lys Thr Lys Arg Gly
45
Val Arg Asp Ser Met
60

Pro
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie CC chemokinového mutantu, ktory obsahuje aspoil dve mutacie v
kationovom mieste 40’s slu¢ky, ako je zndzornené na obrazku 1, a ktory ma v
porovnani so Standardnym typdm molekuly znizenid GAG-viazucu aktivitu, na
pripravu farmaceutického prostriedku na lie¢enie sklerézy multiplex a/alebo inych
demyelinaénych ochoreni, pricom CC chemokin je vybrany zo skupiny, ktora
zahrnuje RANTES, MIP-1a, MIP-1B, MIP-3, MIP-4, HCC1, 1309, 135612 a MCP-2.

2. Pouzitie podla naroku 1, kde chemokinovym mutantom je RANTES
mutant.

3. Pouzitie podfa naroku 2, kde chemokinovym mutantom je RANTES trojity
mutant, v ktorom su tri zasadité aminokyseliny v kationovom mieste 40’'s slucky

substituované inymi aminokyselinami.

4. Pouzitie podfa naroku 3, kde sU tri zasadité aminokyseliny v kationovom
mieste 40’s slucky substituované alaninom, serinom, treoninom, prolinom alebo

glycinom.

5. Pouzitie podfa naroku 1, kde chemokinovym mutantom je mutovany
RANTES so sekvenciou €. 3.

6. Pouzitie podla naroku 1, kde chemokinovym mutantom je RANTES

mutant so sekvenciou €. 2.

7. Pouzitie podfa naroku 1, kde chemokinovym mutantom je MIP-1a. mutant

so sekvenciou €. 4.

8. Pouzitie podla naroku 1, kde chemokinovym mutantom je MIP-13 mutant

so sekvenciou €. 5.
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9. Farmaceuticky prostriedok na pouZitie podra narokov 1 az 8,vyznadu-
juci sa tym, Ze obsahuje ako uginni zlozku CC chemokinovy mutant, ktory
obsahuje aspoil dve mutacie v katiénovom mieste 40’s sluéky, ako je zndzornené
na obrazku 1, a ktory ma v porovnani so §tandardnym typom molekuly zniZenu
GAG-viazucu aktivitu, spolu s farmaceuticky prijatelnym nosi¢om.

10. Skrateny a mutovany humanny RANTES, ktory ma aminokyselinovd
sekvenciu uvedenu ako sekv. €. 2.

11. DNA molekula zahifiajlica DNA sekvencie kédujtce skrateny a mutovany
RANTES podla naroku 10.

12. Expresny vektor, ktory obsahuje DNA molekulu podla ‘néroku 10.
13. Hostitelska bunka obsahujuca expresny vektor podfa naroku 12.

14. Rekombinantny spésob pripravy polypeptidu podfa naroku 10,
vyznacujlci sa tym, Ze zahfiia kultivovanie buniek podra naroku 13 v
prislusnom kultivatnom médiu.
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