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jeho analogy a pouziti

Oblast techniky

Vynalez obecné popisuje biologické aktivity interleukinu 6
(IL-6), které zavisi na agonistickém pasobeni rozpustného
receptoru IL-6 (sIl-6R). Vynalez popisuje nové chimérové
proteiny sIL-6R/IL-6 konstruované =z fuze podstatné& piirozené
se vyskytujici formy sIL-6R a IL-6 a Jjejich Dbiologicky
aktivnich analogl, které jsou zvlaste pouZitelné v piipadé
1écby zhoubného bujeni prostfednictvim inhibice rastu
karcinogennich bunék, transplantace kostni drené&, lécby poruch

jater a jinych stavid, které souvisi s IL-6.

Dosavadni stav techniky

Interleukin 6 (IL-6) Jje dobfe znadmy cytokin, Jjehoz
biologické aktivity zprostredkovava membranovy receptorovy
systém, ktery obsahuje dva rizné proteiny. Jeden se nazyva IL-
6 Receptor (IL-6R nebo gp80) a druhy Jje gp 130 (Hirano T,
Matsuda T and Nakajima K. Signal transduction through gpl30
that 1is shraed among the receptors for the interleukin 6
related cytokine subfamily. Stem Cells, 12: 262-277, 1994).
Rozpustné formy IL-6R (sIL-6R) odpovidajici extraceluldrni
oblasti gp80 jsou pfirozené produkty lidského té&la a vyskytuji
se jako glykoproteiny v krvi a v mo¢i (Novick D, Englemann H,
Wallach D, Leitner O, Revel M and Rubinstein M. Purification
of soluble cytokine receptors from normal urine by ligand-
affinity and immunoaffinity chromatography. J. Chromatogr.,
510:331-337, 1990; Novick D, Shulman LM, Chen L and Revel M.
Enhancement of interleukin-6 cytostatic effact on human breast
carcinoma cells by soluble IL-6 receptor from urine and
reversion by monoclonal antibodies. Cytokine, 4:6-11, 1992).

Vyjimeénou vlastnosti molekul sIL-6R je, Ze plisobi Jjako silné
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agonisty IL-6 u mnoha typu bunék. Uvedené bufiky zahrnuji
lidské buRky (Taga T, Hibi M, Hirata Y, Yamasaki K, Yasukawa
K, Matsuda T, Hirano T and Kishimoto T. Interleukin-6 triggers
the association of its receptor with a possible signal
transducer gpl30. Cell, 58: 573-581, 1989; Novick D, Shulman
M, Chen L and Revel M. Enhancement of interleukin-6
cytostatic effact on human breast carcinoma cells by soluble
IL-6 receptor from urine and reversion by monoclonal
antibodies. Cytokine, 4:6-11, 1992). To zpusobuje skutecnost,
e dokonce bez intracytoplazmatické oblasti gp80, IJe sIL-6R
stale schopna spustit dimerizaci gpl30, jako odezvu na IL-6,
ktery naopak zprostfedkovava podstatny transdukZni signal
specificky pro IL-6 a biologické U¢inky (Murakami H, Hibi M,
Nakagawa N, Nagakawa T, Yasukawa K, Yamashi K, Taga T and
Kishimoto T. 1IL-6 induced homodimerization of gpl30 and
asociated activation of a tyrosine kinase. Science, 260: 1808~
1810, 1993). Komplex aktivniho receptoru IL-6 ve skutecnosti
vykazuje hexamérovou strukturu, kterou tvori dva fetézce
gpl30, dva IL-6R a dva ligandy IL-6 (Ward L. D, Howlett G. J,
Discolo G, Yasakawa K, Hammacher A, Moritz R. L and Simpson R.
J. High affinity interleukin-6 receptor is a hexameric complex
consisting of two molecules each of interleukin-6,
interleukin-6 receptor and gpl30. J. Biol. Chem., 269: 23286-
23289, 1994; Paonessa G, Graziana R, DeSerio A, Savino R,
Caipponi L, Lahmm A, Salvati A. L, Toniatti C and Ciliberto G.
Two distinct and independent sites on IL-6 trigger gpl30 dimer
formation and signalling. EMBO J., 14: 1942-1951, 1995). SIL-
6R ma& dva typy interakce s gpl30, pfi&emZ obé& uvedené
interakce jsou podstatné pfi biologické aktivité specifickeé
pro IL-6 (Halimi H, Eisenstein M, Oh J, Revel M and Chenath J.
Epitop peptides from interleukin-6 receptor which inhibit the
growth of human myeloma cells. Eur. Cytokine Netw., 6: 135-
143, 1995).
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Lécba sIL-6R vede k zesileni biologické aktivity IL-6 u
mnoha typt bunék. P¥ikladem jsou nadorové bufiky, jejichZ rust
IL-6 inhibuje silné&ji v pripadé, Ze se pfidd sIL-6R. Prikladem
uvedenych néadorovych bunék jsou my3i myeloleukémické bunky M1
(Taga T, Hibi M, Hirata Y, Yamasaki K, Yasukawa K, Matsuda T,
Hirano T and Kishimoto T. Interleukin-6  triggers the
association of its receptor with a possible signal transducer
gpl30. Cell, 58: 573-581, 1989), lidské bunky T47D karcinomu
prsu (Novick D, Shulman LM, Chen L and Revel M. Enhancement of
interleukin-6 cytostatic effact on human breast carcinoma
cells by soluble IL-6 receptor from urine and reversion by
monoclonal antibodies. Cytokine, 4:6-11, 1992) nebo lidské
bufiky karcinomu plic (buiky ,Non-small“) (Ganapathi M. K,
Weizr A. K, Borsellino S, Bukowski R. M, Ganapathi S, Rice T,
Casey G and Kawamura K. Resistance to Interleukin-6 in human
. Non-small cell lung carcinoma cell 1lines: Role of receptor
components. Cell Growth and Differentiation, 7: 923-929,
1996). IL-6 vykazuje aktivity proti tvorbé& mestéz in Vivo
(Katz A, Shulman L. M, Porgador A, Revel M, Feldman M and
Eisenbach L. Abrogation of B16 malanoma metastases by long-
term low-dose Interleukin-6 therapy. J. Immunother. 13: 98-
109, 1993), sIL-6R mOZe také zesilit ur¢ité protinadorove
ué¢inky IL-6 in vivo (Mackiewicz A, Wiznerowicz M, Roeb E,
Nowak J, Pawlowski T, Baumann H, Heinrich P and Rose-John S.
Interleukin-6-type cytokines and their receptors for gene
therapy of melanoma. Ann. New Yourk Acad. Sci., 762: 361-374,
1995). Daldi aktivita IL-6, k jejimuZz zesileni dojde pfidanim
sIL-6R, stimuluje hematopoietické kmenové bunky, aby
produkovaly vicerodové kolonie (Sui X, Tsuji K, Tanaka R,
Tajima S, Muraoka K, Ebihara Y, Ikebuchi K, Yasukawa K, Taga
T, Kishimoto T and Nakahata T. Gpl30 and c-kit signalings
synergize for ex vivo expansion of human promitive hemopoietic
progenitor cells. Proc. Natl.Acad. Sci. USA 92: 2859-2863,

1995). Také se pozorovalo, Ze sIL-6R a kombinace IL-6
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podporuje pteziti primarnich kultur mozkovych oligodendrocytu
(Oh J-W. Expression of recombinant soluble human interleukin-6
receptors and analysis of their functions. Ph.D Thesis
Weizmann Institute of Science (Revel M, supervisor), 1997),
zatimco samotny IL-6 je v takovych kulturdch pouze velmi malo
aktivni (Kahn M. A and De Vellis J. Regulation of an
oligodendrocyte progenitor cell 1line by the interleukin-6
family of cytokines. Glia, 12: 87-98, 1994). Toto =zjisténi
ukazuje, e IL-6, JsetliZe se kombinuje s sIL-6R, mlZe
napodobovat aktivitu Jjinych neurotrofnich cytokind, Jjako Je
cilidrni neurotropicky faktor (CNTF) nebo faktor inhibujici
leukemii (LIF), ktery také plUsobi prostfednictvim gpl30, jako
se také déje v pripadé IL-11 a onkostatinu M (Hirano T,
Matsuda T and Nakajima K. Signal transduction through gpl30
that 1is shraed among the receptors for the interleukin ©
related cytokine subfamily. Stem Cells, 12: 262-277, 1994).

Pri pokusu vytvorit molekulu, kterd mdZe kombinovat shora
uvedené funkce IL-6 a sIL-6R, se popisuje produkce fuzniho
proteinu mezi zkrdcenym segmentem sekvence lidského IL-6R a
IL-6 spojenych s linkerem, ktery Jje bohaty na glycin, Vv
rekombinanntich bunikdch kvasinek (Fischer M, Goldschmitt J,
Peschel C, Brakenhoff J. P. G, Kallen K-J, Wollmer A,
Grotzinger J and Rose-John S. A biocactive designer cytokine
for human hematopoietic progenitor cell expansion. Nature
Biotechnology 15: 142-145, 1997). Tento fuzni protein zahrnuje
v podstaté pouze N-oblast receptoru cytokinu IL-6R a C-oblast
receétoru cytokinu a tak mu chybi v podstaté& cela oblast
podobna imunoglobulinu (Ig) interlekinu IL-6R a pre-membranova
oblast receptoru (oblast mezi C-oblasti a trans-membréanovou
doménou) . To reprezentuje zkracenou formu sIL-6R. Tento
zkrédceny sIL-6R je ve fuznim proteinu spojen prostfednictvim
shora v textu uvedeného linkeru v podstaté s celou prirozenou
formou IL-6. Vedle chybéjicich &asti prirozeného sIL-6R, tento

fuzni protein produkovany v kvasinkdch nemd glykosylacni
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patern, ktery by mél, kdyby se produkoval v savéich bunkéach,
zv143té naptriklad v lidskych Dbunkdch. Ve skutecnosti tento
fuzni protein produkovany v kvasinkdch m& molekulovou hmotnost
pouze pribliZzné 57 000 na rozdil od fuzniho produktu, ktery
obsahuje v podstaté cely prirozeny sIL-6R a aminokyselinové
zbytky IL-6 a Jje v savCich (naptiklad v lidskych) bunkach
zcela glykosylovan. Jeho ocekavand molekulovd hmotnost je
pribliZné 85 000 (popisuje se dale v textu v prikladu 2).

Bé&Znéd zku3enost pri vyvoji rekombinantnich protein®, které
se mohou pouzit pri 1é¢&bé lidskych pacientd ukazala, Ze Jje
ddlezité, aby rekombinenti proteiny zustaly co nejvice podobné
jejich prirozenym formam, které se nachdzeji v lidském téle.
Divodem je zabranit vyvoji protildtek a Jjinym vedlejsim
u¢inklm, které je mozZné pozorovat pfi pouZiti nepfirozenych
rekombinantnich produktd. Z tohoto ddavodu Jje vyhodné pfi
produkci glykosylovanych proteind, jako Jje interferon-f nebo
faktor stimulujici kolonie granulocytd (Chernajovsky Y, Mory
Y, Chen L, Merks Z, Novick D, Rubinstein and Revel M.

Efficient constitutive production of hman fibroblast

interferon by hamster cells transformed with the IFN-f1 gene
fused to an 35V40 early promotor. DNA, 3: 297-308, 1984), které
jsou svou chemickou formou co nejvice podobné prirozenému
lidskému produktu, pouZit rekombinantni savii bunééné systémy.
Bakterie nebo mikroorganizmy, Jjako Jsou naptriklad kvasinky,
kde nedochéazi ke spravné glykosylaci, také zpusobuji nespravné
svinutl proteinovych fetézcl, coZ vede k imunogenni reakci. To
zvlasté daleZzité s ohledem na IL-6, JjehoZ molekula se silné
upravuje postranslacné N- a O-glykosylaci, stejné jako
fosforylaci (Revel M. Host defence against infections and
inflamentations: Role of the multifunctional IL-6/IFN-B2
cytokine. Experientia 45: 549-557, 1989) a s ohledem na
pfirozeny sIL-6R z lidské krve a moce, kterym je glykoprotein,
jehoZ aminokyseliny N-konce a C-konce jsou konstantni a jsou

znamé (Novick D, Englemann H, Wallach D, Leitner O, Revel M
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and Rubinstein M. Purification of soluble cytokine receptors
from normal wurine by ligand-affinity and immunocaffinity
chromatography. J. Chromatogr., 510:331-337, 1990; a patent ¢.
US 5,216,128 a odpovidajici EP 413908 Bl).

Proto se zda, Ze shora uvedeny fuzni produkt mezi c&asti
sIL-6R a IL-6 m& tfadu nevyhod =zvlasté s ohledem na Jjeho
pouziti pri 1écbé 1lidi. To je =zplUsobeno skutecnosti, Ze mu
chybli ¢&é&st sIL-6R a Ze pfi jeho produkci v kvasinkach, mlGze
dojit k nespréavné glykosylaci proteinu.

Proto fuzni molekula obsahujici sIL-6R, ktery se nachéazi
v lidskych télnich tekutinach, a IL-6, ktery produkuji lidské
nebo jiné savci bunky, neni popséana.

Cilem vynalezu je proto vytvofrit takovou fuzni molekulu,
kterda obsahuje pfirozeny sIL-6R a prirczeny IL-6 (v libovolném
poradi) a kterda vznika v savcich bunkéach.

Dale vynédlez popisuje pouZiti fuzniho proteinu (chimery
SIL-6R/IL-6) k inhibici rustu silné metastdzujicich bunék
melanomu pfi velmi nizké koncentraci. Tyto bunky Jjsou
rezistentni vaéi IL-6 a samotnému sIL-6R.

Dale vyndlez popisuje pouzZiti takového fuzniho proteinu
(chimera sIL-6R/IL-6) k in vivo Stépim lidskych
hematopoietickych kmenovych bunék pri =zpuasobech transplantace
kostni dfené.

Ddle vynédlez popisuje pouzZiti takového fézniho proteinu
pri dalSich poruchédch spojenych s IL-6, Jjako Jje napfiklad
poSkozeni jater nebo neurologické poruchy.

Ddle wvynalez popisuje farmaceutické kompozice, které
obsahuji shora uvedeny pfirozeny flzni protein sIL-6R-
pfirozeny IL-6 (chimera sIL-6R/IL-6) pf¥i 1é¢b& zhoubného
bujeni, pfi transplantaci kostni dfené a p¥i Jjinych poruchach
spojenych s IL-6. Jsou to napriklad ©poruchy Jater a

neurologické poruchy.
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Podstata vynéalezu

V souladu s vynalezem se pfipravilo velké mnoZstvi fuznich
proteind (chimery), kdy kaZdy protein obsahuje v podstaté
vSechny prirozené se vyskytujici sIL-6R 2z lidskych té&lnich
tekutin a v podstaté vSechny pfirozené formy prirozené se
vyskytujicich 1lidskych IL-6. Tyto fragmenty Jsou spojeny
kratkymi linkerovymi peptidy, které mohou tvofit pouze 3 a
nebo vice aminokyselinovych zbytku (napriklad 13
aminokyselinovych zbytkd) (popisuje se v prikladech 1 a 2).
Mélo by se v3ak poznamenat, Ze v téchto fuznich proteinech se
mohou linkerové peptidy opomencut a &ast sIL-6R se miZe pfrimo
spojit s casti IL-6. Protoze linkery reprezentujici
neprirozené aminokyselinové sekvence mohou byt imunogenni
epitopy vyvolavajici u pacientl protildtky, upfednostiiuje se
pouzit pfimo fizovanou chimeru sIL-6R/IL-6, ktera ma
pozZadovanou biologickou aktivitu a minimalizuje se nebezpeci
vytvoreni potencionalné nebezpeénych protildtek v pripade
aplikace uvedené chiméry.

Za ucCelem redukce potenciondlni imunogenicity chimérového
proteinového produktu je také dialezZitd konzervace <celé
sekvence sIL-6R zahrnujici oblast podobné Ig, jak se nachazi
v prirozené se vyskytujici molekule, stejné& Jjako spravna
glykosylace a jiné post-translacni modifikace zavedené
lidskymi nebo sav&im bunkami v pfripadé, Ze uvedend chiméra se
v takovych bunkach tvori.

Ve spojovacim misté mezi ¢asti sIL-6R a IL-6 chimérového
proteinu je v3ak moZné pouzit velmi kradtky linker o délce
pfibliZné 3 aminokyselin. Tak kratky linker nebude plsobit
jako imunogenni epitop. Je také moZné pro spojeni obou céasti
pouzit dels$i linkery, aZ o délce 30 aminokyselin, ale v tomto
pripadé je nutné zarulit bezpednost a biologickou ucinnost,
aby ze zjistilo, Ze chimérové molekuly nejsou imunogenni.

Ve skutecCnosti se prekvapivé ukazalo, zZe Vv souladu

s vyndlezem takové dlouhé 1linkery nejsou podstatné pro
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aktivitu chimérového proteinu, coZ ukazuje, Ze spravné svinuti
chiméry nevyZaduje del3i 1linker, zvla3té kdyZz v podstaté
vSechny prirozené se vyskytujici sekvence ¢asti sIL-6R a IL-6
jsou zacClenény do chimérové molekuly (popisuje se napfiklad
v prikladu 3 a na obrazku &. 5, které porovnavaji chiméru sIL-
6R/IL-6 vykazujici velmi kratky 1linker (3 aminokyseliny) a
podobnou chiméru s delsSim linkerem obsahujicim 30
aminokyselin) .

Tyto fuzni proteiny nebo chiméry sIL-6R/IL-6 se ucinné
produkuiji v souladu s vynalezem v savcich bunécénych
expresivnich systémech =za vzniku glykosylovanych produktt,
které maji potenciondlni aktivitu na nadorové butky, jenz
obvykle nejsou citlivé na IL-6 nebo samotny sIL-6R. Tyto
proteiny zarucujili uspéch pfi Stépech transplantovanych bunék
lidské kostni dfené (popisuje se déle v textu v prikladech 1
az 4). Ve skutec¢nosti v takovych transplantdtech kostni dfené
jsou chiméry sIL-6R/IL-6 podstatné pro prfeziti a proliferaci
transplantovanych nedeterminovanych pluripotenciondlnich
hematopoietickych kmenovych bunék. Z experimentalnich vysledkl
a dalsich analyz vyplyva, Ze se mohou pfipravit rtzné analogy
chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 podle vyndlezu, které maji
v podstaté stejnou biologickou aktivitu chiméry sIL-6R/IL-6.
Tyto analogy Jjsou chiméry sIL-6R/IL-6, ve kterych se
deletoval, prfidal nebo substituoval jeden nebo vice
aminokyselinovych =zbytku. Existuje omezeni takovych analogt,
musi obsahovat veétSinu pfirozené se vyskytujici sekvence sIL-
6R a IL-6. Napriklad adice aminokyselin k sekvencim pfirozené
se vyskytujicich sIL-6R a IL-6 Jjsou prednostné omezeny na
pribliZné 20 aminokyselin. Prednostné tyto adice probihaji
v misté spojeni mezi sIL-6R a IL-6, to je v misté linkeru.
Podobné delece sekvenci sIL-6R a IL-6 se pfednostné& omezuji na
20 az 30 aminokyselin. Substituce aminokyselinovych zbytkl
v sekvencich sIL-6R a IL-6 Jinymi aminokyselinovymi =zbytky

jsou prednostné omezeny na 20 az 30 aminokyselin. VSechny tyto
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dfive v textu zmifiované delece, adice a substituce Jsou
prijatelné v souladu s vynalezem, kdyZ takto ziskané analogy
exprimované v savcich bunfikdch si uchovavaji v podstaté stejnou
biologickou aktivitu jako chiméra sIL-6R/IL-6 obsahujici
v podstaté& prirozené se vyskytujici sekvence a maji v podstaté
stejny glykosylacni patern chiméry sloZeny z podstaté

pfirozené se vyskytujicich sekvenci.

Vynéalez popisuje chimérovy glykosylovany protein
rozpustného receptoru 1interleukinu-6 (sIL-6R) -interleukin-6
(IL-06) (sIL-6R/IL-6) a Jjeho Dbiologicky aktivni analogy.

Uvedeny protein a Jjeho analogy obsahuji fuzni proteinovy
produkt mezi v podstaté& celou pfrirozené se vyskytujici formou
sIL-6R a v podstaté celou prirozené se vyskytujici formou IL-
6. Uvedeny sIL-6R/IL-6 a jeho analogy se glykosyluji stejnym
zpisobem jako probihd glykosylace pfirozené se vyskytujiciho
sIL-6R a IL-6.

Provedeni shora v textu uvedeného chimérového proteinu
podle vyndlezu zahrnuje:

(i) Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky

aktivni analogy, kde uvedeny sIL-6R se fuzuje

s IL-6 prostfednictvim molekuly peptidového
linkeru.
(i1) Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho biologicky

aktivni analogy, jako v odstavci (i), kde uvedeny
linker je velmi kratky a neni imunogenni a je
tvofen 3 aZ 4 aminokyselinovymi zbytky.

(iidi) Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho biologicky
aktivni analogy, jako v odstavci (ii), kde uvedeny
linker je tripeptid sekvence E-F-M (Glu-Phe-Met).

(iv) Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho biologicky
aktivni analogy, jako v odstavci (i), kde uvedeny
linker Jje peptid tvofeny 13 aminokyselinovymi

zbytky se sekvenci E-F-G-A-G-L-V-L-G-G-Q-F-M
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(Glu—Phe—Gly—Ala—Gly—Leu—Val—Leu-Gly—Gly—Gln—Phe—
Met) (SEQ ID NO: 1).

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6, ktery se oznaCil
SsTL-6R&Val/IL-6 a vykazuje tripeptidovy linker se
sekvenci E-F-M mezi C-terminalni Val-356 sIL-6R a
N-termindlni Pro-29 I1-6. Uvedeny chimérovy
protein ma sekvenci uvedenou na obrazku <. 3.
Chimérovy protein sIL-6R/IL-6, ktery se oznacil
SsIL-6RSVal/L/IL-6 a vykazuje peptidovy linker
v délce 13 aminokyselin se sekvencl E-F-G-A-G-L-V-
L-G-G-QO-F-M mezi C-terminalni Val-356 sIL-6R a N-
termindlni Pro-29 IL-6. Uvedeny chimérovy protein
mid sekvenci uvedenou na obrazku Cc. 3, kde
tripeptid sekvence E-F-M mezi pozicemi 357-359
zobrazeny na obrazku &. 3 Je nahrazen peptidovou
sekvenci uvedenych 13 aminokyselin.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6, kde uvedeny protein
se produkuje v savcich pufikach ve zcela zpracovaneé
forme.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6, kde uvedeny protein
se produkuje v lidskych bunkéach.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6, kde uvedeny protein
se produkuje v bunkach CHO.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho Dbiologicky
aktivni analogy, jak se uvadi shora v textu, kde
uvedeny chimérovy protein a analogy se
charakterizuji tim, Ze Jjsou schopny inhibovat rust
vysoce malignich rakovinovych bunék.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky
aktivni analogy, jak se uvadi shora v textu, kde
uvedeny chimérovy protein a analogy se
charakterizuji tim, Ze Jjsou schopny inhibovat rust

bunék vysoce maligniho melanomu.
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(xii) Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky
aktivni analogy, Jjak se uvadi shora Vv textu, kde
uvedeny chimérovy protein a analogy se
charakterizuji tim, Ze Jsou schopny umoznit In
vivo &tépy lidskych hematopoietickych bunék pri
transplantaci kostni dfene.

(xiii) Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho biologicky
aktivni analogy, Jak se uvadi shora v textu, kde
uvedeny chimérovy protein a analogy se
charakterizuji tim, Ze Jjsou schopny chranit jatra
proti pusobeni hepatoxickych &inidel.

Vyndlez dale popisuje sekvenci DNA k6dujici chimérovy
protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho biologicky aktivni analogy, jak se
popisuje shora v textu.

Vynadlez dale popisuje vektor DNA obsahujici sekvenci DNA
kédujici chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho Dbiologicky
aktivni analogy podle vynalezu, jak se popisuje shora v textu.
Uvedeny vektor Je vhodny pro expresi uvedeného chimérového
proteinu v savcich bunkach.

provedeni vektoru DNA podle vynalezu zahrnuje:

(1) vektor DNA, ktery je vhodny pro expresi uvedeného
chimérového proteinu v lidskych bunikach.

(ii) Vektor DNA, ktery se exprimuje V sav¢ich nebo
lidskych bunkach, pricemz exprimovany chimérovy
protein ma sekvenci, ktera umozZiuje plné
zpracovani chiméroveého proteinu sav&i nebo lidskou
pufikou a vylu&ovani zcela upraveného proteinu
- bundk do kultivaéniho média, ve kterém se
uvedené buniky kultivuji.

(iii) Vektor DNA, jak se popisuje shora v textu oznaleny
jako plazmid pCDNASIL-6R/IL-6 obsahujicl vektor
pcDNA3, jenz zahrnuje DNA sekvenci kdédujici
chimérovy protein sIL-6R/IL-6, ktery ridi

cytomegalovirovy promotor (CMV).
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(iv) Vektor DNA, jak se popisuje shora v textu oznaceny
jako plazmid sIL-6R/L/IL-6 obsahujici  vektor
pcDNA3, ktery zahrnuje sekvenci DNA kédujici
chimérovy protein sIL-6R/IL-6, jenz Je fizen
cytomegalovirovym promotorem (CMV) a kde uvedena
sekvence DNA kédujici uvedeny chimérovy protein
sIL-6R/IL-6 se zaclenila do linkerové sekvence
kédujici linkerovy peptid v restrik&nim misté
EcoRI umistdném mezi sekvenci koédujici c4st sIL-6R
a sekvenci koédujici &ast IL-6 proteinu.

Podobn& vynalez popisuje transformované savii bunky
obsahujici vektor DNA, jak se popisuje shora v textu, ktery Jje
schopen exprimovat sekvenci chimérového proteinu sIL-6R/IL-6,
kterou nese uvedeny vektor, a upravy exprimovaného proteinu a
jeho vylucovani do kultiva&niho média, ve kterém se uvedené
buiky kultivuji.

V provedeni téchto transformovanych bunék podle vynélezu
se popisuji lidské embryondlni buniky ledvin 293 (HEK293)
transfekované vektorem pcDNA SsIL-6R/IL-6. Uvedené buniky Jjsou
schopny exprimovat chimérovy protein sIL-6R/IL-6, zcela
upravit uvedeny protein a vylucovat ho do kultiva&niho média,
ve kterém se uvedené bunky kultivuji. Uvedeny protein je ve
formé& glykoproteinu o velikosti 85 000.

V jiném provedeni transformovanych bunék podle vyndlezu se
popisuji  bunky  CHO (bunky  vajeénikl  Cinskych kfeckd)
transfekované vektorem pcDNA SIL-6R/IL-6. Uvedené bufky Jjsou
schopny exprimovat chimérovy protein v cela upravené formé do
kultivacniho média, kde bunky rostou. Protein se vyskytuje ve
formé& glykoproteinu o pfibliZné velikosti 85 000.

Vyndlez dale popisuje zpusob produkce chimérového proteinu
nebo jeho biologicky aktivnich analogt, jak se popisuje shora
v textu, ktery zahrnuje kultivaci dfive v textu popsanych
transformovanych bunék za podminek vhodnych pro expresi,

Gpravu a vylucovani uvedeného proteinu nebo analogt do
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kultivadniho média, ve kterém uvedené bunky rostou a <&isténi
uvedeného proteinu nebo analoga z uvedeného kultivaéniho média
-imunoafinitni chromatografii za pouziti monoklon&lnich
protilatek specifickych pro sIL-6R.

Chimérovy protein podle vynéalezu ma radu pouZiti, ktera

zahrnuji:

(1) Pouriti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 nebo jeho
analogt nebo Jjejich soli a jejich smési, Jako
inhibitoru rakovinovych bunék.

(1i) Pouziti, jak se popisuje Vv odst. (1) shora
v textu, Jjako inhibitoru bunék siln& maligniho
melanomu.

(1i1) Pousiti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 nebo jeho
analogli nebo jejich soll a jejich smési, Jjako
aktivnil slozky umoziujici Step lidskych
krvetvornych bunék pfi transplantaci kostni dfené.

(iv) Pousiti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 nebo jeho

analogli nebo jejich soli a jejich smési, Jjako
aktivni sloZky pfi =zesileni krvetvorby pri 1écbeé
hepatickych a neurologickych poruch nebo prfi
jinych aplikacich, kdy se pouzivajl IL-6 nebo sIL-

6R.
podobné se chimérovy protein podle vynalezu miZe pouzZit
pri ptiprave medikamentd vhodnych pro fadu medicinskych
indikacich. Jmenovité se chimérovy protein sIL-6R/IL-6 nebo
jeho ananlogy, jejich sole nebo jejich smési mohou pouzit pfi
pripravé medikamentd vhodnych pro 1lécbu zhoubného bujeni
zpusobem inhibice rakovinovych bunék nebo pri piiprave
medikamentu vhodného pro zlepSeni transplantace kostni dfené
zpisobem umoZfiujicim stép lidskych krvetvornych bunék pfi
transplantaci kostni dfené nebo pri pripravé medikamentu
vhodného pro zesileni krvetvorby nebo pro lécbu neurologickych
poruch nebo pro aplikaci, tam kde se pouzije IL-6 nebo sIL-

6R.
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vVynadlez dale popisuje farmaceutickou kompozici obsahujici
jako aktivni sloZku chimérovy protein sIL-6R/IL-6 nebo jeho
analog, jak se popisuje shora Vv textu, a farmaceuticky
prijatelny nosi&, fedidlo a ekcipient.

provedeni této farmaceutické kompozice podle vynalezu

zahrnuje:
(1) Farmaceutickou kompozici vhodnou pro 1éc¢bu
zhoubného bujeni u savcu.
(ii) Farmaceutickou kompozici  vhodnou pro zlepseni
transplantace kostni dfene.
(iii) Farmaceutickou kompozici pro 1é&bu poruch jater a

neurologickych poruch nebo po zesileni krvetvorby
nebo pro jiné aplikace, pri kterych se pouziva IL-
6 nebo sIL-6R

Vynadlez dale popisuje zplisob 1é¢by zhoubného bujeni u
saved nebo zlep3eni transplantace kostni dfené& nebo lécby
jaternich a neurologickych poruch nebo zesileni krvetvorby
nebo jiné aplikace, pfi kterych se pouZzivd IL-6 nebo SIL-6R.
Tyto aplikace zahrnuji aplikaci pacientovi farmaceutické
kompozice, jak se popisuje shora v textu, ve vhodné davkove
formé& a vhodnym zplsobemn.

Aby se prede$lo pochybnostem, vynalez popisuje chiméru
mezi IL-6 a sIL-6R v libovolném pofadi. To znamend, ze poradi
N-terminalni a C-termindlni ¢asti se muZe obratit a chimérou
je pak protein IL-6-sIL-6R, alkoli se zde oznacuje Jjako

protein sIL-6R/IL-6.

Vynalez popisuje chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho
biologicky aktivni analogy, které v podstaté majl vsechny
ptirozene se vyskytujici formy sIL-6R a v podstaté vsechny
pfirozené se vyskytujici formy IL-6 fizované dohromady. Fuze
probih& prostfednictvim linkerového peptidu, jehoZ délku mohou
tvorit pouze 3 aminokyseliny. Chimérovy protein a Jjeho analogy

maji podobné mnoistvi a patern glykosylace, jako ptirozené se
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vyskytujici sIL-6R a IL-6. Zjistilo se, e takovy chimérovy
protein sIL-6R/IL-6 produkovany v souladu s vynalezem
v sav&ich bunkéach, zvlasté pak v lidskych bunkéch (popisuje se
v pfikladech 1 aZ 4 dale v textu) nebo v pufikdch CHO (popisuje
se v prikladu 6 dale v textu) se u&inné exprimuje v uvedenych
pufikdch, Jje vysoce glykosylovan a vykazuje potenciondlni
aktivitu na nadorové butiky, které nevykazuji odezvu na zadny
ze samotnych IL-6 nebo sIL-6R.

V souladu s vynalezem se pozorovalo (popisuje se
v pfikladu 3 dale v textu), 5e drive zmifiovany chimérovy
protein sIL-6R/IL-6 podle vynalezu zplsobuje zablokovani rustu
vysoce malignich sav&ich bunék, jako Jsou bufiky melanomu F10.9
v koncentracich, které jsou niZsi, neZ jsou koncentrace nutné
v pripadé&, kdy se pouZiva smés nefuzovanych sIL-6R a IL-6. To
je zvlasté podstatny vysledek s ohledem na skutednost, Ze
puiky melanomu F10.9 nepfestavaji v normélnim pfripadé rust,
kdy? se aplikuji odd&lené& pouze IL-6 a sIL-6R. K zablokovani
jejich rustu dojde pouze, kdy? se vystavi relativné vysokym
davkam kombinace nefuzovaného IL-6 a sIL-06R.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle vynalezu je prekvapivé
siln&jsi inhibitor teéchto bunék maligniho melanomu, ne? smés
jeho oddélenych c&asti. To znamena sm&s nefuzovaného sIL-6R a
IL-6. Chimérovy protein podle vynalezu je zv1a3té& moziné
pouzit, jako aktivni slozZku lécby raznych druh@t zhoubného
bujeni.

Vy35i aktivitu chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 zpusobuje
vy53i aktivita gpl30 ve srovnani se smési nefuzovaného IL-6 a
sIL-6R (popisuje se v pfikladu 7).

Dale se také zjistilo v souladu s vynalezem (popisuje se
v prikladu 4 dale v textu), e chimérova molekula sIL-6R/IL-6
podle vynalezu je zvlaste pouzitelna pri zlepsSeni
transplantace kostni dfené. Pouriti znamého protokolu pro
provedeni Stépu lidskych bunék kostni drfené u tézce

imunodefictinich my3i (SCID), kde faktor kmenovych bunék (SCF)
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a Flt3-ligand se pouZiva pro umoznéni prezZzitli a pomnozeni
nejprimitivné&jsich pluripotencialnich krvetvornych kmenovych
bunék, umozfiuje dlouho pfetrvajici Stép kostni dfené&. Zjistilo
se, Ze tyto dva faktory SCEF a Flt3-ligand nejsou dostatecné,
aby vyvolaly 3Stép lidskych buné&k do kostni drend& recipientnich
mys$i a Ze pouze po pfidani chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 jJe
tép uspésny. Toto zjisténi indikuje, zZe chimérovy protein
maze byt podstatny pri provedeni takovych protokold pro
zavadéni &tépu. Ve stejnych experimentech, kdyz se ptidaly
oddé&lené& nefuzovany IL-6 a sIL-6R, se zjistilo, Ze nejsou
dostate&né pro uspesnou transplantaci kostni dfené a kdyZz se
pfidaly spoleéné&, Jsou daleko méné& aktivni ve srovnani
s chimérovym proteinem sIL-6R/IL-6. To znamend, Ze chimérovy
protein sIL-6R/IL-6 Vv koncentraci 100 ng/ml zarucil uspésnou
transplantaci kostni dfeng, zatimco dvé oddélené nefuzované
tasti sIL-6R a IL-6 v pripadé, Ze se pridaly spolecné
v dokonce ve vy33i koncentraci (koncentrace sIL-6R je
v rozmezi 125 az 1259 ng/ml, koncentrace I1L-6 je v rozmezi 50
az 200 ng/ml) jsou méné aktivni pfi prib&hu uvedené
transplantace.

Shora uvedeny chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle vynalezu
je pfrednostne rekombinantni glykosylovand chiméra sIL-6R/IL-6
produkovana v lidskych bufikdch nebo v libovolném jiném savcim
bundéném expresivnim systému, Jako Jjsou punky ktecku CHO,
které Jjsou schopny glykosylovat proteiny, Jjak to provadéji
lidské bufiky a které také provadéji stejné post-translacni
modifikace. DileZitou charakteristikou je, Ze takto
produkovany chimérovy glykoprotein se zpracovava a upravuje
stejnym zpusobem, Jjako Jje tomu u pr¥irozenych molekul sIL-6R a
IL-6, které se nachédzeji v lidském t&le, ani% dochéazi ke
zkraceni a k pridéni dalsich nepfirozenych polypeptidovych
sekvenci. Vyjimku tvofi za&lenéni velmi kratkého tripeptidu
nebo deldiho linkerového peptidu mezi casti sIL-6R a IL-6

chimérového proteinu.
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Aby se pripravil shora uvedeny preferovany chimérovy
protein podle vynalezu, zvazuji se nasledujicl rysy ptirozeneé
se vyskytujicich sIL-6R a IL-6:

Je Znamo, Ze IL-6R pPitomny v lidskych bunécnych
membranédch se produkuje pomoci cDNA kédujici 468 aminokyselin,
ktera obsahuje signélni peptid, oblast podobnou
imunoglobulinu, oblast vadzajici cytokin, trans-membranovou
oblast a cytoplazmatickou doménu (Yamasaki K, Taga T, Hirata
Y, Yawata H, Kawanishi Y, Seed B, Taniguchi T, Hirano T and
Kishimoto T. Cloning and expression of the human Interleukin-6
(BSF-2/Interferon beta-2) receptor. Science, 241: 825-828,
1988). Rozpustnd forma sIL-6R se nasla v té&lnich tekutinach,
které maji, podobné Jjako zraly IL-6R z membran, N-konec
odpovidajici Leu-20 (Novick D, Englemann H, Wallach D, Leitner
0, Revel M and Rubinstein M. Purification of soluble cytokine
receptors from normal urine by ligand-affinity and
immunoaffinity chromatography. J. Chromatogr., 510:331-337,
1990) a C-konec odpovidajici Val-359 pravé pred trans-
membranovou oblasti IL-6R (US patent &. 5,216,128 a EP 413.908
B1). za udelem fuze sekvence sIL-6R s IL-6 se zavedlo za
polohu Val-356 restrikéni misto EcoRI. Sekvence IL-6
zatinajici v poloze Pro-29 cDNA IL-6 a kon&ici Met-212
(zilberstein A, Ruggieri R, Korn H. J and Revel M. Structure
and expression of cDNA and genes for human interferon-beta-2 a
distinct species inducible by growth-stimulatory cytokines.
EMBO J., 5: 2529-2537, 1986; Hirano T, Yasukawa K, Harada H,
Taga T, Watanabe Y, Matsuda T, Kashima S, Nakajima K, Koyama
K, Iwamatsu K, Tsunasawa S, Sakiyama F, Matsul H, Takahara Y,
Taniguchi T and Kishimoto T. Complementary DNA for a novel
interleukin (BSF-2) that induces B lymphocytes to produce
immunoglobulins. Nature, 234: 73-76, 1986) se zavedla tak, aby
nidsledovaly za timto restrikénim mistem EcoRI. V tomto
restrikénim mist& EcoRI se mize také nachazet, ale ne

nezbytn&, linkerovy peptid pozadované délky, ktery od sebe
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oddéluje v chimérovém proteinu &asti sIL-6R/IL-6. Jak se
popisuje v prikladech dale v textu, vytvofily se dva odlisné
chimérové proteiny, jako priklady mozZnych chimérovych
proteint. Jeden mé& tripeptidovy linker a druhy vykazuje linker
s 13 aminokyselinovymi zbytky Vv restrik&nim mist& EcoRI. Oba
proteiny jsou v podstaté stejné& biologicky aktivni.

Vynadlez také zahrnuje analogy shora uvedeného chimérového
proteinu sIL-6R/IL-6 podle vynalezu, jehoz analogy si
ponechévaji v podstateé stejnou biologickou aktivitu
chimérového proteinu, ktery ma v podstaté pouze pfirozené se
vyskytujici sekvence SIL-6R a IL-6. Takovym analogem muze byt
molekula s deleci 30 aminokyselinovych zbytkd, adici nebo
substituci Jinych zbytkl v &adstech  sIL-6R a/nebo  IL-6
chimérového proteinu. Takové upravy neméni podstatné
biologickou aktivitu analogu chimérového proteinu s ohledem na
samotny chimérovy protein a cast sIL-6R takovych analogl si
v podstat& ponechdvé pfirozené se vyskytujici strukturu (pfed
zpracovanim, popisuje se na obrazku &. 3) signalniho peptidu,
oblasti podobné Ig, N-oblasti cytokinového receptoru, C-
oblasti cytokinového receptor a receptorové pre-membranové
oblasti. Podobné& takové analogy chiméroveho proteinu by si
mé&ly v podstaté zachovat pfirozen& se vyskytujlci zralou formu
c4sti TIL-6. Razné analogy se mohou od sebe a od zakladni
molekuly chimérového proteinu (molekula obsahujici v podstaté
pouze pfirozené se vyskytujicl sekvence sIL-6R a IL-6) nejvice
1i8it v misté linkerového peptidu, ktery spojuje Zasti sIL-6R
a IL-6. Takovy linker miZe obsahovat az 30 aminokyselin a
slouz?i k odd&leni &asti sIL-6R a IL-6 Vv chimérovém proteinu.
Co se ty&e takového linkeru, je nutné peclivé vybrat Jeho
sekvenci (a také ©provést Dbiologické testy Ve vhodnych
standardnich testech s kazdym takovym analogem) tak, Ze
nedojde naptriklad k nespravnému svinutil chimérového proteinu,
ktery by nebyl aktivni, nebo nedojde ke vzniku analogu

chimérového proteinu, ktery Je imunogenni a vyvolava tak u
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pacienta, kterému se aplikuje, protildtky nebo nevznikne
analog, ktery by nebyl dostatedn& udéinny alespon Jjako
medikament s dlouhodobym nebo stfedné&dobym ucinkem.

Pokud jde o shora uvedené analogy chimérového protelnu
podle vynalezu, Jjsou to analogy, kde jeden nebo vice a az 30
aminokyselinovych zbytkd zdkladniho chimérového proteinu podle
vynédlezu se nahradi odlidnymi aminokyselinovymi zbytky nebo se
deletuji nebo Jjeden nebo vice aminokyselinovych zbytka se
prida k puavodni sekvenci chimérového proteinu podle vynalezu
(kterou tvori v podstaté pouze ptirozené se vyskytujici
sekvence sIL-6R a IL-6), aniz se podstatné zméni aktivita
vyslednych produktd ve srovnani se =zakladnim chimérovym
proteinem podle vynalezu. Tyto analogy se pEipravujl zndmou
syntézou a/nebo metodami mistné fizené mutageneze nebo
libovolnou jinou vhodnou znamou metodou.

Libovolny takovy analog ma prednostné sekvenci
aminokyselin dostatecné podobnou sekvenci zdkladni chiméry
sIL-6R/IL-6, aby vykazoval dostatecné podobnou aktivitu. Lze
stanovit, zda libovolny dany analog m& dostatedné stejnou
aktivitu, Jjako zakladni chimérovy protein podle vynalezu,
zplsoby rutinnich experimentl. V takovych experimentech se
analog vystavi testum biologické aktivity, které se popisujil
dale v textu v prikladech 2 aZ 4.

Analogy chimérového proteinu, které se mohou pouZit
v souladu s vynalezem, nebo nukleoveé kyseliny, kterée Je
kéduji, zahrnuji koneénou sadu dostate&né odpovidajicich
sekvenci, jako substituéni peptidy nebo polynukleotidy, které
miize odbornik bé&iné& ziskat, aniz musi provést experimenty, na
z4kladé zde prezentovanych informaci. Detailni popis chemie
proteinu a struktury se uvédi v publikaci Schulz, G. E. et
al., Principles od Protein Structure, Springer—Verlag, New
York, 1978 a Creighton, T. E., Proteins: Structure and
Molecular Properties, W. H. Freeman and Co., San Francisco,

1983. V publikaci Ausubel et al., paragraf A.1.1-A.1.24 a
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Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd,
Ed. (1989), Cold Spring Harbor, New Yourk v dodatku C a D.

Preferované zmény u analogu v souladu s vynalezem jsou ty,

které jsou znamy jako ,konzervativni™ substituce.
Konzervativni aminokyselinové substituce aminokyselin
v chimérovém proteinu, ktery m& v podstate prirozené se
vyskytujici  sekvence sIL-6R a IL-6, zahrnuji synonymni

aminokyseliny ve skuping, kterd vykazuje dostatelné podobné
fyzikdlné chemicke vlastnosti, pric¢emz substituce mezi <Cleny
skupiny zachova biologickou funkci molekuly (popisuje se
v publikaci Grantham, Science, Vol. 185, pp. 862-864 (1974)).
Je zrejmé, Ze sa&lendni a delece aminokyselin se maze také
provést do shora definovanych sekvenci, aniZ se zméni jejich
funkce, zv1asté jestliZe zallenéni nebo delece zahrnuje pouze

nékolik aminokyselin, napfiklad mené ne¥ 30, upfrednostiuje se

méne nez 10, pticemz se neodstrani nebo nenahradi
aminokyseliny, ktere jsou nepostradatelne pro funkéni
konformaci, napriklad cysteinové zbytky (popisuje se

v publikaci Anfinsen, ,Principles That Govern The Folding of
Protien Chains,“ Science, Vol. 181, pp. 223-230 (1973)).
Analogy produkované takovou deleci a/nebo inzerci vyplyvajil
z vynalezu.

pPfednostné&, skupiny synonymnich aminokyselin Jjsou ty
uvedené v tabulce I. Vice se upfednostiiujl skupiny synonymnich
aminokyselin uvedené v tabulce II a nejvice se upfednostnuji
skupiny synonymnich aminokyselin, které jsou definované

v tabulce III.

Tapulka &. 1: Preferované skupiny synonymnich aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, Gln, Lys, Glu, His

Leu Ile, Phe, Tyr, Met, Val, Leu
Pro Gly, Ala, Thr, Pro
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Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, Gln,
Thr

Ala Gly, Thr, Pro, Ala

Val Met, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val

Gly Ala, Thr, pro, Ser, Gly

Ile Met, Tyr, Phe, Val, Leu, Ile

Phe Trp, Met, Tyr, Ile, Val, Leu,
Phe

Tyr Trp, Met, Phe, Ile, Val, Leu,
Tyr

Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, Gln, Thr, Arg, His

Gln Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg,
Gln

Asn Gln, Asp, Ser, Asn

Lys Glu, Gln, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, Gln, His, Arg,
Glu

Met Phe, Ile, Val, Leu, Met

Trp Trp

Tabulka c. II: preferované skupiny synonymnich

aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina

Ser Ser

Arg Arg, Lys, His

Leu Ile, Phe, Met, Leu

Pro Ala, Pro

Thr Thr

Ala Pro, Ala

Val Met, Ile, Val

Gly Gly
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Ile Met, Phe, Val, Leu, Ile
Phe Met, Tyr, Ile, Leu, Phe
Tyr Phe, Tyr

Cys Ser, Cys

His Gln, Arg, His

Gln Glu, His, Gln

Asn Asp, Asn

Lys Arg, Lys

Asp Asn, Asp

Glu Gln, Glu

Met Phe, Ile, Val, Leu, Met
Trp Trp

Tabulka &. III: Nejvice preferované skupiny synonymnich
aminokyselin

Aminokyselina Synonymni skupina

Ser Ser

Arg Arg

Leu Ile, Met, Leu

Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

Val val

Gly Gly

Ile Met, Leu, Ile

Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Ser, Cys

His His

Gln Gln

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp
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Glu Glu
Met Ile, Leu, Met
Trp Met
Priklady produkce aminokyselinovych substituci

v proteinech, které se mohou pouzit za GCelem ziskéani analogu
chimérového proteinu podle vynalezu zahrnuji libovolné znamé
kroky metod, jak se popisuji v US patentu RE 33,653,
4,959,314, 4,588,585 a 4,737,462 ‘(Mark et al.), 5,116,943
(Koths et al.), 4,965,195 (Namen et al.), 4,879,111 (Chong et
al.) a 5,017,691 (Lee et al.) a lyzinem substituované proteiny
uvedené v US patentu C. 4,904,584 (Shaw et al.).

V jiném preferovaném provedeni vynadlezu m& libovolny
analog chimérového proteinu vhodny pro pouziti podle vynalezu
aminokyselinovou sekvenci v podstate odpovidajici
aminokyselinové sekvenci shora v textu uvedeného zakladniho
chimérového proteinu podle vynalezu. Termin ,v podstaté
odpovidajici™ zahrnuje analogy s minoritnimi zmé&nami sekvence
z4kladniho chimérového proteinu, které neovliviuji  jeho
s4kladni charakteristiky, 2zv143t& jeho schopnost inhibovat
proliferaci rakovinovych bun&k nebo podporovat transplantace
kostni dfend. Typ zmé&n, které v obecném pripadé spadaji do ,v
podstaté odpovidajici®, jsou ty, které vznikly béZnymi
metodami mutageneze DNA kédujici chimérovy protein podle
vyndlezu, coZ vede k né&kolika mélo minoritnim modifikacim a
k testovani poiédované aktivity zplsobem uvedenym shora
v textu.

Analogy podle vynalezu zahrnuji ty molekuly kédované
nukleovou kyselinou, Jjako je DNA nebo RNA, kterd hybridizuje
s DNA nebo RNA za prisnych podminek, kdéduje chimérovy protein
v souladu s vynalezem a ktera obsahuje Vv podstaté v3echny
pfirozend se vyskytujici sekvence k6dujici sIL-6R a IL-6.
Takovymi hybridizaénimi DNA nebo RNA mohou byt napfiklad ty

kédujici  stejny protein podle vynalezu, ktery vykazuje
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napfiklad sekvenci uvedenou na obrazku &. 3, ale kterd se 1isi
svou nukleotidovou sekvenci od pfirozené ziskané nukleotidové
sekvence schopnosti degenerovat geneticky koéd. To znamenéa, Ze
odlisnaé sekvence nukleové kyseliny mbZe stéale kdédovat stejnou
aminokyselinovou sekvenci, coZ zplisobuje tato degenerace.
Dadle, jak je uvedeno shora v textu, mnozstvi zmé&n aminokyselin
(delece, adice, substituce) se omezuje aZ na pfiblizZzné 30
aminokyselin tak, e dokonce s maximdlnim mnozZstvim zmén
analogy podle vyndlezu Dbudou ty, které si v podstaté
zachovavaji vedouci sekvenci (p¥ed upravou), oblast podobnou
Ig, N- a C-oblasti cytokinového receptoru a receptorovou pre-
membranovou oblast (oblast mezi C-oblasti a transmembranovou
oblasti) v &asti sIL-6R a v podstate celou &ast IL-6. Takova
nukleova kyselina je primarnim kandidatem pro stanoveni, zda
kéduje  polypeptid, ktery  si zachoval funkéni aktivitu
chimérového proteinu podle vynalezu. Termin ,pfisné podminky™
znamena hybridizagni a nasledné promyvaci podminky, které
odbornik nazyvad pfisné (popisuje se Vv publikaci Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, Intersence, N.Y.,
para 6.3 a 6.4 (1987, 1992) a Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 284 E4.  (1989), Cold Spring
Harbor, New Yourk). Pfiklady pEisnych podminek bez omezeni
zahrnuji promyvaci podminky p¥i teploté o 12 az 20 °C nizsi
ne# je vypo&itand Tm studovaného hybridu, napfiklad 2 x SSC a
0,5 % SDS po dobu 5 minut, 2 x SSC a 0,1 % SDS po dobu 15
minut; 0,1 x SSC a 0,5 % SDS pfi teploté 37 °C po dobu 30 az
60 minut a pak 0,1 x SSC a 0,5 % SDS pfi teplot& 68 °C po dobu
30 a® 60 minut. Odbornik rozumi, Ze pIisné podminky také
s4visi na délce sekvenci DNA, oligonukleotidovych sond (jako
je 19 az 49 bazil) nebo smichanych oligonukleotidovych sond.
JestliZe se pouzivaji smichané sondy, preferuje se pouziti
tetramethylamoniumchloridu (TMAC) misto SSC (popisuje se

v publikaci Ausubel, supra).
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Termin ,sole™ znamend sole karboxylovych skupin a
kyselinové adicni sole amino-skupin chimérového proteinu podle
vynalezu nebo Jjejich analogy. Sole karboxylové skupiny se
mohou tvofit zptsobem, ktery je dobfe znam v oboru, a zahrnuji
anorganické sole, napfiklad sole sodiku, vapniku, amoniaku,
>eleza nebo zinku a podobn& a sole s organickymi bazemi, které
vznikaji napfiklad s aminy, Jjako Je triethanolamin, arginin
nebo lysin, piperidin, prokain a podobné. Kyselé adiéni sole
zahrnuji napfiklad sole s mineralni kyselinou, jako Je
napriklad kyselina chlorovodikova nebo sirova a sole
s organickymi kyselinami, jako Je napfiklad kyselina octova
nebo kyselina 3stavelovad. Samozfejmé libovolné takové sole musi
mit v podstaté stejnou aktivitu vztahujici se k chimérovému
proteinu podle vynédlezu nebo k jeho analogum.

Vyndlez déle popisuje sekvence DNA kédujici shora v textu
uvedeny chimérovy protein podle vynalezu a jeho analogy,
stejné jako vektory DNA nesouci takové sekvence DNA vhodné pro
expresi ve vhodnych savcCich butikdch. Upfednostiuji se lidske
buiiky. Vektor podle vynadlezu je plazmid pcDNA sIL-6R/IL-6
obsahujici vektor pcDNA (Invitrogen) zahrnujici fuzované
sekvence sIL-6R/IL-6 fizené cytomegalovirovym  promotorem
(CMV) .

Vyndlez také popisuje transformované savci, pfednostné
lidské, putitky schopné exprimovat shora v textu uvedené
proteiny podle vynalezu. Takové transformované bufiky zahrnuji
lidské embryonalni ledvinové bunky 293 (HEK 293, ATCC CRL
1573) transfekované pcDNA sIL-6R/IL-6, které vyluc¢uji fazovany
chimérovy glykoprotein sIL-6R/IL-6 © molekulové hmotnosti 85
000.

V daldim provedeni vynadlezu se popisuje plazmid pcDNA sIL-
6R/L/IL-6, ktery se 1i%i od shora v textu popsaného pcDNA sIL-
6R/IL-6 zadlen&nim kratkych linkeru, které kéduji 10 dalSich

aminokyselin, do restrikéniho mista EcoRI. Za UcCelem
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optimalizace vzdélenosti mezi sIL-6R a IL-6 Je mozné zavést
fadu rGznych sekvenci rtzné délky.

Vyndlez také zahrnuje chimérovy protein, ve kterém Zast
IL-6 predchézi sIL-6R (zobrazeno na obrazku &, 11).

Vynalez dale popisuje zplsob produkce a ¢isdténi
chimérového proteinu podle vynalezu nebo jeho analogy, ktery
zahrnuje kultivaci shora uvedenych transformovanych bunék za
podminek vhodnych  pro expresi a vylu€ovani chimérového
proteinového produktu do kultivaénino média a pak ¢&isténi
vyludovaného proteinu imunoafinitni chromatografil za pouziti
anti-sIL-6R monoklondlnich protilatek 34.4, jak se popisuje
v prikladu 2 a 5 dale v textu.

Vynadlez déle popisuje farmaceutickou kompozici obsahujici
jako aktivni slozku chiméru sIL-6R/IL-6 nebo jeji analogy nebo
jejich smé&si nebo sole a farmaceuticky ptrijatelny nosic,
fedidlo nebo ekcipient. Provedeni farmaceutické kompozice
podle vynalezu zahrnuje farmaceutickou kompozici pro zesileni
pisobeni  typu IL-6, pro 1léZbu  zhoubného bujeni, pro
transplantaci kostnl d¥en&, pro zesileni krvetvorby, PIroO 1écbu
neurologickych poruch, Ppro 1é&bu poruch Jater -a pro jiné
aplikace IL-6 nebo pfibuznych cytokinl.

Farmaceutické kompozice podle vynalezu se pro aplikaci
pripravuji smichanim chimérového proteinu nebo jeho analogul
s fyziologicky prijatelnymi nosici a/nebo stabilizatory a/nebo
ekcipienty a pripravuji se v davkové formé napfiklad
lyofilizaci ve zkumavkach. Zplsob aplikace se déje
v libovolnych prijatelnych médech vhodnych pro podobna ¢inidla
a bude zaviset na stavu, ktery se 1681, Aplikace probiha
intravendzné, intramuskularné, podkoiné, lokalni injekci nebo
povrchovym nanesenim nebo neptrerufované infuzi atd.. MnoZstvi
aktivni 1latky, ktera se mé& aplikovat zavisi na zpasobu
aplikace, lécCeném onemocnéni a stavu pacienta. Lok&lni injekce
napr¥iklad bude vyZadovat mensi mnoistvi proteinu vzhledem ke

hmotnosti ve srovnani s intravendzni infuzi.
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Vynadlez také popisuje pouzitl chimérového proteinu podle
vynadlezu nebo Jjeho analogd nebo smé€si pro iéébu zhoubného
bujeni, pro transplantace kostni dren&, zesileni krvetvorby,
pro 1lécbu neurologickych stavd, pro ochranu tkdné Jater u
pacientd s nekrodzou zplUsobenou chemikaliemi (napfiklad chlorid
uhliéity, alkohol, paracetamol) nebo jiné pripady (napfiklad
virove, chirurgické nekrédzy) a pro pouziti pEi jinych
aplikacich IL-6 nebo pfibuznych cytokinl. Podobné& vynalez
popisuje chimérovy protein nebo jeho analogy nebo smési pro
pouziti pfi ptiprave medikament® pro lécbu shora uvedenych
stava nebo pro pouziti ve shora uvedenych indikacich.

Vedle shora uvedenych metod 1é&by vynalez zahrnuje tako ex
vivo postupy a genovou terapii s chimérou a/nebo s DNA ji

k6dujict .

Popis obrazkl na vykrese

Na obrazku &. 1 se nachadzi schéma raznych vektoru, ¢inidel
a krokt pouZivanych pfi konstrukci chimérové molekuly DNA
kédujici  chimérovy protein, ve kterém po konzervativni
struktufe ptrirozené formy sIL-6R kon&ici zbytkem Val 356
nisleduje sekvence pfirozeng, upravené formy IL-6. Detailnéji
se popisuje v pfikladu 1.

Na obrazku &. 2 (A, B) Jsou zobrazeny vysledky =ziskané
z analyzy, ktera se uskute&nila za u&elem identifikace chiméry
sIL-6R&Val/IL-6 p86 elektroforézou na polyakrylovém gelu (A) a
na zakladé profilu bioaktivity (B). Obrazek &. 2A ukazuje gel
obarveny podle Comassie, na kterém se analyzovaly imunologicky
Zi&téné frakce vymyté z kolony afinitni chromatografie, na
kterou se nanesl vzorek vyluCovaneho proteinu ziskaného
z buné&&nych kultur transfekovanych vektorem, ktery koéduje
chimérovy protein. Obrazek C. 2B zobrazuje graf biologické

aktivity (inhibice riastu bundk melanomu F10.9) kaZdé ze shora
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uvedenych frakci vymytych z kolon afinitni chromatografie.
Detailn&ji se popisuje Vv prikladech 2 a 3.

Obréazek C. 3 znazorfiuje  aminokyselinovou sekvenci
(jednopismenny kéd) chiméry sIL-6R8Val/IL-6, kde jsou

zndzornd&ny ruzné oblasti molekuly =zahrnujici N-termindlni

signdlni  peptid (linka nad sekvenci), oblast  podobnou
imunoglobulinu (Ig-like), N-oblast receptoru cytokinu
(podtrieno), C-oblast cytokinu (linka nad sekvenci) a

receptorovou pre-membrénovou oblast (oblast mezi C-oblasti a
trans-membranovou oblasti), celou tist sIL-6R chiméry, stejné
jako upravenou cast IL-6 (podtrZeno) chiméry, jak se popisuje
v prikladu 1 a 2.

Na obrazku &. 4 (A, B) Je fotografie melanomovych bunék
F10.9 v kultufe, aniZ se aplikuje chimérovy protein (A) a pfi
aplikaci (B) chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 po dobu 4 dni.
Na obrazku ¢&. 4B jsou patrné morfologické zmeny vyvolané
v takovych bunkach metastaz melanomu (bufiky F10.9) aplikaci
chiméry sIL-6R/IL-6, jak se popisuje v pfikladu 3.

Na obrazku &. 5 Jje graf reprezentujici vysledky inhibice
rastu bundk melanomu F10.9 chimérovym proteinem sIL-6R/IL-6
pfi ruznych koncentracich chiméry, které se pohybujl v rozmezi
pFiblizn& 0,12 ng/ml az 150 ng/ml, kde se chiméra s linkerem
IL-6RIL-6 obsahujici pouze 3 aminokyseliny, Jak se popisuje
v prikladu 3 porovnava s chimérou s linkerem obsahujicim 13
aminokyselin (IL-6RLIL-6).

Obrazek &. 6 je graf vysledk znazoriiujicl absenci ucinkl
inhibice rastu na buiky melanomu F10.9 pfi aplikaci bud
samotného izolovaného IL-6 (Carkovana horni krivka vyznacena
préazdnymi ctverci) pfi koncentraci v rozmezi 0 aZ 40 ng/ml IL-
6 nebo samotného sIL-6R (bod konvergence vdech kfivek na
vertikalni ose, kde koncentrace IL-6 je nulova). Dale graf
znazoriiuje pozorované ucinky inhibice rustu , kdy IL-6 a sIL-
6R se pridad dohromady, ale Vv rozdilnych koncentracich kazdé

slozky, kde koncentrace IL-6 je v rozmezi 10 ng/ml az 40 ng/ml
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a sIL-6R se pridaé ve tfech koncentracich 100 ng/ml, 200 ng/ml
a 400 ng/mlv pripadé& kaZzdé koncentrace IL-6, coZ zobrazuji tEi
spodni kEivky (dvé pferuiované znacené k¥ivky s prézdnymi
trojahelniky a kolecCky a krivka znazorné&nd nepferusovanou
Garou s plnymi ¢&tverci), jak se popisuje v pfikladu 3.

Obrazek &. 7 znazorfuje autoradiogram Southernova blotu
ukazujici nutnost pfitomnosti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6
pri uspé&3ném Stépu lidskych krvetvornych kmenovych buné&k béhem
transplantace kostni drené u my3i SCID-NOD (dvé drahy po prave
ruce reprezentujl mySi, kterym se aplikoval chimérovy protein
sTL-6R/IL-6 spolu s dal3imi nezbytnymi faktory, SCF, FLT-3 a
naopak t¥i drahy po levé ruce reprezentuji my$i, kterym se
aplikoval ©pouze SCF a FLT-3 a SCF, FLT-3 stejné Jako
izolovany, to =znamena ne fuzovany, IL-6 a sIL-6R), jak se
popisuje v prikladu 4.

Obrazek ¢&. 8 znazornuje Scatchardav graf afinitnich
charakteristik chiméry sIL-6R/IL-6 ve srovnani se smési IL-6 a
sTL-6R. Hodnoty spojené s chimérou jsou oznaceny plnymi
ttverci a hodnoty spojené se smésl jsou oznaceny kosoctvercem,
pomér sklonu je 4:1.

Obrazek &. 9 znazorhuje vy33i aktivitu chiméry sIL-6R/IL-6
v pripadé& bunky melanomu F10.9 ve srovnani s jednou ze smési
sIL-6R + IL-6 nebo s jednim z sIL-6R (bez IL-6).

Obrazek &. 10 =znazornuje ochranu chimérou sIL-6R/IL-6
proti toxickym u&inkum na jatra. Hodnoty reprezentuji prumér
tty? experimentu. Plné &tverce reprezentuji mysi IL-6-/-, plneé
kosodtverce reprezentujil my$i IL-6-/-, kterym se aplikoval IL-
6 a plné hvézdy reprezentuji my3i IL-6-/-, kterym se

aplikovala chiméra.

Pr¥iklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: Konstrukce expresivniho vektoru chiméry sIL-

6ROVal/IL-6
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Na obrazku &. 1 je zobrazeno schéma krokd pri konstrukci
expresivniho vektoru, ktery nese sekvencil k6édujici chimérovy
protein sIL-6R8Val/IL-6. Schéma  zahrnuje viechny  ruzné
polateéni a intermediarni vektory, ruznad <cinidla a reakéni
kroky. Postup konstrukce je v podstaté& pouZitl metod, které
jsou dobfe znamy v oboru a slou?i ke konstrukci expresivnich
vektorl (popisuje se V publikaci Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ed. (1989), Cold Spring
Harbor, New York).

Knihovna cDNA z bun&k T47D lidského karcinomu prsu se
klénovala do bakteriofaga lambda (M)gtll a testovala se
oligonukleotidovymi sondami odvozenymi od sekvence IL-6R
(popisuje se Vv publikaci Yamasaki K, Taga T, Hirata Y, Yawata
H, Kawanishi Y, Seed B, Taniguchi T, Hirano T and Kishimoto T.
Cloning and expression of the human Interleukin-6 (BSE-

2/Interferon beta-2) receptor. Science, 241: 825-828, 1988).
Izoloval se Jjeden klon cDNA (M) gtll, ktery nese celou sekvenci

kédujici 1lidsky IL-6R. Tento inzert se z (A)gtll wvystfihl
restrikénim enzymem EcoRI a klénoval se do vicenésobného
klénovaciho mista (MCS) fagemidu E. coli Blue Script pBS/SK
(Stratagene Cloning Systems, LaJolla, California). Tento
plazmid pBS/SK-IL-6R (obrazek ¢&. 1) se S&tépil restrikénim
enzymem EcoRI, pak se konce fragmentu upravily na tupé konce a
znovu se stépil restrik&nim enzymem  ECORV za  vzniku
5°fragmentu IL-6R o velikosti 959 part bazi (bp), ktery konci
restrikénim mistem EcoRV  IL-6R (koordinata 1203). Tento
fragment extrahovany z agarbézového gelu elektroforézy se
klénoval do nového vektoru pBS/Sk otevieného v restrikcénim
mist& EcoRV MCS (pBS/SK-sIL-6R-RV zobrazen na obrazku ¢. 1).
Jak se popisuje shora v textu, df¥ive ziskanad DNA pBS/SK-
IL-6R se pouZila pro PCR za ucelem amplifikace fragmentu O
velikosti 368 bp mezi forvard primerem 1137-1156 a reverznim
primerem 1505-1488. Reverznil primer se syntetizoval

s restriké&nim mistem EcoRI, které bezprostfedné nasleduje po
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kodénu pro valin-356 IL-6R (zobrazeno na obrazku ¢. 1). Drive
se urcilo, 5e valinovy zbytek Je aminokyselin C-konce
prirozené formy rozpustného sIL-6R vylucovaného do lidské moci
(Novick D, Englemann H, Wallach D, Leitner O, Revel M and
Rubinstein M. Purification of soluble cytokine receptors from
normal urine by ligand-affinity and immuncaffinity
chromatography. J. Chromatogr., 510:331-337, 1990; Oh J-W,
Revel M and Clebath J. A soluble interleukin-6 receptor
isolated from conditioned medium of human breast cancer cells
is encode by a differentially spliced mRNA. Cytokine, 8: 401-
409, 1996; US patent &. 5,216,128 a EP patent &. 413908 Bl).
Produkt PCR se Stépil restrikénimi enzymy EcoRV a EcoRI a
ligoval se do pBS/SK-sIL-6R-RV mezi restrik&ni mista ECORV v
I,-6R a FEcoRI MCS (zobrazeno na obrazku &. 1). Vysledny
plazmid pBS-sIL-6R-3Val-RI se pak zkratil tak, Ze se odstranily
5 neprekladané sekvence ligaci restrikcniho mista HindIII MCS
s mistem NcoI v mist& paru bazi 410 IL-6R (konce obou mist se
nejdfive upravila na tupé konce). Vznikl pBS-sIL-6R-6Val-RI-
NcoI (zobrazeno na obrazku ¢, 1).

Sekvence IL-6 se ziskala z plazmidu pKKB2-7, ktery se, jak
se uvadi dfive (Chen L., Mory Yy, Zilberstein A and Revel M.
Growth inhibition opt human breast carcinoma and
leukemia/lymphoma cell lines by rekombinant interferon-beta
2/IL-6. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 8037-8041, 1988)
skonstruoval inzerci cDNA IFN-PB2/IL-6 tépené restrikénim
enzymem BstNI (zilberstein A, Ruggieri R, Korn H. J and Revel
M. Structure and expression of CDNA and genes for human
interferon-beta-2 a distinct species inducible by growth-
stimulatory cytokines. EMBO J., 5: 2529-2537, 1980) do
restrikéniho mista EcoRI expresivniho vektoru pKK223-3 E. coli
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) za pouziti syntetického
oligonukleotidu s restrik&nim mistem EcoRI, PO ném? nasleduje

kodén methioninu a koddn pro prolin-29 IL-6 a koncici

v restrikénim misté& BstNI (ECORII). Inzert cDNA IL-6 pPKKB2-7
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kon&i 7 péru bazl po termina&nim kodénu v misté NlalIV a o 11
bp déle nésleduje restrikéni misto HindIII vektoru pKK223-3
(zobrazeno na obrazku ¢. 1). DNA pKKB2-7 se Stépila restrikénim
enzymem HindIII. Konce fragmentu se upravily na tupé konce a
fragment se znovu Stépil restrikdnim enzyme EcoRI a cDNA IL-6
se =za&lenila do pBS-sIL-6R-3Val-RI-Ncol tak, e fuzovala
prirozena sekvence IL-6 (pocatek v poloze prolin-29)
bezprostfedné po valinu-356 casti  IL-6R. Sekvence jsou
oddéleny pouze tremi koddny (Glu-Phe-Met) . Vysledny plazmid
pBS/SK-sIL-6R/IL-6 (obrazek C. 1) se pak znovu Stépil
v restrik&nich mistech Sall a NotI Jjeho MCS a inzert se
klénoval do restrikéniho mista EcoRV  pcDNA3 (Invitrogen
Corporation, San Diego, California). Vysledny plazmid pCDNA3-
sTL-6R/IL-6 (obrazek &. 1) obsahuje inzert po sm&ru exprese
genu silného cytomegalovirového  promotoru (CMV) a pak
nidsleduje polyadenylacni misto, které zaruluje t&¢innou
transkripci chiméry sIL-6R-8Val/IL-6. Konzervace 5 konce sIL-6R
v chiméfe zaruluje, Ze pfi expresi v savéich Dbunkéch je
signalni peptid funkéni a zpracovani N-konce chimérového
proteinu bude stejné jako u pfirozeného sIL-6R.

Jak se uvadi shora v textu vyhodnou charakteristikou
konstrukce sIL-6R-8Val/IL-6 je, Ze Je V podstat& fuzi ptirozené
formy sIL-6R a prirozené formy IL-6, Jak se nachéazejl
v lidském t&le, bez daldich peptidovych sekvenci. Konzervace
restrikéniho mista EcoRI v konstrukci sIL-6R-6Val/IL-6
(zobrazeno na obrazku ¢&. 1) vsak jednodude umoznuje zavést
linkerové polypeptidové segmenty mezi &asti sIL-6R a IL-6.
Vytvorila se Jjedna takova konstrukce s linkerovou sekvencil
obsahujici 13 aminokyselin Glu-Phe-Gly-Rla-Gly-Leu-Val-Leu-
Gly-Gly-Gln-Phe-Met zavedenou mezi Val-356 sIL-6R a Por-29 IL-

6 (sIL-6R-8Val/L/IL-6).

priklad 2: Exprese chiméry sIL-6R-3Val/IL-6 v lidskych bunkach
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za pouZiti v podstate standardnich metod kultivace savcCich
buné&k, transfekce bunék a analyzy transfekovanych bunék, kdy
se zji&tovala exprese nové zavedené sekvence DNA (postupy se
popisuji napfiklad v publikaci Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ed. (1989), Cold Spring
Harbor, New York) se shora v textu wuvedena plazmidova
konstrukce (popisuje se v Pfikladu 1) pouzila pfi transfekci
lidskych buné&k a posuzovala se jejl exprese.

Lidské bunky HEK 293 (ATCC CRL 1573, transformované
primdrni lidské embryonadlni ledvinové butiky) se transfekovaly
konstrukci pCDNA3-sIL-6R/IL-6 DNA (popisuje se V prikladu 1
shora v textu). Kultura bunék HEK 293 v log fazi se oSettila
trypsinem a bunky se nanesly na plotny Nunc ©O velikosti 9 cm
(2,5 x 106‘bunék/plotnu). 0 Jjeden den pozd&ji probéhla
transfekce s 10 ug pCDNA3-sIL-6R/IL-6 DNA postupem precipitace
s CaP0O, (popisuje se Vv publikaci Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, ond B4, (1989), Cold Spring

Harbor, New York) a o hodinu pozdéjl se kultivacéni médium

X

nahradilo DMEM-10 % FCS a kultivace pokradovala po dalsich 16
hodin. Po vymé&né& kultivacniho média za DMEM-10% [FCS, se
shromézdily vyluéované proteiny péhem dvou po sobé jdoucich
period o délce 48 hodin. Debris se odstranil centrifugaci prfi
1000 ot./min. po dobu 10 minut a v supernatantu se testovala
testem ELISA pritomnost sIL-6R za pouziti polyklonalnich
kralidich protilatek proti sIL-6R a my$ich McAB 17.6 (Novick
D, Engelmann H, Rvel M. Leitner O and Rubenstein M. Monclonal
antibodies to the soluble I1-6 receptor: affinity
purifications, ELISA and inhibition of 1ligand binding.
Hybridoma, 10: 137-146, 1991). Zjistila se pfitomnost sIL-6R
ekvivalentl v koncentraci 1,2 pg/ml, coz ukazuje na velmi
G¢inou expresi chimérového proteinu sIL-6R/IL-6
v transfekovanych lidskych bunikach.

Vyludovany chimérovy protein (sIL-6R/IL-6) se& ¢istil

imunologickou cestou pomoci monoklonadlnich protilédtek 34.4



[ R R R

34

specifickych pro epitop Vv extracelularni oblasti lidského sIL-
6R (Novick D, Engelmann H, Rvel M. Leitner O and Rubenstein M.
Monclonal antibodies to the soluble I11-6 receptor: affinity
purifications, ELISA and inhibition of ligand binding.
Hybridoma, 10: 137-146, 1991; Halimi H, Eisenstein M, Oh J,
Revel M and Chenath J. Epitop peptides from interleukin-6
receptor which inhibit the growth of human myeloma cells. Eur.
Cytokine Netw., 6: 135-143, 1995). Bufitky hybridomu 34.4 se
kultivovaly v peritonedlni dutiné mysSi a imunoglobulinova
frakce (Ig) se ziskala z ascitové tekutiny precipitacl se
siranem amonnym. K imobilizaci McAB 34.4 se pouzil Affigel-10
(Bio-Labs, Richmond, california) (15 mg Ig se spojilo s 1 ml
pripravku Affigel-10). Supernatanty obsahujici proteiny
vylu&ované z bunék HEK 293 transfekované pCDNA3-sIL-6R/IL-6 se
adsorbovaly na kolony s McAB 34.4 (kolona o objemu 0,3 ml
slouzi pro 15 ml supernatantu). Po promyti PBS se navazané
proteiny vymyly 25 mM kyselinou citronovou PpH 2,5 a
bezprostfedneé potom se neutralizovaly 1 M pufrem Hepes pH
8,5. Pres noc probéhla dialyza (ptibliZné 8 a? 12 hodin) proti
PBS.

Analyza imunologicky &isténého proteinu elektroforézou na
polyakrylovém gelu v sDS ukazala jediny proteinovy pruh
obarveny modfi podle Coomassie (obrazek ¢&. 2). Molekulova
hmotnost proteinu Jje 85 000, jak se odhadlo z fuze
glykosylovane formy SIL-6R&Val (v publikaci Oh J-W, Revel M and
Clebath J. A soluble interleukin-6 receptor 1isolated from
conditioned medium of human breast cancer cells is encode by a
differentially spliced mRNA. Cytokine, 8: 401-409, 199%6; se
uvadi molekulova hmotnost je 60 000 ) a glykosylované formy
IL-6 (v publikaci 7ilberstein A, Ruggieri R, Korn H. J and
Revel M. Structure and expression of cDNA and genes for human
interferon-beta-2 a distinct species 1inducible by growth-
stimulatory cytokines. EMBO J., 5. 2529-2537, 1986; se uvadi
molekulovd hmotnost 23 000 az 26 QQ00). Aminokyselinovou
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sekvenci sIL-6R/IL-6 tvoPi 543 aminokyselin. PO zpracovani
signalnich peptidd vznikne protein tvofeny 524 aminokyselinami
nebo s molekulovou hmotnosti pfibliiné 58 000 (obrézek &. 3).
Daleko vétsi velikost chiméry sIL-6R/IL-6 produkované
- rekombinantni DNA v lidskych butikdch ukazuje, Ze glykosylace

tvofi vyraznou cast velikostil molekuly.

P¥iklad 3: Chiméra sIL-6R/IL-6 brani rustu a vyvolava
diferenciaci metastdzujicich bunék melanomu

Klén F10.9 ziskany =z bunék Bl6 melanomu tvori vysoce
metastédzujici nadory u mySi C57Black/6. Zvirata umiraji na
zakladé vyskytu pulmonarnich metastéz ve dvou az trech
mé&sicich (Katz A, Shulman L. M, Porgador A, Revel M, Feldman M
and FEisenbach L. Abrogation of Bl6 malanoma metastases by
long-term low-dose Interleukin-6 therapy. J. Immunother. 13:
98-109, 1993). Vedle chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 kultura
bun&k F10.9 produkuje zjistené morfologické zmény a blokuje
jejich rlGst (obrazek ¢. 4). Buitky F10.9 o3etfené chimérou se
prodluzuji vystupujicim dendritickym prodlouzeni a podobaji se
vietenovité diferenciaci embryonalnich melanocytu nebo
gliovych bunék.

Rast bundk se hodnoti &ty¥i dny po naneseni 3 X 10° bunék
do prohlubné& mikrotitracni desticky s 96 prohlubnémi. Bunky se
kultivuji v kultivaénim médiu RPMI 1640 s 10 % FCS o objemu
0,2 ml. Bunky se fixovaly v 12,5 % glutaraldehydu po dobu 30
minut, promyly se vodou a barvily se 0,1 % krystalickou
violeti po dobu 30 minut. Po promyti a usudeni se Dbarvivo
extrahovalo 10 % kyselinou octovou a stanovila se opticka
hustota pf¥i vlnové délce 540 nm. Chiméra inhibovala rust
v zaivislosti na davce. K uplné inhibici ristu dochazi pri
koncentraci 10 ng/ml chimérového proteinu (p85) (zobrazeno na

obrazku &. 5). Oba chimérové proteiny sIL-6R6Val/IL-6 a sIL-

6R&Val/L/IL-6 (chiméra s delSim linkerem mezi sIL-6R a IL-6,

popisuje se v piikladu 1) 'vykazuji stejnou aktivitu. Tento
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vysledek také ukazuje, Ze linkerovy peptid mezi &astmi sIL-6R
a IL-6 v chiméfe neni pro aktivitu chiméry podstatny. Shora
v textu uvedend chiméra sIL-6R8Val/IL-6 ma& pouze velmi kratky
linker tvofeny pouze 3 aminokyselinami, zatimco chiméra sIL-
6ROVal/L/IL-6 méa delsi linkerovy peptid tvoreny 13
aminokyselinami, pficemz obé& chiméry vykazujl v podstaté
stejnou aktivitu p¥i inhibici ristu metastdzujicich bunék.
Naopak ani samotny IL-6 ani samotny sIL-6RdVal neinhibuji rust
t&chto melanomovych buné&k (zobrazeno na obrazku C. 6), coz
demonstruje jedine&nou aktivitu chimérového proteinu sIL-
6R/IL-6 (p85). Aby se ziskal podobny u&inek, Jje nutné pouzit
smés obsahujici 200 az 400 ng/ml IL-6 a 125 ng/ml sIL-6RéVal

(zobrazeno na obrazku ¢&. 6). Pro maximalni inhibici bunék
F10.9 je nutné pouzit 7,5nM IL-6 a 2 nM sIL-6R8Val ve srovnani
s pouze 0,12 nM chimérou sIL-6R/IL-6.

Béhem imunologického &i%té&ni na koloné s McAB 34.4
(popisuje se v PEikladu 2) se sledovala inhibidni aktivita
ristu chimérového proteinu p85 sIL-6R/IL-6. Patern aktivity
odpovidal intenzit& pruhu proteinu p85, ktery se objevil

v ruznych frakcich na elektroforetickém SDS polyakrylamidovém

gelu na obrazku ¢. 2.

pP¥iklad 4: Chiméra sIL-6R/IL-6 Jje podstatnd p¥i ujmuti Stépu
transplantovanych bunék kostni dfené.

P¥ijeti krvetvornych kmenovych bunék z kostni dfené se
mize studovat po transplantaci do téiZce imunodeficitnich
(SCID) mysi (Vormoor J, Lapidot T, Pflumio F, Risdon G,
Patterson B, Broxmeyer H. E and Dick J. E. SCID mice as an in
vivo model of human cord blood hematopoiesis. Blood cells 20:
316-320, 1994). Mysi SCID-NOD se vystavily subletdlnimu
ozéfeni a do ocasni Zily se injekci zavedlo 3 x 10° bun&k CD34°
1idské kostni dfené. Pred injekci se bufiky CD34" drZely po dobu
3 dni v kapalné kultufe pfi rQznych kombinacich cytokini. Po

jednom mésicich se my3i usmrtily a z kosti se shromdzZzdily

eo e
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bunky kostni dtfené. Ujmuti dtépu lidskych bunek u
recipientnich my31i SCID-NOD se hodnotilo Southernovou
hybridizaci s repeticemi lidské DNA.

Zzjistilo se, Ze faktor kmenovych bunék (SCF, ckit-ligand)

a Flt3-ligand (f1t3/f1k2 ligand receptoru tyrozinové kinazy)
je dhlezity pro pfeziti a proliferaci nejprimitivnéjsich
pluripotencidlnich krvetvornych kmenovych bunék vhodnych pro
dlouhodobé 3tépy v recipientu kostni dfené& (McKenna H.J, de
Vries P, Brasel K, Lyman S. D. and Williams D. E. Effect of
f1t3 ligand on the ex vivo expansion of human CD34+
hemtopoietic progenitor cells. Blood 86: 3413-3420, 1995). Jak
je moZné spatfit na obrazku &. 7 tyto dva faktory samostatné
nejsou dosta&ujici, aby vyvolaly prijeti Stépu lidskych bunék
v kostni dfeni recipientnich my3i SCID-NOD. Aby doslo
k dostatednému pfijeti 3t&pu je nutné pfidat chimérovy protein
SIL-6R/IL-6. PFi koncentraci 100 ng/ml chiméra sIL-6R/IL-6 je
daleko vice aktivni ve srovndni s IL-6 (v koncentraci 50 az
200 ng/ml) a sIL-6R (v koncentraci 125 aZ 1250 ng/ml) (obrazek
&. 7). Nutnost chiméry sIL-6R/IL-6.indikuje, Ze tento protein
je v podstatny pro preZiti a proliferaci pluripotencionalnich
krvetvornych kmenovych bunék, které mohou znovu obsadit
prostfedi kostni dfené, coZ indikuje, Ze tento protein se muzZe
pouzit p¥i klinickych protokolech pfi transplantaci kostni
dfene.

Toto Jje prvni demonstrace, Ze chiméra sIL-6R/IL-6 ma

nasledujici alespon dvé nové& nalezené aktivity:

(1) KdyZ se ptidéd dohromady s obéma faktory SCE a
Flt3-ligandem k‘lidskym krvetvornym primitivnim
progenitdlnim bufkdm, podpofi Jjejich preziti a
proliferaci a

(11) je aktivni (a zjevné podstatna) v modelu in vivo
transplantace lidské kostni dfené

v imunodeficitnich myS$ich.
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P¥iklad 5: Chiméra sIL-6R/IL-6 Jje aktivni v pripadé vysoce
¢istych primitivnich krvetvornych kmenovych bunék.

Za ucdelem pripravy 80 % Cisté populace buneék CD34+ se
lidské chordové krevni Jjednobun&éné bunky rozdélily na
jednobun&cné bunky s nizkou hustotou (NMC) na Ficoll-Paque
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), pak se pouzil kit MACS
(Miltney Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Tyto bunky pak
pro3ly pfes imobilizované monoklonalni protilatky proti CD38
nebo se roztridily pomoci t¥idé&ni fluorescenci aktivovanych
bunék a ziskala se populace CD34+CD38-, coZ odpovidad priblizZné
0,1 % pGvodnich bunék. Tyto <¢idténé kmenové bunky (20 000
bun&k) se umistily do suspenznich kultur do kultivaéniho média
RPMI o objemu 0,5 ml, 10 % fetalni teleci sérum (FCS), 1%
bovinni sérovy albumin obsahujici 50 ng/ml faktoru kmenovych
buné&k (SCF) a 100 ng/ml flt3-ligandu (FL) (R&D Systems,
Minneapolis, MN). Polovina kultury se doplnila chimérou sIL-
6R/IL-6 o koncentraci 100 ng/ml, dal3i se kultivovaly bez
pfitomnosti chiméry. Inkubace probéhla pfi teplot& 37 °C
v atmosfé¥e 5 % CO2 po dobu 6 dni. PoCet znovu obsazenych
bunék kostni dren& se hodnotil tak, Ze se sub-letdlné ozafenym
my3im NOD-SCID zavedly injekci (i.v.) vSechny bunky =z téchto
in vitro kultur. My3i se udrZovaly v prostfedi bez mikrdba. Po
Zesti tydnech se my3i usmrtily a z jejich dlouhych kosti se
ziskala kostni dfefi. Tyto bufiky kostni dfené (BM) se nanesly

na semi-pevné plotny s 0,9% methylcelulosou s 30 % FCS, 50 uM

B-merkaptoethanolem, 50 ng/ml SCF, 5 ng/ml IL-3, 5 ng/ml GM-
CSF, 6 u/ml erythropoietinu (R&D Systems, Minneapolis, MN).
Kultury obsahovaly také lidské sérum a kultivace probihala za
podminek, které brani ristu mySich kolonii. Vysledky (tabulka
&. 1IV) indikovaly, Ze pfri pfidéni chiméry sIL-6R/IL-6 do
suspenznich kultur dochézi k 30 aZ 50 nasobnému zvy$eni poctu
lidskych bunék, které tvofri kolonie (CFU), ziskanych z my3i, u
kterych prob&hla transplantace, ve srovnidni se samotnym SCF a

FL. To reprezentuje velké zvy3eni poltu kmenovych buné&k, které
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znovu obsadily SCID v suspenznich kulturach 6. den ve srovnéani
s 0. dnem. V nepfitomnosti chiméry sIL-6R/IL-6 SCF a FL
neprodukuji zvyZené mnozstvi kmenovych bunék béhem 6-ti dnl
kultivace suspenzni kultury. DNA bunék BM ziskané
z transplantovanych my3i NOD/SCID se analyzovala Southernovym
prenosem, jako v prikladu 4. MnoZstvi ziskané lidské DNA bylo
10 krat vyssi nez u my3i, kterym se aplikovaly bunky
kultivované v pfitomnosti chiméry.

Progenitory CFU z kostni dfené my$i NOD/SCID, jak se uvadi
v tabulce ¢&. IV, byly pficinou zvySeni krvetvornych bunék
riznych myeloidd (makrofdg a granulocyt) stejné jako
erythroidd a lymfoidd (napf. CD19+, CD56+) pouze, kdyZz lidské
krevni bunky se pred transplantaci kultivovaly s chimérou sIL-

6R/IL-6.

Tabulka IV: Lidské kmenové bufiky schopné znovu obsadit kostni

dfen my3i NOD/SCID

Pridéni béhem Dny kultivace Pocet lidskych
kultivace suspenzni |kultury krvetvornych kolonii
kultury CD34+CD38+ vytvorenych z BM
lidskych bunék transplantovanych
z chordové krve my51i NOD/SCID

0 4
SCF + FL 6 2 az 3
SCF + FL + sL-6R/IL- |6 50 az 100
6

Daldi experimenty porovnavaly uCinek sIL-6R/IL-6 na
populaci CD34+CD38+ chordové krve s ucinkem na vysoce cisténé
kmenové bunky CD34+CD38-. Expanze vysoce cisténych kmenovych
bunék in vitro byla daleko silné&j3i v pfitomnosti chiméry sIL-
6R/IL-6 ne? u méné& <&idténych kmenovych bunék (tabulka ¢. V).

To indikuje, Ze nejprimitivnéjsi kmenové bunky jsou

so sy
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preferovanym cilem ucinku chiméry sIL-6R/IL-6 na expanzi

bunék.

Tabulka &. V: In vitro expanze krvetvornych kmenovych bunék

Nanesend bunécna Pocet bunék 6-ty den |Polet bunék 6-ty den
populace (20 000 s SC + FL s SC + FL + sIL-
bunék) 6R/IL-6

Experiment 1

CD34+CD38+ 780 000 675 000 (x 0,860)
CD34+CD38- 42 000 153 000 (x 3,6)

Experiment 2

CD34+CD38- 330 00 507 000 (x 1,5)
CD34+CD38+ 3 000 18 000 (x 6,0)

7achovani znovu obsazené kostni dfené& in vitro se méfilo
prodlouZenim kultivace suspenznich kultur vysoce <Cistych
kmenovych buné&k CD34+CD38- pfed zavedenim injekci do NOD/SCID
my3i. PPijeti 35tépu se hodnotilo pomérem lidské DNA v kostni
dfeni u recipientnich my3i 6 tydnd po 1.v. injekci, kterou se
aplikovaly kultivované bunky. Kdyz se béhem kultivace kultury
pfidala k SCF a FL chiméra sIL-6R/IL-6, se DO dvouch tydnech
kultivace pozorovalo vysoké prijeti Stépu ( védt3i nez 1 %
lidské DNA) a prijem 3tépa byl vy35i nez u nekultivovanych
buné&k. Naopak experimenty s kulturami, ktere obsahuji SCF, FL,
GM-CSF, IL-3 ukéazaly, Ze SCID-znova obsazené bunky nezustavajil
v kultufe po jednom tydnu kultivace (Bhata, M. et al., J. Exp.
Med. 186, 619-624 1997).

Tyto vysledky ukazuji, ze chiméra sIL-6R/IL-6 umoznuje
expanzi a udrZeni lidskych primitivnich  kmenovych bunék
schopnych obsadit v recipientu kostni dfen. Kmenové bunky
z@stavaji aktivni v nediferenciovaném stadiu, zatimco se déli.
Chiméra sIL-6R/IL-6 umozZiuje novy zplsob kultivace
krvetvornych bunék, které tvori Stépy pro transplantaci. To

také umoZiuje pouZiti retrovirovych vektort pro zaclenéni genu

ev e
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do kmenovych buné&k, coZ se vyuZivd v metodach genové terapie.
Do dnedni doby toto nebylo moZné s lidskymi kmenovymi bunkami,
protoZe tyto primitivni bufiky se nemohly udrzZovat in vitro
v cyklujicim stéadiu, jak to vyZaduje integrace retrovirové

DNA. Chiméra sIL-6R/IL-6 fe$i tento problém.

P¥iklad 6: Produkce chiméry IL-6R/IL-6 v buikach CHO

DNA plazmidu sIL-6R/IL-6 pcDNA3 zobrazena na obrazku c. 1
se ko-transfekovala do buné&k vajeinikd &inskych kfeckd (CHO)
spolu s DNA plazmidu pDHFR, jak popisuje v publikaci Mory et
al., DNA 5, 181-193, 1986). Mezi transformanty rostoucimi v
50 nM methotrexdtu se izoloval klén L12-[IL-6R/IL-6]. Zjistilo
se, e tento klén Je stabilni po mnoho pasazi a semi-

konfluentni kultury vylucuji do kultivaéniho média chiméru IL-

6R/IL-6 v mnozstvi 2,5 pg/ml.

7a Gcelem &i&téni chiméry 1I1-6R/IL-6 se 3,25 litrd
kultivadniho média =z kultury klénu L12 v 2 % bovinnim séru
zakoncentrovalo na objem 200 ml. Médium se absorbovalo na
koloné o objemu 18 ml obsahujici monoklondlni protilatky 34.4
proti lidskému sIL-6R spojené s Casticemi pfipravku Affigel 10
a chiméra se eluovala zplsobem, ktery se popisuje v publikaci
Novick et al., Hybridoma, 10, 137-146, 1991). 25 mM eluédt
kyseliny citronové se ihned neutralizoval pufrem 1 x Hepes pH
8,6. Proteiny se zakoncentrovaly na membrané Amicon oddélujici
molekuly o molekulové hmotnosti 10 000 na konecnou koncentraci
1 mg/ml. P¥i testu SDS-PAGE se objevil Jjediny pruh
odpovidajici molekulové hmotnosti 85 000, coz koresponduje
s chimérou I1-6R/IL-6. Glykosylace se demonstrovala zmensenim
velikosti molekuly po oSetfeni glykosidasy (Boehringer,
Mannheim). Biologickd aktivita chiméry IL-6R/IL-6 produkované
puiikami CHO je stabilni po dobu alespoit 5 mé&sica pEi teploté 4

°C. Uchovavéani probihd p¥i teploté -70 °C.

Pfiklad 7: Afinita chiméry IL-6R/IL-6 vici gpl30
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U chiméry IL-6R/IL-6 produkované bufikami CHO a smési
lidského IL-6 a sIL-6R se porovnavala jejich schopnost véazat
se na rozpustnou formu gpl30 (sgp 130), ktery Jje druhym
Yet&zcem receptorového systému IL-6 (popisuje se v Casti
dosavadni stav  techniky). Mikrotitraéni desticka S 96
prohlubn&mi (Nunc) se potadhla s monoklonalnimi protilatkami
proti lidskému gpl30 a pridalo se 50 ng/ml sgpl30 ((R&D
Systems, Minneapolis, MN). Po promyti fyziologickym roztokem
pufrovanym fosforenanem se do ruznych prohlubni pfidala
chiméra IL-6R/IL-6 v rGznych koncentracich, které se pohybuji
v rozmezi 0,1 aZ 50 ng/ml. Do separdtnich prohlubni se pfidal

rhull-6 (Ares-Serono, Geneva) v koncentraci 500 ng/ml spolu

s lidskym sIL-6R&8Val v koncentracich v rozmezi 2 aZ 500 ng/ml.
Po celono&ni inkubaci pF¥i teploté 4 °C se pridaly kralicl
polyklonalni protildtky proti IL-6R (Oh et al., Cytokine, 8,
401-409, 1996) . Pak se ptridaly kozi anti-kralic¢i Ig
konjugované s kfenovou peroxidasou, ktera se detekovala
barevnou reakci (Sigma, St. Louis). Obrdzek ¢&. 8 ukazuje
Scatchardav graf vysledkt. Zjistilo se, Ze afinita chiméry Il-
6R/IL-6 vadi gpl30 je vice jak 4 krat vyss5i neZ afinita dvou
casti molekul, které se pridaly oddélenéd (6,3 x 107" M verzus
2,6 x 107° M). Tento vysledek vysv&tluje vy33i aktivitu
chiméry ve srovnadni s kombinaci IL-6 + sIL-6R vuci melanomu
a vadi krvetvornym bufkém (zobrazeno na obrazku ¢. 9 a

popisuje se v Prikladu 4).

PFiklad 8: Chiméra IL-6R/IL-6 chrani pfed toxickymi ucinky na
jatra.

Zavedenim chloridu uhlic¢itého (CCly) injekci do mysi
vznikad silnd nekréza jater vedoucil k umrti zvifat (popisuje se
v publikaci Slater T. F. et al., Philos. Trans. R. Soc. Biol.
Sci. 311, 633-645, 1985). KdyZ se my3im, které jsou geneticky
deficitni na IL-6 (IL-6-/-), aplikuje relativné mala davka

chloridu uhlic¢itého (2 az 3 ml/kg té&lesné hmotnosti)
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intraperitonedlni injekci, stupefn umrtnosti beéhem 24 hodin je
pfibliZné& 70 % (zobrazeno na obrazku ¢&. 10). Injekce chiméry
IL-6R/IL-6 produkované bufkami CHO jednu hodinu pfred aplikaci
chloridu uhlié&itého a opé&t 4 hodiny po aplikaci ochrani
zvifata pfed smrti po dobu 24 hodin. Naopak podobné zavedeny
volny rhull-6 nevykazuje Z&dny uCinek (zobrazeno na obrazku c.
10). Chiméra IL-6R/IL-6 je G&inna v davkach 2 aZ 3 pg na Jjednu
injekci, kde vyjadfeno v molarnim poméru je 10 krat nizsi nez
dadvka IL-6, které neni (&innad. P¥i vyssich davkédch chloridu
uhlid¢itého (nap¥. 3,5 ml/kg zobrazeno na obrazku ¢&. 10)
chiméra ma& také ochranny u&inek, pfiemZ umrtnost je niz3i ve
srovnani s IL-6 nebo bez aplikace cytokinu. Rozdil v umrtnosti
mezi my3mi oSetfenymi chimérou a neoSetfenymi mySmi, pticemz
obou skupindm se aplikovala stejnd davka chloridu uhlic¢itého,
je podstatny a hodnota p Jje men3i neZz 0,01. Histologické
pozorovani sekci jater obarvenych hematoxilinem-eosinem
potvrdilo, Ze chlorid uhli¢ity zpusobuje nekrdzu tkéné jater a
e chiméra IL-6R/IL-6 chrani hepatocyty pfed uvedenym toxickym
u¢inkem (neni zobrazeno).

Aplikace chiméry IL-6R/IL-6 se miZe pouzit pfi ochrané
jaterna tkané& u pacientl s nekrotickym onemocnénim, které Je
zplisobené chemikaliemi (napfiklad alkohol, paracetamol) nebo

v jinych pfipadech (napfiklad pfi virové hepatitide).

P¥iklad 9: Konstrukce a aktivita chiméry I1-6/sIL-6R&Val
zkonstruovala se chimérova molekula, ve které &ast IL-6 Je
na N-konci, zatimco &a&st sIL-6R Jje na C-konci. Plazmid pBS-
sIL-6RSVal se tépil v restrikénim mist& Sau3a (bp 1086) a
HindIII, které néasleduje po terminaénim koddénu po Val-359
(popisuje se v Ptikladu 1). Syntetizoval se linker obsahujici

t¥i restriké&ni mista Spel, Smal a BamHI:

L N4
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Spel Smal BamH1
57 CT AGT GGG CCC GGG GTG GCG GG
A CCC GGG CCC CAC CGC CCC TAG 5° (SEQ ID NO: 2)

Toto restrikéni misto Sau3a sIL-6R se ligovalo do restriké&niho
mista BamHI linkeru a v3e se kldénovalo do vicendsobného
klénovaciho mista plazmidu Bluescript pBS SK. Sekvence IL-6
se amplifikovala pomoci PCR z DNA pKKB2-7 za pouZiti primert

(pocatecni koddn je podtrzien)

Spel
Forward 5" GA CTA GTA GCT ATG AAC TCC TTC TC (SEQ ID NO: 3)
HaelIll
Reverzni 5% AG GGC CAT TTG CCG AAG AGC C (SEQ ID NO: 4)

Produkt PCR 3tépeny restrikénim enzymem Spel a HaelIIl se
zavedl do restrik&niho mista Spel a Smal shora uvedeného
linkeru. Dale se syntetizoval jiny linker BamH1-NcolI

S vnit¥nim restrikénim mistem Smal:

Smal
5” GAT CCG GGC GGC GGG GGA GGG GGG CCC GGG C[NcoTI]

[BamHI] GC CCG CCG CCC CCT CCT CCC GGG CCC GGT AC 5° (SEQ ID
NO: 5)

Tento linker se kldénoval mezi restrikéni misto predchoziho
linkeru a NcoI 1464 sekvence IL-6R. Fragment IL-6R od Smal
867 do NcoI 1464 se pak zavedl mezi restrik&ni misto Smal
druhého linkeru a NcoI IL-6R. Vyslednd chimérovd DNA se
sekvenovala a znovu kldénovala do pCDNA3 =za Gcelem exprese
v lidskych bunkdch HEK 293. Aminokyselinovd sekvence chiméry
IL-6-IL-6R 3e je zobrazena na obrazku ¢&. 11 (linker e

podtrzen). Chiméra 3e se ¢istila afinitni chromatografii na
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monoklondlnich protilatkach proti IL-6 (popisuije se
v publikaci Novick et al., Hybridoma 8, 561-567, 1989). P¥Fi
testu SDS-PAGE se objevil pruh odpovidajici molekulové
hmotnosti 75 000.

Biologicka aktivita chiméry IL-6-IL-6R 3e inhibovat rlst
bunék melanomu F10.9 je =zobrazena na obrazku ¢&. 12. Uvedena
chiméra je Jjasné aktivni ve srovnadni s chimérou IL-6R/IL-6
(pfiprava 1 aZ 3) ve stejném experimentu, ac¢koli je nutné jeji
vy381 koncentrace, aby do3lo k 50 % inhibici rustu.

Pomoci PCR mutageneze se pripravily dva mutanti IL-6R/IL-
6, ve kterych aminokyseliny His-280 a Asp-281 c&asti IL-6R
chiméry IL-6R/IL-6 (obrazek &. 3) se zaménily za Ser a Val
(mutant 39 nebo HD) nebo kde Asn-230 se déle zamé&nil za Asp
(mutant NHD). Jak Jje moZné spatfit na obrézku &. 12, tyto dva
mutanty nevykazovaly skoro  Zadnou aktivitu ve srovnéni
s chimérami IL-6R/IL-6 a IL-6-IL-6R. ProtoZe v IL-6R tyto
aminokyseliny interaguji s gpl30, Jjak se ukdzalo molekuldrnim
modelovanim (popisuje se v publikaci Halimi H, Eisenstein M,
Oh J, Revel M and Chenath J. Epitop peptides from interleukin-
6 receptor which inhibit the growth of human myeloma cells.
Eur. Cytokine Netw., 6: 135-143, 1995), coZ demonstruje, ze
chiméra sIL-6R/IL-6 konzervuje toto podstatné misto interakce.

Chiméra IL-6-IL-6R 3e nezahrnuje oblast IL-6R podobnou
imunoglobulinu, kterd Jje pfitomna v IL-6R/IL-6. Av3ak pouhé
odstranéni Ig-oblasti =z IL-6R/I1-6 nesnizi Jeji Dbiologickou
aktivitu vac¢i bunkdm F10.9. Navadzani chiméry IL-6-IL-6R 3e na
gpl30 tvori pribliZzné 30 % navazani dalsi chiméry IL-6R/IL-6
(nenizobrazeno). Toto men3i schopnost se véazat je v souladu
s niZz3i aktivitou vac&i ruastu bunék melanomu.

Tyto vysledky ukazuji, Ze Dblokovidni C-konce IL-6 fuzi
prostfednictvim linkeru s sIL-6R, konzervuje v novych

chimérach dobrou biologickou aktivitu

e e
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Seznam sekvenci

(2)

(2)

Informace ¢ SEQ ID NO: 1:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 13 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova

(D) TOPOLOGIE: linearni
(11) DRUH MOLEKULY: peptid

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

Glu Phe Gly Ala Gly Leu Val Leu Gly Gly Gln Phe Met
1 5 10

Informace o SEQ ID NO: 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 44 parh bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova

(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(i1) DRUH MOLEKULY: cDNA
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

CTAGTGGGCC CGGGGTGGCG GGACCCGGGC CCCACCGCCC CTAG

(2)

Informace o SEQ ID NO: 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 25 parQ bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova

(D) TOPOLOGIE: linearni
(11) DRUH MOLEKULY: cDNA
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

GACTAGTAGC TATGAACTCC TTCTC

(X

LX)

(X

as e

25

44
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Informace o SEQ ID NO: 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 Part bazi
(B) TYP:

se

.

evseve
sasse

nukleové kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova

(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: cDNA

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

AGGGCCATTT GCCGAAGAGC C

Informace o SEQ ID NO: 5:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 62 paru bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofet

(D) TOPOLOGIE: lineédrni

(i1) DRUH MOLEKULY: cDNA

ézcova

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

Informace o SEQ ID NO: 6:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENC=:
(A) DELKA: 14 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova

(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: peptid

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO:

Gly Gly Gly Gly Asp Pro Gly Gly Gly Gilv Gly
l 5 'v,’\-

Ly

Informace o SEQ ID NO: 7:

6:

Gly Pro Gly

eee
.

CG GCGGGGGAGG GGGGCCCGGG CGCCCGCCEC CCCCTCCTCC CGGGCCCGGT

seeoe

21

60

62

.o

csss

e A
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Met
1

Gly

Gly

Gly

Leu

Tyr

Pro

Asn

Lys

145

Phe

Gln

Cys

Gln

Thr
225

Leu

Ala

Val

Val

50

Ala

Leu

Arg

Pro

Val

130

Ala

Gln

Leu

val

Gly

210

Ala

Ala

Ala

Leu
35S

Glu

Leu

Ala

Glu

115

Val

Val

Glu

Ala

Ala

195

Cys

Val

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

48
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(A) DELKA: 543 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linearni

DRUH MOLEKULY: peptid

Popis sekvence:

Val

Leu

20

Thr

Prc G

Gly

Arg

Gly

100

Glu

Cys

Leu

Pro

Val

180

Ser

Gly

Ala

Gly
5

Ala

Ser

Ser
85

Arg
Pro
Glu
Leu
Cys

165

Ser

Lau

Asp

His

70

Pro

Gln

Val

150

Gln

Glu

val

Leu

Asn
230

Rla

Arg

Pro

Asn
55

Pro

Gln

Leu

Gly
135

Arg

Gln
215

Pro

Leu

Gly
40
Ala

Ser

Leu

SEQ ID NO: 7:

Leu

Thr

Arg

Gly Thr

Ser

120

Lys

Ser

Asp

Ser
200

Cvs

Arg

3]
VY
[]

:ln

n
[es (]
(SN0

-
<
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oy

Ser

Val E:

Phe =

oL

Zis

14
[
0

Thr

Phe

Ser

2 Ser

235

Leu

Gln

Thr

Trp
60

Gly

Lys Se

Pro

140

Ser

Gln

Tyr

Lys

Ala
220

Val

Leu

Glu

Leu
45
Val

Met

Pro

Lys

=
1—
®

Thr
205

Asn

Val
30

Thr

Leu

Rla

Phe

*e

sesee
ssoe

s

Rla

15

Ala 1

Cys

Arg

vy Arg

Ser

95

Asp

Leu

Thxr

Glu

Ser

Thr

Thr

Gln

as0

Thr

Phe

AspD
240

eses

sean



Pro

Tyr

Leu

Val

Glu

305

Asn

Arg

Gln

Val

290

Trp

Lys

Ser Trp

Ala

His

275

Gln

Ser

Rla

Asn

245

Glu
260

His Cys

Leu Arg

Pro Glu

Arg

Glu Asn

Asp Asp

340

325

Aia
310

m
s
H

Ser

er Lys

Gln

295

Glu

Asn

Ser Leu Pro Val Glu Phe

Asp
385
Glu

Ala

Phe

Thr

Gln

Phe

Val

370

Lys

Thr

Glu

Gln

Lys
530

355

Ala

Gln

Cys A

Asn

Ser

Gln

Asp

Gln

515

Glu

Ala

Ile

Asn
420

r Gly

Glu

Phe

Pro

500

Trp

Phe

Pro

Arg

Lys

405

Leu

Phe

Phe

Glu

Leu

485

Thr

Leu

Leu

Asn

Glu

Gln

470

Gln

Thr

Gln

Gln

Met

Val

Ile

Asn

Leu

Glu

Val

455

Rla

Lys

Asn

Asp

Ser
535

Phe

Gly

Ser

Leu

49

Tyr

Phe
265

Thr

Thr

Phe
345

Pro Val

Ala

Met
520

Ser

ln Pro

t Cys

Lys
425
Thr

Leu

Rla

Ser
505

Leu

Arg

250

Thr

Ala

Phe

Pro

Pro

330

Arg

Leu

19
o
=

Lys

P4

490

Leu

+3
o
[t

\rg

Leu

Thr

Trp

Gly

Trp

315

Met

Asp

Pro Gly G

Thr

w H
O -
wr D

Ala

Leu

Tyr

Gln

475

Asn

Leu

Ala

Gln
300

Thr

Gln

Phe

Met

Gly
285

Ala

Al

Ser Al

r Ser

Glu

Val

Leu

460

Met

Leu

Thr

Leu I

Leu 7

540

1
s
0

Lys

w

W g
IO

seee
meoeo

. ws

Glu

Val

270

Leu

Glu

Ser

Leu

Asn

350

Glu

Glu

Asp

L

430

Asn

Ala

Leu

510

Leu

Gln

XX R
es e
[N X ]

Leu Arxg
255

Lys Asp
Arg Eis
Trp Ser
Arg Ser

320

Thr Thr
335

Ser Lys
Arg Ile
Arg Lys

400
Ala Leu
415
Gly Cys
Ile Thr
Arg Phe

480
Ile Thr
495
Gln Alz

Arg Ser

Met

peace

ess e
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(2) Informace o SEQ ID NO: 8:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 471 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoFfetézcova
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni

(11) DRUH MOLEKULY: peptid

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

Met Asn Ser Phe Ser Thr Ser Ala Phe Gly Pro Vzl Ala Phe Ser Leu
5 10 15

et

Gly Leu Leu Leu Val Leu Pro Ala Ala Phe Pro Alz Pro Val Pro Pro

20 25 30
Gly Glu Asp Ser Lys Asp Val Bla Ala Pro His Arg Gln Pro Leu Thr
35 40 45

Ser Ser Glu Arg Ile Asp Lys Gln Ile Arg Tyr e Leu Asp Gly Ile

50 55

Ser Ala Leu Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser
65 70 75 80

g
A
o

Ser Lys Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Lys Met Ala
85 30 95

Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gln Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu
100 105 110

Val Lys Ile Ile Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr

115 120 125

Leu Gln Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gln Alz Arg Ala Val Gln
130 135 1

Met Ser Thr Lys Val Leu Ile Gln Phe Leu Gln Lys Lys Ala Lys Asn
145 150 155 180

(]

Leu Asp Ala Ile Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu
165 170 175

Thr Lys Leu Gln Ala Gln Asn Gln Trp Leu Gln Asg Met Thr Thr His
180 185 190

Leu Ile Leu Arg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gln Ser Ser Leu Arg Ala
195 200 205

Leu Arg Gln Met Gly Gly Gly Gly Asp Pro Gly Gly Gly Gly Gly Gly

4

e
ec e
oo
e
sese
sove



Pro Gly Val Pro Pro

225

Pro Leu Ser Asn Val
245

Leu

Ala

Phe

Val

305

Gln

Ile

Glu

Val

385

Leu

Glu

Ser

Leu

Asn
465

Thr Thr Lys Ala

Glu Asp Phe Gln

Ser Cys Gln Leu

290

Ser Met Cys Val Ala
310

Thr Phe Gln Gly Cys
325
Thr Val Thr Ala Val

Gln Asp Pro His Ser

Leu Arg Tyr Arg Ala

370

Lys

Arg

Trp

Thr
450

Ala

260

275

340

355

Asp Leu Gln
His Val Val
405

Ser Glu Trp
420

Ser Pro Pro
435

Thr Asn Lys

Thr Ser Leu

Glu
230

Val

Ala

His
390

Gln

Ala

Asp

Pro
470

Glu

Cys

- Pro

Val

295

Ser

Gly

Bla

Leu

Pro

Glu 2

Ile

29

51

Gln

Glu

Val

Leu

Asn
345

Asn Ser

val

Ala

Ala

425

Glu

Asn

Leu

Gly

250

Arg

Tyr

Gly

Gly

Gln

330

Pro

Ser

Lys

Ile

Gln

410

Met

val

Ile

Ser

235

Pro

Lys

Ser

Asp

Arg

Phe

Thr

His
395

Cys

Arg

Phe

Gln

Ser
300

Phe
380

Asp

Glu

Thr

. Phe

460
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Phe Arg Lys

Pro

Leu

Phe

Pro

Ser
350

Leu

Pro

255

Ser

Gln

Tyr

Lys

Ala

335

Val

Arg

Trp

Ser

Gln

415

Thr

Gln

Ser
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Ser
240

Ser

Thr
320
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Met
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Glu
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PATENTOVE NAROKY

Chimérovy glykosylovany rozpustny protein (sIL-6R/IL-6)
receptoru interleukinu-6 (sIL-6R)-interleukin-6(IL-6) a
jeho biologicky aktivni analogy obsahujici fizni
proteinovy produkt mezi v podstaté celou prirozené se
vyskytujici formou IL-6R a v podstaté celou prirozené se
vyskytujici formou IL-6, pficemZz uvedeny sIL-6R/IL-6 a
jeho analogy se glykosyluji zptsobem podobnym, jako Je
glykosylace prirozené se vyskytujiciho sIL-6R a IL-6.
Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky aktivni
analogy podle naroku 1, kde uvedeny sIL-6R se fuzuje s IL-
6 prostfednictvim molekuly peptidového linkeru.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky aktivni
analogy podle néaroku 2, kde uvedeny linker Je velmi
kratky, neni imunogenni a tvofri Jej pfribliZzné 3
aminokyselinové zbytky.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky aktivni
analogy podle naroku 3, kde uvedeny linker je tripeptid se
sekvenci E-F-M (Glu-Phe-Met).

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky aktivni
analogy podle ndroku 2, kde uvedeny linker je peptid
obsahujici 13 aminokyselinovych zbytkd se sekvencl E-F-G-
A-G-L-V-L-G-G-Q-F-M (Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-
Gly-Gln-Phe-Met) .

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle libovolného z narokua 1
a? 4, ktery se oznadil sIL-6R8Val/IL-6 a mé& tripeptidovy
linker se sekvenci E-F-M mezi C-termindlni Val-356 sIL-6R
a N-termindlni Pro-29 IL-6, kde uvedeny chimérovy protein
ma sekvenci uvedenou na obrazku ¢. 3.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle libovolného z narokl

1, 2 a 5, ktery se oznadil sIL-6R3Val/IL-6 a m& peptidovy

linker tvofreny 13 aminokyselinami se sekvenci E-F-G-A-G-L-
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V-L-G-G-0-F-M mezi C-terminélni Val-356 sIL-6R a N-
terminalni Pro-29 IL-6, kde uvedeny chimérovy protein ma
sekvenci uvedenou na obrazku <. 3, kde tripeptid se
sekvenci E-F-M mezi polohami 357 aZ 359 na obrazku ¢. 3 Jje
nahrazen uvedenou sekvenci peptidu tvotreného 13
aminokyselinami.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle naroku 1, ktery se
oznacil IL-6/sIL-6R, mé& celou sekvenci IL-6, které
pfedchazi sekvenci sIL-6R s peptidovym linkerem tvofenym
14-ti aminokyselinami se sekvencl G-G-G-G-D-P-G-G-G-G-G-G-
P-G (SEQ ID NO: 6) mezi C-terminalni MET-212 IL-6 a VAL-
112 sIL-6R, pPfi¢emZ uvedeny chimérovy protein ma sekvenci
uvedenou na obrazku &. 11.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle libovolného z néroku 1
a? 8, ktery se produkuje vV savéich bunfikdch ve zcela
zpracované formé.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle naroku 9, ktery se
produkuje v lidskych bunkach.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 podle naroku 9, ktery se
produkuje v buiikach CHO.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho biologicky aktivni
analogy podle libovolného z narokd 1 aZ 11, které se
charakterizuji svou schopnosti inhibovat rast bunék vysoce
maligniho karcinomu.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky aktivni
analogy podle néaroku 12, které se charakterizujil svou
schopnosti inhibovat rust bunék vysoce maligniho melanomu.
Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a Jjeho biologicky aktivnl
analogy podle libovolného z naroka 1 az 11, které se
charakterizuji svou schopnosti vyvolat in vivo prijeti
lidskych krvetvornych bunék pfi transplantaci kostni
dfene.

Chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho biologicky aktivni

analogy podle libovolného z nadroka 1 az 11, ktere se

ses
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charakterizuji svou schopnosti ochréanit jatra pred
hepatoxickymi cinidly.

Sekvence DNA kédujici.chimérovy protein sIL-6R/IL-6 a jeho
biologicky aktivni analogy podle libovolného z naroka 1 az
11.

Vektor DNA, vyznacuijlec i s e tim 2Z e
obsahuje sekvenci DNA kédujici chimérovy protein sIL-
6R/IL-6 a jeho biologicky aktivni analogy podle
libovolného z naroka 1 az 11, ktery je vhodny pro expresi
uvedeného chimérového proteinu v savcich bunkéach.

Vektor DNA podle naroku 17,
vyznac¢ujici se t im, Z e je  vhodny pro
expresi uvedeného chiméroveho proteinu v lidskych bunikach.
Vektor DNA podle naroku 17,
vyznadcujilcl se t im, Z e je vhodny  pro
expresi uvedeného chimérového proteinu v bufikach CHO.

Vektor DNA podle 1libovolného =z naroka 17 az 19,

vyznacuijicl se t im, 2Z e se exprimuje
v savcich a lidskych bunkéach, pricemz exprimovany
chimérovy protein m& sekvenci, ktera dovoluje uplné

zpracovani chimérového proteinu savéimi nebo lidskymi
buiikami a vylucovani zcela zpracovaného chimérového
proteinu z bunék do kultiva&niho média, ve kterém uvedené
bunky rostou.

Vektor DNA podle libovolného z naroka 17 az 20,
vyznadc¢ujicl se ¢t im, Z e uvedeny vektor Je
plazmid oznaceny pcDNASIL-6R/IL-6 zahrnujici vektor
pcDNA3, ktery obsahuje sekvenci DNA kodujici chimérovy

protein sIL-6/IL-6 £fizenou cytomegalovirovym promotorem

(CMV) .

Vektor DNA podle libovolného z naroka 17 az 20,
vyznadcujicl se t i m, 2 e uvedeny vektor jJe
plazmid oznaceny pcDNAsIL-6R/L/IL-6 zahrnujici vektor
pcDNA3, ktery obsahuje sekvenci DNA koédujici chimérovy
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protein sIL-6/IL-6 Iizenou cytomegalovirovym promotorem
(CMV), a zZe V uvedené sekvenci DNA kédujici uvedeny
chimérovy protein sIL-6R/IL-6 Jje Vv restriké&nim misté EcoRI
umist&ném mezi sekvenci kdédujici &ast sIL-6R a sekvenci
kédujici &ast IL-6 proteinu zatlenéna sekvence linkeru
kédujici peptidovy linker.

Transformované sav&i bufiky obsahujici vektor DNA podle
libovolného z narokl 17 az 22
vyznadcujici se ¢t im, Z e Jsou schopny
exprimovat sekvenci chimérového proteinu sIL-6R/IL-6
nesenou uvedenym vektorem a zcela zpracovat exprimovany
protein a vyloucit ho do kultivadniho média, ve kterém se

uvedené bunky kultivuji.

Transformované bunky podle naroku 23,
vyznadc¢cujicil se ¢t im, 2 e jde o zde popsané
lidské embryonalni ledvinové buniky 293 (HEK293)

transfekované vektorem pcDNAsIL-6R/IL-6, pricemZ uvedené
punky jsou schopny exprimovat chimérovy protein sIL-6R/IL-
6, zcela zpracovat uvedeny protein a vyludovat uvedeny
protein do kultivacniho media, ve kterém se uvedené bunky
kultivuji, ve formé& glykoproteinu o molekulové hmotnosti
85 000.

Zptisob produkce chiméroveho proteinu nebo jeho biologicky
aktivnich analogl podle libovolneho z naroka 1 az 14,
vyznadujlci se tim Ze zahrnuje kultivaci
transformovanych bunék podle nédroku 23 nebo 24 za podminek
vhodnych pro expresi, zpracovani a vylugovani uvedeného
proteinu nebo analogd do kultivaéniho média, ve kterém se
uvedené bunky kultivuji, a &isténi uvedeného proteinu nebo
jeho analogl z uvedeného kultivacdniho média.

Zpusob podle naroku 25, vyznacuijicit
se tim, Z e ¢isténi probiha imunoafinitni
chromatografil za pouZiti monoklonalnich protilatek

specifickych pro sIL-6R.
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Pou?iti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 nebo analogl
podle libovolného z ndroka 1 a% 11, soli libovolného
z nich a jejich smé&si, jako inhibitoru buné&k karcinomu.
Pouziti chimérového proteinu nebo analogt podle naroku 27,
jako inhibitoru punék vysoce maligniho melanomu.

Pou?iti chimérového proteinu SsIL-6R/IL-6 nebo analogu
podle libovolného z naroka 1 a2 11, soli libovolného
z nich a jejich smési, Jjako aktivni slozky pro vyvolani
prijeti 1lidskych krvetvornych buné&k pfi transplantaci
kostni dfené.

Pou?iti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 nebo analogu
podle 1libovolného z naroka 1 az 11, soli libovolného
z nich a jejich smési, 3Jjako aktivni slozky pfi ochrane
jater proti hepatoxickym &inidlam.

Pousiti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 nebo analogl
podle libovolného z ndroka 1 az 11, soli libovolného
z nich a jejich smé&si, jako aktivni slozky pro zesileni
krvetvroby, pfi 1léCeni poruch jater a neurologickych
poruch nebo pEil jinych aplikacich, pti kterych se
pouzivaji IL-6 a sIL-6R.

Pousiti chimérového proteinu sIL-6R/IL-6 nebo analogu
podle libovolného z naroka 1 aZ 11, solil libovolného
2 nich a jejich smési pfi pripravé medikamentu pro 1lécbu
sav¢éich karcinomi zptsobem  inhibice bunék sav¢ich
karcinomd nebo pri ptiprave medikamentu pro posileni
transplantace kostni dEené zplisobem umoZiujicim ptijeti
lidskych krvetvornych bunék pfi transplantaci kostni
d¥ené& nebo pfri ptripravé medikamentu pro zesileni
krvetrvorby nebo pfi piiprave medikamentu pro l1é&bu poruch
jater nebo neurologickych poruch nebo pti priprave
medikamentu pro jiné aplikace, pfi kterych se pouzivaji
IL-6 nebo sIL-6R.

Farmaceuticka kompozice, vyznadcuijilc i s e

t i m, 2 e obsahuje jako aktivni sloku chimérovy protein
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sIL-6R/IL-6 nebo jeho analog podle libovolného z narokl 1
4% 11 a farmaceuticky pfijatelny nosi&, F*edidlo nebo
ekcipient.

Farmaceutické kompozice podle naroku 33,
vyznacujici se t im, zZ e je vhodna  pro
1é&bu zhoubného bujeni.

Farmaceutické kompozice podle naroku 33,
vyznacuijic i se tim 2Ze je vhodna  pro
zlep3eni transplantace kostni dfené.

Farmaceutické kompozice podle naroku 33,
vyznac¢cujicil se t im, 2 e je vhodna  pro
1é&bu jaternich a neurologickych poruch nebo pro zesileni
krvetvorby nebo pro jiné aplikace, pfi kterych se
pouzivaji IL-6 nebo sIL-6R.

Zpasob 1éCby zhoubného bujeni u savclt nebo zlepSeni
transplantaci kostni d¥end nebo 1é&by Jjaternich nebo
neurologickych poruch nebo =zesileni krvetvorby nebo
jinych aplikaci, pfi kterych se pouzivaji IL-6 nebo sIL-
6R, vyznac¢cuijilc i se tim Ze zahrnuje
aplikaci farmaceutické kompozice podle libovolného
2 narokt 33 aZ 36 pacientovi ve vhodné davkové formé a

vhodnym zpusobem aplikace.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

