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Skratené rozpustné receptory faktora nekrotizujiceho tumory

typu I a typu II

Oblast techniky

Predkladany vynalez sa tyka problematiky zapalov. Kon-

krétnejSie sa predkladany vyn&lez sa tyka problematiky skra-

tenych receptorov faktora nekrotizujiceho tumory (truncated

tumor necrosis factor receptors - sTNFRs).

Skratené sTNFR majui nasledovny vzorec: Ri—[Cys”—Cyslm]—Rz, kde

[Cys'®-Cys!®] predstavuje zvy3ky 19 aZ 103 sTNFR-I a kde dalej

R; predstavuje metionylovanu alebo nemetionylovani aminoskupinu

cys?®

aminokyselinového konca vybranych zo skupiny:

C

IC

SIC

NSIC

NNSIC

ONNSIC

PONNSIC
HPQNNSIC

IHPONNSIC

YIHPQNNSIC

KYIHPQONNSIC

GKYIHPQNNSIC

QOGKYIHPQNNSIC

PQGKYIHPQNNSIC

CPQGKYIHPQNNSIC

alebo aminokyselinového zvySku (alebo zvyskov)

(SEQ ID NO:15)
(SEQ ID NO:16)
(SEQ ID NO:17)
(SEQ ID NO:18)
(SEQ ID NO:19)

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

NO:20)
NO:21)
NO:22)
NO:23)
NO:24)
NO:25)
NO:26)



VCPQGKYIHPQONNSIC (SEQ ID NO:27)
SVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:28)
DSVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:29)

a kde R; predstavuje karboxyskupinu Cys!®

alebo karboxyskupinu
karboxy-koncového aminokyselinového zvy3ku vybraného zo
skupiny:
F
FN
FNC
FNCS  (SEQID NO:30)
FNCSL (SEQIDNO:31) .
FNCSLC (SEQIDNO:32)

FNCSLCL (SEQID NO:33); -

a od nich odvodenych obmien alebo derivatov, ale za predpokladu,
Ze ked R; predstavuje metionylovani alebo nemetiolovant
aminoskupinu aminokyselinovej sekvencie VCPQGKYIHPQNNSIC alebo
odtial odvodené N-termindlne skratenie 1 aZ 15 zvy3kov, potom
Ri-[Cys'®-Cys'®®]-R, nie je pridany variant vzorca R;-[Cys'®-Cys'®]-
FCCSLCL-R3;, kde Rj; predstavuje karboxyskupinu aminokyselinovych

111

zvyskov Asn!!!’-Asn!®! alebo skratenie na karboxylovom konci

111 161
Asn " "-Asn .

DoterajS$i stav techniky

Zapal je obranna reakcia tela na poranenie spdsobené
napriklad mechanickym poSkodenim, infekciou alebo pdsobenim
antigénov. Zapalova reakcia sa mdéZe prejavit patologicky, ked
je zapal indukovany nevhodnymi stimulmi (ako napriklad
autoantigénom), ked sa prejavuje vyraznym spdsobom alebo ked

stdle pretrvava aj po odstréneni pévodného $kodlivého &inidla.



Takato zapalovad reakcia mdZe zahfhat produkciu uréitych
cytokinov.

Zatial &o etioldgia zdpalov nie je doteraz uplne objas-
nena, v poslednom Case sa zlep3ila naSa znalost molekulovych
aspektov zapalov. Tento vyskum viedol k identifikacii ur&itych
cytokinov, o ktorych sa predpokladd, Ze hrajui vyraznd Glohu v
procesoch zépalu. Cytokiny si extraceluldrne proteiny, ktoré
modifikujd chovanie buniek, najm& tych buniek, ktoré su v
najbliZzSom okoli miesta syntézy a uvolfiovania cytokinov.
Faktory nekrotizujice tumory (TNFs) tvoria triedu cytokinov
produkovanych radom typov buniek, vrdtane monocytov a
makrofigov.

UZ predtym sa opisali najmenej dva typy TNF, konkrétne TNF
alfa (TNF o) a TNF beta (TNF B alebo lymfotoxin (lymphotoxin)).

Obidva sG aktivne ako trimérna molekula (trimeric molecule) a
predpokladd sa, Ze iniciuju prenos bunkovych signalov
prepojenim re_ceptorov (Engelmann et al. (1990), J. Biol.
Chem., 265:14497-14504).

Niektoré ddkazy naznacuju, Ze TNF-a a TNF-f st hlavnymi
cytokinmi zépalu. Tieto znadme TNF maju déleZité fyziologické
G€inky ra rad rozdielnych cielovych buniek, ktoré sa za-
castiiuju na zdpalovej odpovedi na rdzne podnety, napriklad na
infekciu alebo poranenie. Proteiny podnecuju sekréciu la-
tentnej kolagendzy (latent collagenase) a prostagladinu E; pri
fibroblastoch aj pri synovidlnych bunkdch (sinovial cells) a
dalej spdsobujli, Ze bunky osteocytov stimulujd resorpciu kosti.
Tieb proteiny zvy3uju povrchové adhezivne vlastnosti
endotelialnych buniek vo&i neutrofilom. Spésobuju aj to, Ze
endotelialne bunky sekretuji koagulaénu aktivitu a redukuja ich
schopnost rozkladat (lyse) zrazeniny. NavySe presmeruju
aktivitu adipocytov (adipocyte) od ukladania lipidov inhibiciou

expresie enzymu lipoproteinovd lipdza (lipoprotein lipase). TNF



taktieZ podnecujl u hepatocytov syntézu jednej triedy proteinov
znamych ako ,reaktanty akatnej fazy (acute phase reactants)",
ktoré pdésobia na hypotalamus ako pyrogény (pyrogens) (Selby et
al. (1988), Lancet, 1(8583): 483; Starness, Jr. et al. (1988)
J. Clin. Invest., 82: 1321; Oliff et al. (1987), Cell, 50: 555
a Wage et al. (1987), Lancet, 1(8529):355). Aj preklinické
vysledky na rdéznych zvieracich modeloch zapalov (vratane reuma-
tickej artritidy) naznac¢uji, Ze inhibicia TNF m& vyznamny dopad
na vyvoj choroby a jej vadZnost (Dayer et al. (1994), European
Cytokine Network, 5(6):563-571 a Feldman et al. (1995), Annals
Of The New York Academy Of Sciences, 66:272-278). Aj nedavne
predbeZné klinické testy na Iudoch s reumatickou artritidou s
inhibitormi TNF ukazali slubné vysledky (Rankin et al. (1995),
British Journal Of Rheumatology, 3(4):4334-4342; Elliot et al.
(1995), Lancet, 344:1105-1110; Tak et al. (1996), Arthritis and
Rheumatism, 39:1077-1081; a Paleolog et al. (1996), Arthritis
and Rheumatism, 39:1082-1091.

Proteinové inhibitory TNF sa uvadzajli v sprave EP 308
378 - proteiny izolované z mocu pacientov s horaékou
vykazuju TNF inhibiénd aktivitu. Efekt tychto proteinov je
pravdepodobne dany kompetitivnym mechanizmom na Grovni
receptorov. EP 308 378 opisuje proteiny dostatoéne &isté na
to, aby mohli byt charakterizované svojim N-koncom. Odkaz
ale ni¢€ nehovori o akejkolvek sekvencii DNA alebo rekombi-
nantne produkovanom inhibitore TNF.

Existuju ale aj udaje o rekombinantne pripravenych
inhibitoroch TNF. Napriklad EP 393 438 a EP 422 339 uvadza
aminokyselinové a nukleotidové seekvencie hotového (mature)
rekombinantného Iudského ,30 kDa inhibitora TNF“ (zndmeho aj
ako receptor p55 a ako sTNFR-I) a hotového rekombinantného
Iudského ,40 kDa inhibitora™ (znameho aj ako receptor p75 a
ako sTNFR-II); opisuje aj ich modifkované formy, ako napri-

klad fragmenty, funk&né odvodeniny a varianty. EP 393 438 a



EP 422 339 uvadza aj metddy izolacie génov kédujucich tieto
inhibitory, klonovanie prislu3nych génov vo vhodnych
vektoroch a bunkdch a expresiu génov vediicu k produkcii
inhibitorov. Hotovy rekombinantny ludsky 30 kDa inhibitor
TNF a hotovy rekombinantny Tudsky 40 kDa inhibitor je
schopny inhibovat TNF (EP 393 438, EP 422 339, PCT Publica-
tion No. WO 92/16221 a PCT Publication No. WO 95/34326.

STNFR-I a sTNFR-II su &lenmi receptorovej superrodiny
nervovy rastovy faktor/TNF, receptorov, ktoré zahfhaju
receptor nervového rastového faktora (nerve growth factor
reeceptor - NGF), antigén CD40 B buniek, Fas antigén a CD27
a CD30 antigény (Smith et al. (1990), Science, 248: 1019-
1023).

Najkonzervativnej3ia vlastnost v tejto skupine bunko-
vych povrchovych receptorov je na cystein bohaté, extrace-
lularny ligand viaZuca doména, ktord méZe byt rozdelend do
Styroch opakujicich sa motivov s asi 40 aminokyselinami a
ktord obsahuje 4 aZz 6 cysteinovych zvy3kov na znadne

konzervovanych poziciach (Smith et al. (1990)), vid vyssie).
EP 393 438 dalej pojedndva o 40 kDa TNF inhibitore AS1

a 40 kDa TNF inhibitore AS53, &o su skratené verzie rekombi-
nantnéhd 40 kDa proteinu inhibitora TNF s celou diZkou, kde
si odstrdnené aminokyselinové zvy3ky 51 alebo 53 na karboxy-
konci hotového proteinu. Odbornik oceni, Ze &§tvrtd doména
30 kDa inhibitora TNF aj 40 kDa inhibitora nie je nutn& na
inhibiciu TNF. Tento fakt bol potvrdeny viacerymi skupinami.
Pripravili sa varianty 30 kDa a 40 kDa inhibitorov TNF s
odstranenymi doménami a tieto varianty bez 3tvrtej domény si
zachovadvaju Gplnd TNF vdzbovu aktivitu; naproti tomu
varianty bez prvej, druhej alebo tretej domény si nezacho-
vavaju TNF vazbovi aktivitu (Corcoran et al. (1994), Eur. J.
Biochem., 223:831-840; Chih-Hsueh et al. (1995) The Journal



of Biological Chemistry, 270(6):2874-2878 a Scallon et al
(1995) Cytokine, 7(8):759-770).

Vzhladom na relativne nizku +*inhibiciu cytotoxicity,
ktord vykazuje 30kDa inhibitor TNF a 40 kDa inhibittor TNF
(Butler et al. (1994), Cytokine, 6(6):616-623), rbézne sku-
piny pripravili diméry proteinov TNF inhibitorov (Butler et
al. 1994, vid vyS$8ie a Martin et al. (1995), Exp. Neurol.,
131:221-228). Diméry ale méZu podnietit protilatkovid odpoved
(Martin et al. (1995), vid vyS$8ie a Fisher et al. (1996),
The New England Journal of Medicine, 334(26):1697-1702).

Cielom predkladaného vynalezu je poskytnut funké&ne
aktivne skratené sTNFR. Tento a dalSie ciele predkladaného

vynadlezu budd jasné z nasledovného opisu.

Podstata vynalezu

Predkladany vynédlez sa venuje funkéne aktivnym skrate-
nym formadm sTNFR-I a sTNFR-II, ktoré sa dalej uvadzaju ako
~Skrateny (skratené) sTNFR"“. Skratené sTNFR su modifikované
formy sTNFR-I a sTNFR-II, ktoré neobsahuju Stvrtd doménu
(aminokyselinové zvy3ky Thr127—Asp161 v sTNFR-I a amino-
kyselinové zvyd3ky Pro*'-Thr'” v sTNFR-II); &ast tretej
domény (aminokyselinové zvydky Asn'!!'-Cys!?® v sTNFR-I a
Pro'?’-Lys'® v sTNFR-II); a ktoré pripadne neobsahuju &ast
prvej domény (aminokyselinové zvysky Asp'-Cys!® v sTNFR-I a
Leu!-Cs® v sTNFR-II). Tieto nové inhibitory TNF (napriklad
TNF-a a/alebo TNF-B) maji vSeobecné uplatnenie.

Skratené sTNFR predkladaného vyndlezu zahfifiaju protei-
ny, ktoré zodpovedaju vzorcu Rl—[Cys”—Cysm3]—R2 a R4—[Cys”—
Cys!!®]-Rs. Tieto proteiny st skratené formy sTNFR-I a sTNFR-
II.

Vzorcom ,R;-[Cys'®-Cys!®®]-R;,“ sa rozumie jeden alebo

viac proteinov, kde [Cys!®-Cys!®] zodpovedaju sTNFR-I zvyZkom



19 aZ 103 pri €islovani aminokyselinovych zvysSkov podla
schémy na obrazku 1 (SEQ ID NO:2); kde R; predstavuje

metionylovanG alebo nemetionylovani aminoskupinu Cys!®

alebo
aminokoniec niektorého aminokyselinového zvysku(ov) z
nasledovnej skupiny:
C
IC
SIC
NSIC (SEQ ID NO:15)
NNSIC (SEQ ID NO:16)
ONNSIC (SEQ ID NO:17)
PONNSIC (SEQ ID NO:18)
HPQNNSIC (SEQ ID NO:19)
IHPQNNSIC (SEQ ID NO:20)
YIHPQNNSIC (SEQ ID NO:21)
KYTHPQNNSIC (SEQ ID NO:22)
GKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:23)
QGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:24)
PQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:25)
CPQQOKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:27)
- SVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:28)
DSVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:29)

3

a kde R, predstavuje karboxyskupinu Cys'®® alebo karboxy-

konce aminokyselinového zvy3ku vybraného zo skupiny:

F

FN

FNC
FNCS (SEQ ID NO:30)
FNCSL (SEQ ID NO:31)
FNCSLC (SEQ ID NO:32)



FNCSLCL (SEQ ID NO:33);

a ich variantov, ale za predpokladu, Ze ked R; predstavuje
metionylovani alebo nemetiolovani aminoskupinu aminokyse-
linovej sekvencie VCPQGKYIHPQNNSIC alebo skratenie N-konca o
1 az 15 zvyZkov, potom protein R;-[Cys’’-Cys!®]-R, nie je
variantom R;-[Cys!®-Cys'®3]-FNCSLCL-Rs, kde R; predstavuje
karboxyskupinu aminokyselinovej sekvencie Asn!'!-Asn!®! z
obrazka 1 alebo jeho skratenie na karboxykonci.

Nasledovné molekuly mbéZu sluZit ako priklady skratenych
STNFR-I predkladaného vyndlezu: NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC~-
[Cys'®-Cys'®]-FC-COOH (uvadzana aj ako sTNFR-I 2.6D/C105);
NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys'®-Cys'®] -FNCSL-COOH (uvadzana aj
ako sTNFR-I 2.6D/C106); NHz-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cysw-
Cys'®]-FN-COOH (uvaddzana aj ako STNFR-I 2.6D/N105); NH,-
MYIHPQNNSIC- [Cys!?-Cys'®®]-FNCSL-COOH (uvAddzana aj ako STNFR-I
2.3D/d8); NHp-M-[Cys'’-Cys!®*]-FNCSL-COOH (uvidzana aj ako
STNFR-I 2.3D/d18) a NH,-MSIS-[Cys'®-Cys!®®]-FNCSL-COOH
(uvéddzand aj ako sTNFR-I 2.3D/d15) bud metionylované alebo
nemetionylované a ich varianty a odvodeniny.

Pod ,Rq-[Cys?*-Cys'’®]-Rs" sa rozumie jeden alebo viac
proteinov, kde [Cys®’-Cys!'®] predstavuju zvysky Cys® a3

Cy5115

sTNFR-I podla schémy pouZitej na obrazku 8 (SEQ ID
NO:33) na ulahCenie porovnania a kde R4 predstavuje
metionylovani alebo nemetionylovani aminoskupinu Cys®? alebo
aminokyselinovy zvy$ok (zvy3ky) na aminokonci vybrané zo

skupiny:

MC

oMC
AQMC (SEQ ID NO:36)
TAQMC (SEQ ID NO:37)



QTAQMC (SEQ ID NO:38)

DQTAQMC (SEQ ID NO:39)

YDQTAQMC (SEQ ID NO:40)

YYDQTAQMC (SEQ ID NO:41)

EYYDQTAQMC (SEQ ID NO:42)

REYYDQTAQMC (SEQ ID NO:43)

LREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:44)

RLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:45)

CRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:46)
TCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:47)
STCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:48)
GSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:49)
PGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:50)
EPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:51)
PEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:52)
APEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:53)
YAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:54)
PYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:55)
TPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:56)
FTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:57)
AFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:58)
VAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:59)
QVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:60)
AQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:61)
PAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:62)
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:63)

a kde R3 predstavuje karboxyskupinu Cys!t®

alebo karboxy-
skupinu karboxykonca aminokyselinovych zvy3kov vybranych zo

skupiny:
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A

AP

APL
APLR (SEQ ID NO:64)
APLRK (SEQ ID NO:65)
APLRKC (SEQ ID NO:66)
APLRKCR (SEQ ID NO:67)

a ich variantov, ale za predpokladu, Ze ked R, predstavuje
metionylovandi alebo nemetionylovani aminoskupinu aminokyse-
linovej sekvencie TCRLREYYDQTAQMC alebo skratenie N-konca o
1 aZ 15 zvy3kov, potom Rs-[Cys3?-Cys!!®]-Rs nie je variantom
vzorca R,-[Cys**-Cys'!®]-APLRKCR-Rq, kde R¢ predstavuje
karboxyskupinu aminokyselinovej sekvencie Pro'?*-Thr!”® 2
obrazka 8 alebo skratenie jeho karboxykonca.

V jednom aspekte predkladaného vyndlezu sa méZu
pripravit skrdtené sTNFR v glykozylovanej alebo neglykozy-
lovanej forme. Skratené sTNFR sa pripravuju technikami
rekombinantného génového inZinierstva. Okrem toho sa
skratené sTNFR mdZu syntetizovat chemickymi technikami alebo
kombinaciou rekombinantnych a chemickych technik.

V inom aspekte predkladaného vynalezu sa méZ%u skratené
sTNFR modifikovat pripojenim skratenych sTNFR k polyméru
rozpustnému vo vode. Napriklad skriatené sTNFR sa mdéZu kon-
jugovat k jednej alebo viacerym molekuldm polyetylénglykolu
s cielom zlepsit farmakokinetickd U&innost zvi&Senim zdan-
livej molekulovej hmotnosti molekuly.

Dalsi aspekt predkladaného vyndlezu zahffia rézne poly-
nukleotidy kédujice skratené sTNFR. Vhodné nukleotidové
sekvencie zah¥fiaji napriklad tie konkrétne uvedené na
obrazkoch a taktieZ degenerované sekvencie a ich prirodzene
sa vyskytujice alelické varianty. Takéto sekvencie nukleo-

vych kyselin sa mdéZu pouZit pri expresii skratenych sTNFR v
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eukaryotickych alebo prokaryotickych hostitelskych bunkach,
kde su produkty expresie alebo ich derivaty charakterizované
schopnostou ovplyviovat aktivitu TNF.

Dal3im aspektom predkladaného vynalezu su vektory obsa-
hujtice polynukleotidy kédujice skratené sTNFR funkéne
spojené (operatively link) s amplifikaénymi a/alebo expresiu
riadiacimi sekvenciami. Prokaryotické aj eukaryotické hosti-
telské bunky mdéZu byt stabilne transformované alebo transfe-
kované takymito vektormi na expresiu skratenych sTNFR. Pred-
kladany vyndlez dalej zahrffia rekombinantni produkciu skrate-
nych sTNFR. Hostitelské bunky obsahujice takéto polynukleo-
tidy sa pestuji vo vhodnom Zivnom médiu a bunkami exprimova-
né skratené sTNFR sa pripadne izoluju z hostitelskych buniek
a/alebo Zivného média.

Dalsim aspektom predkladaného vyndlezu su farmaceutic-
ké zmesi obsahujice skratené sTNFR alebo ich derivaty.
Typicky méZu byt skratené sTNFR alebo ich derivaty pripra-
vené v spojeni s farmaceuticky vhodnymi nosiémi. Na
ulahéenie vyroby, uskladnenia, manipulacie, dopravy a/alebo
u¢innosti skrdtenych sTNFR a ich variantov sa mbéZe pouZit
rad materidlov.

Dalsi aspekt predkladaného vyndlezu sa tyka metéd
ovplyvnenia (methods of modulating) aktivity TNF. Konkrétne
choroby sprostredkované TNF (napriklad choroby sprostredko-
vané TNF-o a/alebo TNF-B) sa méZu liecit podavanim terape-
uticky uéinnych mnoZstiev skrdtenych sTNFR alebo ich
derivatov.

Polynukleotidy kédujice skrdtené sTNFR sa méZu vyuZit
aj v bunkovej terapii alebo v génovej terapii.

Skratené sTNFR predkladaného vyndlezu si vhodné najmid
na produkciu proteinu vo velkych mnoZstvach. Napriklad
sTNFR-I m& deamidované miesto vnitri aminokyselinovej sek-

vencie 111 a% 126 (aminokyseliny Asn!'l-G1ly!26). predpoklada
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sa, Ze absencia tohto miesta zvy3uje biochemicki stabilitu
purifikovaného proteinu a zniZuje moZnd degradiciu produktu,
¢o sa prejavi zvySenim stability proteinu pri jeho sklado-
vani. Skratené sTNFR maju menej disulfidovych mostikov ako
ostatné skér objavené proteiny inhibitorov TNF. Napriklad
sTNFR-I m& dva sulfidové mostiky vnitri sekvencie aminoky-
selin 111 aZ 126 a tri disulfidové mostiky vnutri sekvencie
aminokysellin 127 aZ 161; sTNFR-II m& disulfidovy mostik

medzi Cys'?! a Cys'®, cs!®? a cys?® a cys!'®® a cys!™.

ZnizZeny
pocet disulfidovych mostikov je dbéleZity preto, Ze vy3si po-
Cet tychto vazieb méZze komplikovat proces opdtovného sklada-
nia proteinu. Je prekvapivé, Ze skratené sTNFR maju menej
miest pre antigénne epitopy, ako majl ostatné skér opisané
proteiny inhibitorov TNF (napriklad skradtend forma sSTNFR-I s
prvymi troma doménami ma novy epitop vzniknuty odhalenim
uréitych zvyskov, vid priklad III), &o znaé&ne zniZi anti-
génnost a dalej dochddza k vyznamnému zniZeniu rychlosti
odburavania pri opakovanom podavani. Predpoklada sa, Ze
zniZend imunogénnost skratenych sTNFR je vhodnad na lie&enie
TNF-sprostredkovanych ochoreni, najma chronickych zapalovych
ochoreni.

Dalsie aspekty a vyhody vyndlezu budi odbornikom jasné

pri nasledovnom opise, kde sU podrobne opisané obvyklé

metddy (practice) predkladaného vyndlezu.
Detailny opis vynalezu

Predkladany vyndlez je zaloZeny na neodakdvanom ziste-
ni, Ze sa mbéZe zmen3it velkost sTNFR-I aj TNFR-II nielen
odstranenim Stvrtej domény, ale aj Casti tretej domény a
pripadne aj Casti prvej domény pri zachovani biologickej
aktivity a zniZeni antigénnosti. Produkcia tychto biologicky

aktivnych skrédtenych sTNFR alebo ich derivatov sa pokladad za
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vyhodnd minimdlne z nasledovnych dévodov. Po prvé tieto
molekuly méZu mat o jedno potencidlne destabilizujice
deamidované miesto menej. Po druhé tieto molekuly maji menej
disulfidovych mostikov a to ulah&i pripadnu purifikdciu a
opdtovné skladanie. Po tretie tieto molekuly majd men3i
podet miest pre moZné antigénne epitopy.

Tu pouZivany termin ,skrateny(é) sTNFR“ zahrfia jeden
alebo viac biologicky aktivnych, syntetickych alebo rekombi-
nantnych, molekdl vzorca Rl—[Cysm-Cysma]—Rz alebo

Rq- [Cys32-Cys!?

]-Rs a ich varianty (vratane inzeré&nych, sub-
stituénych a dele&nych), ktoré su opisané niZiie.

Tu pouZivany termin ,biologicky aktivny"“ znamena, Ze
skrateny sTNFR vykazuje podobné TNF inhibi&né vlastnosti ako
sTNFR-I a/alebo sTNFR-II, aj ked nie nutne vSetky a nie
nutne v celom rozsahu. VSeobecne skratené sTNFR a ich odvo-
deniny maja schopnost inhibovat TNF. Biotesty skratenych
sTNFR suU opisané niZSie v ¢asti Priklady II. Vyber konkrét-
nych TNF inhibiénych vlastnosti z&visi od poZadovaného
pouzZitia skrateného sTNFR.

Skratené sTNFR proteiny sa mdZu vyhodne produkovat
rekombinantnymi tchnikami v bakteridlnych, cicav&ich alebo
hmyzich .bunkovych systémoch a mé%u byt bud v glykozylovanej,
alebo neglykozylovanej forme. Alternativne sa mbéZu synteti-
zovat chemicky. Produk&éné metdédy preferované v suasnosti su
opisané detailne niZiie.

VSetky skradtené sTNFR sa méZu typicky izolovat a puri-
fikovat na zna¢nid Cistotu a zbavit tak ostatnych proteino-
vych materidlov (napriklad neskrdtenych sTNFR). Uprednostiiu-
je sa, ked je skradteny sTNFR na asi 80 % zbaveny ostatnych
proteinov, ktoré méZu byt pritomné vzhladom na produké&nt
techniku pouZitl pri priprave skratenych sTNFR. Je vyhodné€,
ak je protein e3te ¢istej3i (na viac ako 90 %, 95 % alebo na

viac ako 98 %). Je ale cenné, ked sa poZadovany protein méze
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pred poddvanim kombinovat s dal$imi aktivnymi komponentmi,
chemickymi zli&eninami a/alebo vhodnymi farmaceutickymi

materidlmi, ako sa opisuje podrobnejdie nizZsie.

Skratené sTNFR

Skratené sTNFR predkladaného vyndlezu méZu byt jednym
alebo viacerymi proteinmi reprezentovanymi nasledovnym
vzorcom:
Ri- [Cys'’-Cys'®]1-R,,
kde [Cys'®’-Cys'®] predstavuje zvysky 19 aZ 103 (pri ozna&eni
aminokyselinovych zvySkov pouZitom na obrazku 1 (SEQ ID
NO:2)), kde R, predstavuje metionylovant alebo nemetionylo-
vani aminoskupinu Cys'’ alebo aminokyselinovy zvysok (zvysky)

na aminokonci patriace do nasledovnej skupiny:

C

ZC

SIC
NSIC (SEQ ID NO:15)
NNSIC (SEQ ID NO:16)
QNNSIC (SEQ ID NO:17)
PONNSIC (SEQ ID NO:18)
HPQNNSIC (SEQ ID NO:19)
IHPQNNSIC (SEQ ID NO:20)
YIHPQONNSIC (SEQ ID NO:21)
KYTHPQONNSIC (SEQ ID NO:22)
GKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:23)
QGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:24)
POGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:25)
CPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:27)
SVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:28)
DSVCPQGKYIHPQONNSIC (SEQ ID NO:29)
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3

a kde R, predstavuje karboxyskupinu Cys'?® alebo  aminoky-

selinovy zvy3ok karboxykonca vybrany z nasledovnej skupiny:

F
FN
FNC
FNCS (SEQ ID NO:30)
FNCSL (SEQ ID NO:31)
FNCSLC (SEQ ID NO:32)
FNCSLCL (SEQ ID NO:33);

a ich varianty, ale za predpokladu, Ze ked R; predstavuje
metionylovandi alebo nemetionylovanut aminoskupinu aminokyse-
linovej sekvencie VCPQGKYIHPQNNSIC alebo skratenie N-konca o
1 az 15 zvySkov, potom Rl—[Cysw—Cyslm]—Rg protein nie je
variantom vzorca R;-[Cys!’-Cys!®*]1-FNCSLCL-R;, kde R; pred-
stavuje karboxyskupinu aminokyselinovej sekvencie Asn!!l-

Asn!6?

z obrazka 1 alebo skratenie jeho karboxykonca.
V dalSom pripade skrdtené sTNFR predkladaného vynalezu
méZu byt jednym alebo viacerymi proteinmi reprezentovanymi
nasledovnym vzorcom:
R~ [Cys32-Cys!!®] ~Rs,
kde [Cys®*-Cys'!®] reprezentuje STNFR-II zvysky Cys* az

15 podla schémy &islovania aminokyselinovych zvyZkov na

Cys
obrazku 8 (SEQ ID NO:35), kde R4 predstavuje metionylovanu
alebo nemetionylovant aminoskupinu Cys3 alebo aminokyseli-
novy zvy3ok (zvySky) na aminokonci patriaci do nasledovnej

skupiny:

MC
QMC
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AQMC (SEQ ID NO:36)

TAQMC (SEQ ID NO:37)

QTAQMC (SEQ ID NO:38)

DQTAQMC (SEQ ID NO:39)

YDQTAQMC (SEQ ID NO:40)

YYDQTAQMC (SEQ ID NO:41)

EYYDQTAQMC (SEQ ID NO:42)

REYYDQTAQMC (SEQ ID NO:43)

LREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:44)

RLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:45)

CRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:46)
TCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:47)
STCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:48)
GSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:49)
PGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:50)
EPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:51)
PEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:52)
APEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:53)
YAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:54)
PYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:55)
TPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:56)
_FTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:57)
AFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:58)
VAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:59)
QVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:60)
AGVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:61)
PAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:62)
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:63)

5

a kde R; predstavuje karboxyskupinu Cys''® alebo aminokyseli-

novy zvySok karboxykonca vybrany z nasledovnej skupiny:
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A

AP

APL
APLR (SEQ ID NO:64)
APLRK (SEQ ID NO:65)
APLRKC (SEQ ID NO:66)
APLRKCR (SEQ ID NO:67)

a ich varianty, ale za predpokladu, Ze ked R; predstavuje
metionylovani alebo nemetionylovani aminoskupinu aminokyse-
linovej sekvencie TCRLREYYDQTAQMC alebo skratenie N-konca o
1 az 15 zvyskov, potom Rf—[Cys”-Cyslw]—Rs nie je variantom
vzorca Ry-[Cys3?-Cys!'®]-APLRKCR-R¢, kde R¢ predstavuje karbo-
xyskupinu aminokyselinovej sekvencie Pro'?*-Thr'’® z obrazka 8
alebo jeho skratenie na karboxykonci.

Dalsim aspektom predkladaného vyndlezu je jeden alebo
viac variantov R;-[Cys!®-Cys!®®]-R; a R4-[Cys3?-Cys!!®]1-Rs bud
metionylovanych alebo nemetionylovanych. Termin ,skrateny
(skratené) sTNFR“ teda zahrfia jeden alebo viac prirodzene sa
vyskytujucich alelickych variantov R;-[Cys'’-Cys'®]-R, a Rq-
[Cys3?-Cys'!®]-Rs a jeden alebo viac variantov proteinov, kde
boli aminokyselinové zvySky v aminokyselinovych sekvenciéach
R;-[Cys'®-Cys!®]-R, a Ry-[Cys’?-Cys!!®]-Rs odstranené (,dele&né
varianty“), v¢lenené (inzercné varianty“) alebo substituova-
né (,substituéné varianty“).

Delécie sekvencii aminokyselin su typicky v rozsahu asi
od 20 aminokyselinovych zvySkov; spravidla sa ale jedna o
asi 1 az 10 zvy3kov a najCastejsie o 1 aZ 5 zvySkov, takie
nedéjde k naruSeniu konformdcie proteinu. Mysli sa delécia
na N-konci, C-konci a vnaitornych intrasekvencidch. Pocet

celkovych delécii a/alebo naslednych delécii bude zvoleny
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tak, aby sa zachovala tercidrna Struktira proteinu v ovplyv-
nenej doméne, napriklad cysteinovéd kriZova viazba.
Delécie vnutri aminokyselinovej sekvencie R;-[Cys!®-

103]1_R, a vnutri aminokyselinovej sekvencie Rq-[Cys3?-

Cys
CyslH]—Rs sa mdézu uskutocniovat v oblasti nizkej homolébégie so
sekvenciami ostatnych &lenov receptorovej rodiny NGF/TNF v
skupine bunkovych povrchovych membrénovych proteinov. Delé-
cie vnitri aminokyselinovej sekvencie R;-[Cys!®-Cys!®®]-R, a
vnitri aminokyselinovej sekvencie Rq-[Cys3?’-Cys!!®]-Rs sa méZu
uskutocniovat aj v oblasti vyznamnej homoldégie so sekvenciami
ostatnych &lenov receptorovej rodiny NGF/TNF a potom je
vdc¢8ia pravdepodobnost vyznamnej modifikacie biologickej
aktivity. Sekvenéna podobnost medzi &lenmi NGF/TNF recepto-
rovej rodiny je konkrétne obzvlast vysoka v oblastiach
zodpovedajicich prvym dvom disulfidovym sluckam domény 1,
celej doméne 2 a prvej disulfidovej slucke domény 3 (Banner
et al. (1993), Cell, 73:431-445). Prikladom dvoch deleénych
variantov R;-[Cys'®-Cys!®®]-R; si R;-[Cys'®-(AThr?®)- Cys'®*]-R,
a R;-[Cys'®- (ACys'’-Lys?!)Cys'®®]1-R,, kde R; a R, zodpovedaju
vyS5ie uvedenej definicii. Prikladom troch dele&nych varian-
tov R4-[Cys®?-Cys'’®]-Rs st Ry4-[Cys®?-(ACys!?®) cys!!®]-Rs, R;-
[Cys®- (ACys!!5-Lys!5) Cys!®®-R, a Rq- [Cys32- (ACyst!®-
Arg't®)Cys!’®]-Rs, kde R; a R? zodpovedaji vysSie uvedenej
definicii.

Pridanie sekvencii aminokyselin mdZe zahrfhat fuzie na
amino- a/alebo karboxykonci v rozsahu diZok od jedného
zvy8ku do sto alebo viac zvySkov a aj interné intrasekven-
¢né inzercie jedného alebo viacerych aminokyselinovych
zvySkov. Interné adicie su spravidla v rozsahu 1 aZ 10
aminokyselinovych zvy3kov, CastejSie v rozsahu 1 aZ 5 ami-
nokyselinovych zvySkov a najCastejS$ie v rozsahu 1 aZ 3 ami-

nokyselinovych zvyskov.
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Adiéné varianty aminokonca zahffiaju pridanie metioninu
(napriklad ako vysledok priamej expresie proteinu v bakte-
ridlnych rekombinantnych bunkovych kultiirach) alebo dal3ie
aminokyselinové zvy$ky alebo sekvencie. Dalsi priklad in-
zercie na aminokonci zahffa fuziu signédlnej sekvencie,
niekedy s ostatnymi pre-pro sekvenciami, na ulah&enie
sekrécie proteinu z rekombinantnych hositelskych buniek. Pri
prokaryotickych hostitelskych bunkdch, ktoré nerozoznavajua a-
nespracovavaju pdvodné signédlne sekvencie sTNFR-I a sTNRF-
II, sa mdZu signdlne sekvencie nahradit prokaryotickymi
signalnymi sekvenciami, napriklad zo skupiny alkalickych
fosfataz, penicildz alebo podiatognej sekvencie teplotne
odolného enterotoxinu II. Pri kvasniciach sa méZu signalne
sekvencie vybrat napriklad zo skupiny kvasnicovych invertaz,
alfa faktora alebo poéiato&nej sekvencie kyslej fosfatazy.
Pri cicav&ich bunkadch je expresia pévodnych signélnych
sekvencii s-TNFR-I a sTNFR-II (EP 393 438 a EP 422 339)
dostatodna, aj ked mdéZu byt vhodné aj iné cicavCie signalne
sekvencie (napriklad sekvencie odvodené od ostatnych &lenov
rodiny NGF/TNF).

Adiéné varianty na karboxykonci nezahffaju pridanie
jedného .alebo viacerych aminokyselinovych zvySkov, ktoré by
ovplyvihovali rekonstitlciu s-TNFR-I alebo sTNFR-II. Je
7iaduce, ked adi&né varianty na karboxykonci nezahffiajua
pridanie jedného alebo viacerych zvySkov karboxylovej
kyseliny, ktoré by ovplyvnili rekonStituciu tretej alebo
stvrtej domény s-TNFR-I alebo sTNFR-II. Prikladom adi&ného
variantu na karboxykonci mdéZu byt chimerické proteiny zahrf-
Rajice fuziu R;-([Cys'®-Cys!®®]-R, alebo Re-[Cys**-Cys'’®]-Rs s
celou alebo castou kon3tantnej domény tazkého alebo lIahkého
retazca ludského imunoglobulinu. Takéto chimerické proteiny
sa preferuju, ked ich imunoglubulfhové Cast zahrha v3etky

domény okrem domény kon3tantnej oblasti taZkého retazca
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Yudského imunoglubulinu, ako je IgG, IgA, IgM alebo IgE
(najm& IgG, napriklad IgGl alebo IgG3). Odbornik oceni, Ze
(ak TNF viaZuca Cast stdle viaZe TNF a imunoglobulinova &ast
vykazuje jednu alebo viac svojich charakteristickych
vlastnosti) sa mdZe akadkolvek aminokyselina kaZdej imunoglo-
bulinovej casti odstranit alebo nahradit jednou alebo via-
cerymi aminokyselinami alebo Ze sa méZe pridat jedna alebo
viac aminokyselin.

DalSou skupinou s varianty so substitiiciou amino-
kyseliny. VSetky tieto varianty majld najmenej jeden amino-
kyselinovy zvySok v Rl—[Cys”—Cys””]—Rz alebo Ry4-[Cys3?-
Cys'*®]-Rs odstraneny a nahradeny odliZnymi zvy3kami na ich
miestach. Substituc¢né varianty zahrfhaju alelické varianty,
ktoré st charakterizované zmenami v prirodzene sa vysky-
tujicich nukleotidovych sekvenciach v druhovej populécii,
ktoré méZu alebo nemusia mat za nésledok zmeny aminokyselin.
Odbornici méZu pouZit akukolvek zndmu informaciu o vizbovom
alebo aktivnom mieste polypeptidu pri vybere moZnych miest
pre mutacie.

Jedna metdéda identifikdcie aminokyselinovych zvy$kov
alebo oblasti pre mutagenézu proteinu sa nazyva ,mutagenéza
alaninovym vyhladanim™ (ala_nine scanning mutagenesis)
(Cunningham a Wells (1989), Science, 244:1081-1085, ktorého
opis je tu zahrnuty odkazom). V tejto metéde je identifiko-
vany aminokyselinovy zvy3ok alebo skupina cielovych zvy3kov
proteinu (napriklad nabité zvysky, ako Arg, Asp, His, Lys a
Glu) a nahradeny neutralnou alebo negativne nabitou aminoky-
selinou (najlep3ie alaninom alebo polyalaninom) s cielom
ovplyvnit interakciu aminokyselin s okolitym vodnym prostre-
dim vnitri alebo mimo bunky. Tieto zvy3ky, ktoré vykazuju
funk&nl citlivost na substitucie, si dalej analyzované vile-
nenim dalsSich alebo inych zvyskov na miesto substitucie. Tak

sa vopred urCi miesto na v&lenenie zmenenej sekvencie nukle-
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ovych kyselin. Na dalSiu optimalizaciu vlastnosti mutacie na
danom mieste sa mdéZe uskutodnit alaninové vyhladavanie alebo
ndhodna mutagenéza. Pri vyslednych variantnych polypeptidoch
sa zistuje optimélna kombindcia Ziaducej aktivity a stupna
aktivity.

zaujmové miesta na substituéni mutagenézu zahfhajua
miesta, kde su aminokyseliny vyskytujuce sa v R,- [Cys!®-
Cys'®]-R, alebo Rq-[Cys*’-Cys''®]-Rs vyznamne odli3né (¢o sa
tyka podstatnej &asti bo&ného retazca, ndboja a/alebo
hydrofébnosti) od proteinov podobnych sTNFR, ako sid
napriklad sTNFR rdéznych inych druhov alebo inych ¢lenov
receptorovej rodiny NGF/TNF.

Dalsie zadujmové miesta zahrfaja tie, v ktorych su
urdité zvysky podobné alebo identické so zodpovedajicimi
miestami pri proteinoch podobnych sTNFR-I a proteinoch
podobnych sTNFR-II. Takéto miesta si v3eobecne ddleZité pre
biologickt aktivitu proteinu. Napriklad skuseny odbornik
chape, Ze pred tymto vyndlezom nebol vplyv skratenia sTNFR-I
a sTNFR-II na ich prislusnu trojrozmernd Strukturu
predvidatelny. Ale na zaklade tu uvedenych vysledkov
odbornik oceni, Ze prvé principy vyvoja stratégie na tvorbu
variantnych proteinov sa mohli ¢iastoCne zakladat na skér
vysvetlenych ddajoch pre sTNFR-I a sTNFR-II s uplnou dizkou.
Nasledovné informdcie boli teda objasnené o sTNFR (Banner et
al. (1993), vid vyssie a Fu et al. (1995), Protein
Engineering, 8(12):1233-1241). Ako potencidlne dbleZité pre
stabilizaciu zodpovedajucej Struktiry domény 1, 2 a 3 sa
identifikovali zvydky Tyr®, Thr®’, His®* domény 1, zvysky
Phe?®, Ser®, Asp®® domény 2 a zvydky Tyr®? a Ser!”” domény 3.
Zvysky Pro'? a His®® boli identifikované ako potenci&lne

vzdjomne sa ovplyviiujlice so Ser®®-Tyr®” na subjednotke C
TNFa. Zvysky Glu®-Phe® boli identifikované ako podstata

sluéky, ktora sa potencidlne vzajomne ovplyviiuje so zvy3kami
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Leu”-Arg32 podjednotky A TNFa. Zvy$ky Gly48 boli
identifikované ako vzajomne sa ovplyviiujuce s Asn!?-Pro?® na
podjednotke A TNFa. ZvySky His%®-1Le® boli identifikované ako
déieiity prvok v konformécii prediZeného pramena a
interakcia bo&ného retazca so zvySkami Arg3'-ala®’ na
podjednotke A TNFa bola potencidlne identifikovana

so zvy3kom His®® sTNFR-I, ktoré sa 3Specificky vzadjomne
ovplyviiuje so zvy3kom Arg3!. Zvysky Lys®-Arqg® boli
identifikované ako ddéleZity prvok v konformacii predizeného
pramefia a zistilo sa, Ze vykazuju interakcie bo&ného retazca
a hlavného retazca so zvySkami Alal%-Glu'*® a reziduom Glu‘®

t69

na podjednotke A TNFa. Pri reziduu Me sa identifikovala

mo¥na interakcia so zvy3kom Tyr'!> na podjednotke A TNFa.
Zzistilo sa, e zvydky His*'-Phe'® tvoria slu&ku, ktora sa
vz&jomne ovplyviiuje so zvyskami Thr’?-Leu’® a Asn'’’
podjednotky C TNFa a zvyskom Trp®® sTNFR-I, 3pecificky sa
ovplyviiujicim so zvyskami Ser’*-Thr’? na podjednotke C TNFa,
Leu'®® sTNFR-I (ktoré je v tesnej blizkosti so zvySkom Asn'¥’

na podjednotke C TNFa) so zvySkom Gln'®? sTNFR-I (ktoré sa

Specificky vzadjomne ovplyviiuje so zvySkom Pro''’ na

podjedndtke A TNFa) . (Residues His*-Phe!’! have been identified as
forming a loop which interacts with residues Thr’’-Leu’ and Asn'¥’ of
subunit C of TNFa, with residue Trp’6 of sSTNFR-I specifically
interacting with residues Ser’*-Thr'? on subunit C of TNFa, Leu'® of

7

STNFR-I being in close proximity with residue Asn'’ on subunit C of

TNFa and residue Gln!%? of sSTNFR-I specifically interacting with

3

residue Pro!'® on -subunit A of TNFa).'

Odbornik potom oceni,
e najprv by sa mali tieto miesta modifikovat substituciou
relativne konzervativnym spdsobom.

Takéto konzervativne substitucie si uvedené v tabulke 1
pod zahlavim ,Preferované substiticie (Preferred Substitu-

tions). Ak takéto substiticie vyvolaju zmeny biologickej
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aktivity, potom sa méZu pouZit vyraznejsie substituéné zmeny
(vzorové substiticie, Exemplary substitutions) a/alebo sa
méZu uskutolénit dalSie adicie/delécie a potom analyza
vyslednydh produktov.

Tabulka 1: Substiticie aminokyselin

Povodny zvySok Preferovana Vzorova

substitucia substituicia

Ala (A) Val Val; Leu; Ile

Arg (R) Lys Lys; Gln; Asn

Asn (N) Gln Gln; His; Lys; Arg

Asp (D) Glu Glu

Cys (C) Ser Ser

Gln (Q) Asn Asn

Glu (E) Asp Asp

Gly (G) _ Pro Pro

His (H) Arg Asn; Gln; Lys; Arg

Ile (I) Leu Leu; Val; Met; Ala; Phe;

norleucin (norleucine)

Leu (L) Ile norleucin (norleucine);

Ile; Val; Met; Ala; Phe

Lys (K) Arg Arg; Gln; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; Ile

Phe (F) Leu Leu; Val; Ile; Ala

Pro (P) Gly Gly

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr

Tyr (Y) Phe Trp; .Phe; Thr; Ser

Val (V) Leu Ile; Leu; Met; Phe; Ala;

norleucin (norleucine)
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Pri takychto zmendch obdobnej povahy sa mdéZie brat do uvahy
hydropaticky index (hydropatic index) aminokyselin. KaZdej
aminokyseline bol priradeny hydropaticky index na zaklade jej
hydrofébnosti a charakteristik ndboja. Hodnoty sd nasledovné:
izoleucin (+4,5); valin (+4,2); leucin (+3,8); fenylalanin
(+2,8); cystein/cystin (+2,5); metionin (+1,9); alanin (+1,8);
glycin (-0,4); treonin (-0,7); serin (-0,8); tryptofan (-0,9);
tyrozin (-1,3); prolin (-1,6); histidin (-3,2); glutamat
(-3,5); glutamin (-3,5); aspartat (-3,5); asparagin (-3,5):
lyzin (-3,9) a arginin (-4,5).

Délezitost hydropatického indexu aminokyselin pri
porovnani interaktivnych biologickych funkcii na proteiny je
odbornikom spravidla jasnéd (Kyte a Doolittle (1982), J. Mol.
Biol., 157:105-131, ktorého opis je tu zahrnuty pomocou
odkazu). Je zndme, Ze urcité aminokyseliny mézZu byt
substituované za iné s podobnym hydropatickym indexom alebo
stavom a stdle sa zachova podobna biologicka aktivita. Ak sa
robia zmeny zaloZené na hydropatickom indexe, preferuju sa
substiticie aminokyselin, ktorych hydropaticky index je
v rozsahu +2 alebo lep$ie v rozsahu *1 alebo najlep3ie #0,5.

Odbornikom je zndme aj to, Ze substiticia podobnych
aminokyselin sa mdéZe efektivne uskutoénit na zéklade
hydrofilnosti najmd vtedy, ked biologicky funk&ny
ekvivalentny protein alebo peptid takto vytvoreny sa bude
pouZivat na imunologické ucely ako v tomto pripade.

US patent 4 554 101 (ktorého opis je tu zahrnuty
odkazom) hovori, Ze najviad8ia miestna priemernd hydrofilnost
proteinu (ur&ovand hydrofilnostou svojich prilahlych
aminokyselin) koreluje s jeho imunogénnostou a antigénnos-
tou, t.j. s biologickymi vlastnostami proteinu.

Ako sa detailne opisuje v US Patent 4 554 101,
jednotlivym aminokyselinovym zvySkom sa priradili nasledovné

hodnoty hydrofilnosti: arginin (+3,0); lyzin (+3,0);
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aspartat (3,1#1); glutamdt (+3,0 +1); serin (+0,3);
asparagin (+0,2); glutamin (+0,2); glycin (0); treonin
(-0,4); prolin (-0,5 %1)); alanin (-0,5); histidin (-0,5);
cystein (-1,0); metionin (-1,3); valin (-1,5); leucin
(-1,8); izoleucin (-1,8); tyrozin (-2,3); fenylalanin (-2,5)
a tryprofan (-3,4).

Ak sa robia zmeny zaloZené na podobnej hodnote hodndt
hydrofilnosti, preferuju sa substitGcie aminokyselin,
ktorych hodnoty hydrofilnosti si v rozsahu 2 alebo lepSie
+1 alebo najlepSie *0,5.

U.S. Patent 4 554 101 opisuje aj identifikaciu a
pripravu epitopov z primérnej aminokyselinovej sekvencie na
zdklade hydrofilnosti. Metédou uvedenou v U.S. Patent 4 554
101 by bol odbornik schopny identifikovat epitopy vnitri
sekvencie aminokyselin, ako sU tu opisané sekvencie sTNFR.
Tieto oblasti su uvedené ako ,epitopové vnutorné oblasti™
(epitopic core regions).

Rad vedeckych publikdcii bol zamerany na predpoved
sekundérnej &truktury a identifikaciu epitopov analyzou
sekvencie aminokyselin (Chou a Fasman (1974), Biochemistry,
13(2) :222-245; Chou a Fasman, Biochemistry, 113(2):211-222;
Chou a Fasman, (1978) Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol.,
47:45-148; Chou a Fasman, Ann. Rev., Biochem., 47:251-276 a
Chou a Fasman (1979), Biophys. J., 26:367-384 (ktorych opisy
s tu zahrnuté odkazom). Okrem toho sa v suasnosti
k-dispozicii po&itacCové programy na pomoc s predpovedou
antigénnych casti a epitopovej vnutornej oblasti proteinov.
Prikladom sU programy zaloZené na Jamesonovej-Wolfovej
analyze (Jameson a Wolf (1998). Comput. Appl. Biosci.,
4(1):181-186 a Wolf et al. (1988), Comput. Appl. Biosci.,
4(1):187-191, ktorych opisy su tu zahrnuté odkazom), program
PepPlot (Brutlag et al. (1990), CABS, 6:237-245 a Weinberger
et al. (1985), Science, 228:740-742, ktorych opis je tu
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zahrnuty odkazom) a ostatné nové programy na predpoved
tercidrnej StruktGry proteinov (Fetrow a Bryant (1993),
Biotechnology, 11:479-483, ktorého opis je tu zahrnuty
odkazom) .

O&akava sa, Ze konzervativne modifikdcie sekvencii
aminokyselin (a prislu3né modifikdcie kédujucej sekvencie
nukleovych kyselin) R;-[Cys'®-Cys!®®]-R, alebo R,-[Cys™¥-
Cys'!®]-Rs daju proteiny s podobnymi funkciami a chemickymi
charakteristikami ako modifikovany protein.

Naproti tomu sa mdéZe dosiahnut vyznamnd modifikacia vo
funkcii a/alebo chemickej charakteristike R;-[Cys'®-Cys'®’]-R;
a Rq-[Cys®?-Cys'’®]-Rs vyberom substittGcii, ktoré sa vyrazne
lisia svojim vplyvom na zachovanie: a) Struktary
polypeptidovej kostry v oblasti substiticie (napriklad
skrutkovicova konformacia alebo konformacia listu), b)
nadboja alebo hydrofébnosti proteinu na cielovom mieste, c)
prevaznej &asti bo&ného retazca. Prirodzene sa vyskytujice
zvyiky st rozdelené do skupin zaloZenych na vlastnostiach
bo&ného retazca:

A. hydrofébne: norleucin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

B. neutrdlne hydrofilné: Cys, Ser, Thr;

C. ‘kyslé: Asp, Glu;

D. zasadité: Asn, Gln, His, Lys, Arg;

E. zvysky, ktoré ovplyviuji orientdciu retazca: Gly,

Pro a

F. aromatické: Trp, Tyr, Phe.

Nekonzervativne substiticie mbéZu zahffiat vymenu ¢lena
jednej z tychto skupin za iny. Takato zamena sa mdZe vniest
do oblasti R;-[Cys!®-Cys'®]-R; a R4-[Cys*’*-Cys!!®]-Rs, ktoré su
homolégne alebo nehomolégne s inymi €lenmi rodiny receptorov
NGF/TNF.

Specifické mutdcie sekvencii R;-[Cys'®-Cys'®]-R; a Rq-

[Cys32-Cys!!®]-Rs m6é%u zahffiat substiticiu nepdvodnych (non-
P Y
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native) aminokyselin na N-konci, C-konci alebo na akomkolvek
mieste proteinu, ktoré je modifikované pridanim N-viazaného
alebo O-viazaného cukru. Takéto modifikacie méZu byt
obzv1ast uZito&né napriklad pri pridani aminokyseliny (napr.
cysteinu), ¢o je vyhodné na pripojenie vo vode rozpustného
polyméru pri tvorbe derivatov, ako sa opisuje dalej. Priklad
vidno na obrazku 5, kde pévodne sa vyskytujici Asn!®® sTNFR-I
je zameneny za Cys na ulahéenie naviazania molekuly
polyetylénglykolu (priklad I).

Sekvencia R1—[Cysw—Cysm3]—R2alebo R4-[Cys“—Cyslm]—R5 sa
mbéZe dalej modifikovat s cielom pridat glykozyla&né miesto
alebo odstranit N-viazané alebo O-viazané glykozylalné
miesto. Asparaginom pripojené glykozyla&né rozpoznavacie
miesto zahffia tripeptidovid sekvenciu, ktoré je Specificky
rozpoznavana prisludnym bunkovym glykozylaénym enzymom.
Tieto tripeptidové sekvencie su Asn-Xaa-Thr alebo Asn-Xaa-
Ser, kde Xaa mdéZe byt akakolvek aminokyselina okrem Pro.
Dokazané alebo predpovedané asparaginové zvySky sTNFR-I
existuju v polohdch 14, 105 a 111. Dokdzané alebo predpove-
dané asparaginové zvy3ky sTNFR-II existujua v polohach 149 a
171. Na modifikadciu alebo pridanie N-viazanych alebo O-
viazanych glykozyla&nych miest sa méZe uskutocnit nahrada
alebo odstréanenie aminokyseliny; vysledkom je protein
s pozmenenou glykozylaciou.

V Specifickom pripade su varianty znaéne homolégne
k aminokyseline R;-[Cys!®-Cys!®*]-R, alebo R4-[Cys’*-Cys''®]-Rs.
Termin ,znad&ne homolégne“, ako sa tu pouZiva, znamena stupei
homolégie, ktory je prednostne nad 70 % alebo lepSie nad 80
%, nad 90 % a najlepSie dokonca nad 95 %. Percento
homolégie, tu opisané, sa vypolita ako percento aminokyseli-
novych zvy3kov ndjdenych v mensej z dvoch sekvencii, ktoré
sa zhoduju (which align) s identickymi aminokyselinovymi

zvySkami v porovnavacej sekvencii, pricom sa mbéZu uviest
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8tyri medzery (gaps) s diZkou 100 aminokyselin na ulahcenie
tohto porovnania, ako sa uvadza v Dayhoff (1972), in Atlas
of Protein Sequences and Structure, 5:124, National Bioche-
mical Research Foundation, Washington, D.C., ktorého opis je
tu zahrnuty odkazom. Ako podstatne homolégne si zahrnuté aj
skratené sTNFR, ktoré méZu byt izolované vdaka kriZove]
reakcii protilatok so sekvenciou aminokyselin v SEQ IF NO:2
a SEQ ID NO:35, alebo ktorych gény mbéZu byt izolované
pomocou hybridizacie s DNA SEQ ID NO:la alebo SEQ ID NO:34
alebo ich segmentmi.

Medzi priklady sTNFR predkladaného vynalezu patria
nasledovné molekuly: NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys'®-Cys'®]-
FC-COOH (uvadzana aj ako sTNFR-I 2.6D/C105);
NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC- [Cys'®-Cys'®’] -FNCSL-COOH (uvédzana aj
ako STNFR-I 2.6D/C106); NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys'®-
Cys'%3]-FN-COOH (uvadzanad aj ako sTNFR-I 2.6D/N105);
NH,-MYIHPQNNSIC- [Cys!®-Cys!®]-FNCSL-COOH (uvadzana aj ako
STNFR-I 2.3D/d8); NHp-M-[Cys'®-Cys'®’]-FNCSL-COOH (uvédzand aj
ako STNFR-I 2.3D/d18) a NH,-MSIS-[Cys'®-Cys!®®]-FNCSL-COOH
(uvadzana aj ako sSTNFR-I 2.3D/d15) bud metionylované alebo

nemetionylované a ich varianty a odvodeniny.

Produkcia variantov skratenych sTNFR sa opisuje
podrobnejsie niZ%ie. Takéto varianty sa mdZu pripravit
v&lenenim prislu3nych nukleotidovych zmien do DNA kédujuce]
skratené sTNFR alebo chemickou syntézou in vitro pozZadova-
nych skratenych sTNFR. Odbornici ocenia, Ze sa méZe uskutol-
nit mnoho kombinacii delécii, inzercii a substitdcii za

predpokladu, Ze vysledné sTNFR su biologicky aktivne.

Techniky mutagenézy na vymenu, v&lenenie alebo odstra-
nenie jedného alebo viacerych vybranych aminokyselinovych

zvy3kov su odbornikom zndme (napr. U.S. Patent No. 4 518
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584, ktorého opis je tu zahrnuty odkazom). Pri konStrukcii
ka¥dého variantu sekvencie aminokyselin sa uplatnia dve
zdkladné premenné, a to umiestnenie mutacného miesta a
povaha mutécie. Pri navrhu kaZdého variantu bude umiestnenie
kaZdej mutacie a jej povaha zaleZat na modifikovanej bioche-
mickej charakteristike (alebo modifikovanych biochemickych
charakteristikach). Kazdé muta&né miesto sa méZe modifikovat
individalne alebo v sérii, napr. 1) najprv substituciou
vybranych konzervativnych aminokyselin a potom s radikalnej-
gim vyberom v zavislosti od dosiahnutého vysledku, 2) od-
stranenim cielového aminokyselinového zvysku, 3) vClenenim
aminokyselinovych zvy3kov do susedstva vybraného miesta.

Chemicky modifikované derivaty alebo skratené sTNFR
méze odbornik pripravit tu opisanym postupom. Konjugaty sa
mé%u pripravit pouZitim glykozylovanych, neglykozylovanych
alebo deglykozylovanych skr&tenych sTNFR. Typicky sa pouZi-
vaju neglykozylované skratené sTNFR. Medzi vhodné chemické
zloZky (moieties) na uUpravu (derivatization) skratenych
sTNFR patria vo vode rozpustné polyméry.

Vo vode rozpustné polyméry su vhodné, pretoZe protein,
na ktorom st naviazané, nebude precipitovat vo vodnom
prostredi, ako napriklad vo fyziologickom prostredi. Je
?iaduce, aby polymér bol farmaceuticky prijatelny na pripra-
vu terapeutickych produktov alebo zmesi. Odbornik bude
schopny vybrat prislusny polymér v zavislosti od uvahy, ¢i
konjugat polymér/protein bude pouZity terapeuticky a ak ano,
od Ziaducej davky, cirkula&nej doby a odolnosti voci
proteolyze.

Medzi vhodné klinicky akceptovatelné vo vode rozpustné
polyméry patri polyetylénglykol (PEG), polyetylénglykol-
propiénaldehyd, kopolyméry etylénglykolu a propylénglykolu,
nmonometoxypolyetylénglykol, karboxymetylceluléza, dextran,

polyvinylalkohol (PVA), polyvinypyrolidén, poly-1,3-
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dioxalan, poly-1,3-trioxédn, kopolymér etylénu a maleinan-
hydridu, poly(p-aminokyselina) (bud homopolymér alebo
nahodné kopolyméry), poly(n-vinylpyrolidén)polyetylénglykol,
homopolyméry propylénglykolu (PPG) a dalsie polyalkylénové
oxidy, kopolyméry polypropylénoxidu a etylénoxidu,
polyoxyetylované polyoly (POG) (napr. glycerol), polyoxyety-
lovany sorbitol alebo polyoxyetylovand glukdéza, kolédnové
kyseliny (colonic acids) alebo iné sacharidové polyméry,
Ficoll alebo dextradn a ich zmesi.

Pod polyetylénglykolom sa tu rozumie akdkolvek
z foriem, ktord sa pouZila na derivatizaciu inych proteinov,
ako napr. mono-(Cl-Cl0)alkoxy- alebo aryloxypolyetylén-
glykol. Polyetylénglykolpropidnaldehyd méZe byt vyhodny pri
vyrobe vzhladom na svoju stabilitu vo vode.

KaZdy z polymérov rozpustnych vo vode mdéZe mat Iubovol-
nid molekulovi hmotnost a méZe byt rozvetveny alebo neroz-
vetveny. Typickd priemernd molekulovad hmotnost vo vode
rozpustnych polymérov je asi medzi 2 kDa a 100 kDa (termin
~asi™ naznaluje, Ze v prepardtoch vo vode rozpustnych
proteinov maju niektoré molekuly v&&3iu hmotnost a niektoré
men8iu, ako je uvedend molekulovd hmotnost). Preferovan&
priemernéd molekulovéd hmotnost vo vode rozpustnych polymérov
je od asi 5 kDa do 50 kDa, lepsSie od asi 12 kDa do asi 40
kDa a najlepSie od asi 20 kDa do asi 35 kDa.

VSeobecne, ¢im je molekulovd hmotnost vy33ia alebo &im
viac je rozvetveny, tym va¢3i je pomer polymér:protein. V
zavislosti od poZadovaného terapeutického profilu (napr. od
dizky trvania poZadovaného uvolfiovania; od uc¢inku, ak
existuje, na biologickl aktivitu; od lahkosti manipulécie;
od stupfia alebo absencie antigénnosti a od inych znamych
Ga¢inkov vo vode rozpustnych polymérov na terapeutické

proteiny) sa méZu pouZit aj iné velkosti.
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Kazdy z polymérov rozpustnych vo vode by mal byt naviazany
na protein so zretelom na vplyv na funk&né alebo antigénne
oblasti proteinu. VSeobecne sa mbéZe chemické modifikovanie
uskutociiovat za akychkolvek vhodnych podmienok pouZitych na
reakciu proteinu s aktivovanou molekulou polyméru. Medzi
aktivovatelné skupiny (activating groups), ktoré mézZu byt
pouZzité na naviazanie vo vode rozpustného proteinu na jeden
alebo viac proteinov, patria nasledovné: sulfdénova, maleimi-
dovéa, sulfhydrylovd, tiolova, triflatova, trezylatovi,
azidirinova, oxiranova a 5-pyridylova.

VSetky vo vode rozpustné proteiny sU v3eobecne naviazané
na protein na a- alebo g-aminoskupine aminokyseliny alebo na
reaktivnej tiolovej skupine. Vo vode rozpustna skupina mbéZe byt
naviazand na akejkolvek reaktivnej skupine proteinu, ktora je
dostatoéne reaktivna na naviazanie ku skupine rozpustnej vo
vode za vhodnych reakénych podmienok. Aminokyselinové zvySky
s volnou aminoskupinou méZu zahrnat lyzinové zvysky a zvysky
aminokyselin na N-konci. Tie s volnou karboxyskupinou mézZu
zahrnat zvysSky kyseliny asparagovej, zvySky kyseliny glutdmovej
a zvy3ky aminokyselin na C-konci. Tie s reaktivnou tiolovou
skupinou zahrffiaju cysteinové zvySky.

Met:6dy pripravy proteinov konjugovanych s polymérmi
rozpustnymi vo vode budi v3eobecne zahrrniat tieto kroky: a)
reakciu proteinu s polymérom rozpustnym vo vode za podmienok,
kedy sa protein naviaZe na jeden alebo viac vo vode rozpustnych
polymérov, b) ziskanie reak&ného produktu. Reak&né podmienky
pre kazZzda konjugdciu sa méZu vybrat lubovolne zo znamych alebo
z tych, ktoré sa vyvinQg, ale tak, aby sa vylu¢ilo alebo
obmedzilo pdsobenie reakénych podmienok (ako je teplota, roz-
pu3tadlad alebo hodnota pH), ktoré by mohli inaktivovat modi-
fikovany protein. V3eobecne sa optimdlne reak&né podmienky pre
reakcie urc¢ia pripad od pripadu v zavislosti od znadmych para-

metrov a poZadovaného vysledku. Napriklad &im vac3i je pomer
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konjugdtu vo vode rozpustny polymér:protein, tym vic3ie je
percento konjugovaného produktu. Optimdlny pomer (v zmysle
u€innosti reakcie, takZe nedochadza k nadbytku nezreagovaného
proteinu alebo polyméru) mbéZe byt dany takymi faktormi, ako je
stupenl derivatizacie (napr. mono-, di-, tri- atd.), molekulovou
hmotnostou vybraného polyméru, tym, &i je polymér rozvetveny
alebo nerozvetveny a pouZitymi reak&nymi podmienkami. Pomer vo
vode rozpustného proteinu (napr. PEG-u) k proteinu bude
vSeobecne v rozsahu 1:1 aZ 1:100. Z kaZdej zmesi sa mbéZe ziskat
Standardnymi izolaénymi technikami (ku ktorym patri napr.
dialyza, vysolovanie, ultrafiltr&cia, idénova chromatografia,
gélova filtracia a elektroforéza) jeden alebo viac purifiko-
vanych konjugéatov.

MbéZe sa vyskytnit poZiadavka na protein chemicky modifi-
kovany na N-konci. Vo vode rozpustny polymér sa mdéZe vybrat na
zdklade molekulovej hmotnosti, rozvetvenia atd., podielu vo
vode rozpustného polyméru k proteinovym (alebo peptidovym)
molekulam v reakénej zmesi, typu uskutodlfiovanej reakcie a
metddy ziskania vybraného na N-koncovo modifikovaného proteinu.
Metdédou ziskania N-koncovo chemicky modifikovaného proteinového
preparatu (t.j. separdcie tejto aktivnej zloZky od ostatnych
monoderivatizovanych zloZiek, ak je to nutné) méZe byt purifi-
kacia N-koncovo chemicky modifikovaného proteinového materidlu
z populacie chemicky modifikovanych proteinovych molekual.
Selektivna chemickd modifikdcia na N-konci sa méZe uskuto&nit
reduk&nou alkylaciou, ktord vyuZije rozdielnu reaktivitu
odlisnych typov primé&rnych aminoskupin (lyzin oproti N-koncu)
dostupnych v urditom proteine na derivatizdciu. Za vhodnych
reakénych podmienok sa dosiahne zna&ni selektivna derivatizacia
proteinu na N-konci s polymérom obsahujtcim karbonylovi
skupinu. Napriklad moZno selektivne naviazat vo vode rozpustny

polymér na N-koniec proteinu reakciou pri pH, ktoré umoZni

vyuzit vyhodu rozdielneho pK medzi e-aminoskupinou lyzinovych
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zvySkov a a-aminoskupinou zvysku na N-konci proteinu. Takou
selektivnou derivatizaciou sa riadi naviazanie vo vode
rozpustného polyméru na protein: konjugacia s polymérom sa
uskutoéni prevaZne na N-konci proteinu a nedochiadza k vyznamnej
modifikdcii ostatnych reakénych skupin, ako napriklad
aminoskupin na lyzinovom bo&nom retazci. Pri reduké&nej
alkylécii méZe byt vo vode rozpustny polymér jednym z vy33ie
opisanych typov a mal by mat jeden reak&ny aldehyd na spojenie
s proteinom. MbZe sa pouZit polyetylénglykolpropiénaldehyd
obsahujici jeden reaktivny aldehyd.

Predkladany vyndlez sa zaobera konkrétne chemicky
upravenymi proteinmi s mono- alebo poly- (napr. 2 aZ 4) PEG-
zloZzkami. PEGylécia (pegylation) sa mdézZe uskutodnit akoukolvek
alkylaénou reakciou s PEG-om znémou odbornikom. Metédy pripravy
PEGylovanych proteinovych produktov spravidla zahffiaju tieto
kroky: a) reakciu proteinového produktu s polyetylénglykolom
(napriklad s reaktivnym esterom alebo aldehydovym derivatom
PEG-u) za podmienok, kedy ddjde k naviazaniu proteinu na jednu
alebo viac PEG-skupin a b) ziskanie reaké&éného produktu
(reakénych produktov). VSeobecne optimdlne reak&né podmienky
pre reakciu sa urcia pripad od pripadu na zaklade znamych
parametrov a poZzadovaného vysledku.

Odbornikom je znamy rad metdéd naviazania. Prikladom je
napr. EP 0 401 384, ktorého opis je tu zahrnuty odkazom; vid aj
Malik et al. (1992), Exp. Hematol., 20:1028-1035; Francis
(1992), Focus on growth Factors, 3(2):4-10 (publikované
Mediscript, Mountain Court, Frien Barnet Lane, London N20 OLD,
UK); EP 0 154 316; EP 0 401 384; WO 92/16221; WO 95/34326; a
ostatné tu citované publikécie, ktoré sa vztahujG k PEGylacidm,
ktorych opis tu je zahrnuty odkazom.

PEGylacia sa méZe konkrétne uskuto&nit acyla&nou reakciou
alebo alkylaénou reakciou s reaktivnou molekulou polyetyléngly-

kolu. CiZe proteinové produkty podla predkladaného vynédlezu
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zahrnaju aj PEGylované proteiny (pegylated proteins), kde je
(si) skupina PEG (skupiny) naviazana cez acylovu alebo alkylovu
skupinu. Takéto produkty méZu byt mono- alebo poly- PEGylované
(napr. obsahujice 2 aZ 6 alebo lep3ie 2 aZ 5 skupin PEG).
Skupiny PEG s vSeobecne naviazané na proteine na a- alebo g-
aminoskupindch aminokyselin, ale je nutné vziat do Gvahy aj to,
Ze skupiny PEG méZu byt naviazané na akejkolvek aminoskupine
naviazanej na proteine, ktor& je dostato&ne reaktivna na to,
aby sa mohla naviazat na skupinu PEG za vhodnych reakénych
podmienok.

PEGylacia véeoé%ﬁe zahrfia reakciu aktivneho esterového
derivatu polyetylénglykolu (PEG) s proteinom. Polymér (poly-
méry) vybrany na acylaénu reakciu by mal mat jednu reaktivnu
esterovi skupinu. Na PEGylaciu sa mbéZe pouZit akakolvek znama
alebo nésledne objavend reaktivna molekula PEG. Preferovanym
aktivovanym esterom PEG je PEG esterifikovany na N-hydroxy-
sukcinimide (NHS). Pod ,acylaciou"“ sa tu myslia nasledovné typy
vdzieb (bez obmedzenia len na ne) medzi terapeutickym proteinom
a vo vode rozpustnym polymérom (napr. PEG-om): amidova, karba-
matova, uretdnovd a podobne (vid Chamov (1994), Bioconjugate
Chem., 5(2):133-140; ktorého opis je tu zahrnuty odkazom).
Reakéné podmienky sa méZu vybrat zo znadmych odbornikom v
s PEGylacii alebo pripadne novovyvinuté, ale mali by sa vylucit
také podmienky, ktoré by viedli k inaktivacii modifikovanych
proteinov (napr. teplota, rozpustadlo, pH).

PEGylacia acyléciou vedie spravidla k proteinom s viacery-
mi molekulami PEG (poly-pegylated protein). Preferuje sa, ked
je spojovacia vdzba amid. Preferuje sa aj to, ked je vysledny
produkt z vdc¢Sej Casti (napr. z viac ako 95 %) mono-, di- alebo
tri-PEGylovany. M&Ze ale déjst aj k tvorbe niektorych produktov
s vy53im stupfiom PEGylacie v mnoZstvach zavislych od pouZitych
Specifickych reakénych podmienok. Ak je to potrebné, mézZu sa zo

zmesi oddelit Cistej3ie PEGylované komponenty (najma
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nezreagovanych druhov) 3tandardnymi purifikaénymi postupmi,
medzi ktoré patri napr. dialyza, vysolovanie, ultrafiltréacia,
ionexova chromatografia, gélova filtracia a elektroforéza.

PEGylacia alkylaciou v3eobecne zahfila reakciu koncového
aldehydového derividtu PEGu s proteinom za pritomnosti
reduk&ného &inidla. Na reakciu redukénej alkylacie by vybrany
protein (proteiny) mal mat jednu reaktivnu aldehydovu skupinu.
Prikladom reaktivneho aldehydu PEG je polyetylénglykol-
propiénaldehyd, ktory je vo vode stabilny, alebo jeho mono-Cl-
Cl0-alkoxy alebo aryloxyderivaty (vid U.S. oatent 5 252 714,
ktorého opis je tu zahrnuty odkazom).

Vysledkom PEGyladcie alkyléciou mdZe byt aj protein
s viacerymi molekulami PEG (poly-pegylated protein). NavysSe
mozno ovplyvnit reak&né podmienky s cielom podstatne upred-
nostnit PEGyléciu len a-aminoskupiny na N-konci proteinu (t.j].
proteinu s jednou molekulou PEG). V obidvoch pripadoch
(monoPEGylacie alebo polyPEGylacie) su skupiny PEG prednostne
naviazané na proteine cez skupinu -CH,-NH-. Pokial ide o
skupinu -CH;-, tento typ spojenia je tu uvadzany ako ,alkylova"“
vazba.

Reduk&na alkylacia na produkciu znac¢ne homogénnej
populacie produktu monopolymér/protein bude vSeobecne zahffat
nasledovné kroky: a) reakcia proteinu s reaktivnou molekulou
PEG za podmienok pre reduké&nu alkyldciu a pri pH umoZiiujicom
selektivnu modifikdciu a-aminoskupiny na aminokonci daného
proteinu a b) ziskanie reakéného produktu (produktov). Priprava
derivatov redukénou alkylaciou na produkciu produktov s jednou
molekulou PEG vyuZiva rozdiely pKa medzi lyzinovou aminosku-
pinou a a-aminoskupinou na N-konci (pKa je pH, kedy 50 %
aminoskupin je proténovanych a 50 % nie).

Reakcia prebieha pri pH, ktoré umoZni vyuZit rozdiel pKa

medzi e-aminoskupinami lyzinovych zvy3kov a a-aminoskupinou
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zvy3ku na N-konci proteinu. VSeobecne ak je pH niZ3ie, bude
Yiaduca va&3ia prevaha polyméru k proteinu (t.j. ¢im menej
reaktivna je o-aminoskupina N-konca, tym viac polyméru bude
potrebné na dosiahnutie optimdlnych podmienok). Ak je pH
vy$sie, pomer polymér:protein nemusi byt taky vysoky (t.].

k dispozicii s reaktivnejSie skupiny, takZe je potrebné menej
molekil polyméru). Na uUcely predkladaného vyndlezu bude pH
spravidla v rozsahu 3 aZ 9 alebo lepSie 3 aZ 6. Na reduként
alkylaciu by reduk&né &inidlo malo byt stabilné vo vodnych
roztokoch a tie# schopné redukovat len Schiffovu zésadu tvorenu
na za&iatku procesu redukénej alkyladcie. Vhodné redukcné
¢inidla sa mé2u vybrat zo suboru zahffiajiceho borohydrid sodny
(sodium borohydride), kyanoborohydrid sodny (sodium
cyanoborohydride), dimetylaminborén (dimethylamin borane),
trimetylaminboran, pyridinboran (piridine borane). Obzv1last
vhodnym reduk&nym &inidlom je kyanoborohydrid sodny. Ostatné
reak&né parametre, ako je napriklad rozpastadlo, reakény cas,
teplota a spdsob purifikadcie produktu, sa méZu urcit pripad od
pripadu a odvodit na zadklade publikovanych informacii
vztahujicich sa na pripravu derivitov proteinov s polymérmi
rozpustnymi vo vode.

Takouto selektivnou pripravou derivatov sa riadi navia-
zanie vo vode rozpustného polyméru (ktory obsahuje reaktivnu
skupinu, ako napriklad aldehyd) na protein: konjugacia
s polymérom sa uskutoéni prevaZne na N-konci proteinu a ne-
dochadza k vyznamnej modifikdcii ostatnych reaktivnych skupin,
ako su aminoskupiny lyzinového bo&ného retazca. Pripravok bude
typicky viac ako na 90 % tvoreny konjugatom monopolymér/protein
(spravidla na viac ako 95 % konjugatom monopolymér/protein)

s tym, Ze sa budd vyskytovat aj zistitelné nezreagované
molekuly (t.j. protein bez polymérove] zloZky).

Specifickym pripadom predkladaného vyndlezu je

nerozvetvend molekula mohometoxypolyetylénglykolaldehydu
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(unbranched monomethoxy-polyethylene glykol aldehyde molecule)
s priemernou molekulovou hmotnostou bud asi 20 kDa alebo asi 33
kDa (napr. medzi 30 kDa a 35 kDa) alebo terciérny butyl=-
polyetylénglykdaldehyd (tertiary-butyl polyethylene glycol
aldehyde) s priemernou molekulovou hmotnostou ‘asi 33 kDa (napr.
medzi 30 kDa a 35 kDa) konjugovanych reduk&nou alkylaciou

k sTNFR-I 2,6D/N105.

PEGylacia sa mdZe 3pecidlne uskutolnit cez polyméry
rozpustné vo vode s aspofi jednou reaktivnou hydroxyskupinou
(napr. polyetylénglykol), ktoré méZu reagovat s &inidlom
s reaktivnou karbonylovou, nitrilovou alebo sulfénovou skupinou
na konverziu hydroxylovej skupiny na reaktivny Michaelov
akceptor (ractive Michael acceptor). Tym sa vytvori ,aktivovana
spojka (activated linker)“ uZitoénd pri modifikdcii réznych
proteinov s cielom poskytnit lep$ie biologicky aktivne konju-
gaty. ,Reaktivny karbonyl, nitril alebo sulfén" znamena
karbonylovd, nitrilovd alebo sulfénovid skupinu, na ktorej je
naviazand skupina s dvoma atdémami uhlika s reaktivnym miestom
pre tiol-3pecifick( vdzbu na druhom uhliku od karbonylovej,
nitrilovej alebo sulfénovej skupiny (WO 92/16221).

Aktivované spojky mdéZu byt monofunkéné, bifunk&né alebo
multifunkéné. UZitodnymi &inidlami s reaktivnou sulfénovou
skupinou, ktoré sa mdéZu pouZit v tychto metddach, su (bez
obmedzenia len na ne) chlérsulfén, vinylsulfén a divinylsulfédn.

V Specifickom pripade sa mbéie vo vode rozpustny polymér
aktivovat Michaelovym akceptorom. WO 95/13312 opisuje (okrem
iného) vo vode rozpustné, sulfénom aktivované PEGy, ktoré su
vysokoselektivne pre vdzbu s tiolovou zloZkou namiesto
aminozloZiek na molekule a na povrchu. Tieto derivaty PEGu su
dlhSie stabilné pri hydrolyze vo vodnom prostredi pri pH 1l
alebo niZ3om a mdéZu tvorit vdzby s molekulami, pricom dochéadza
k tvorbe konjugdtov, ktoré sO tieZ hydrolyticky stabilné.

Vdzba, ktorou su konjugované PEGy a biologicky aktivna
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molekula, zahrffhajl sulfénova zloZku spojeni 8 tiolovou zloZkou
a maju Struktiru PEG-SO,-CH,-CH;-S-W, kde W predstavuje
biologicky aktivnu molekulu a kde sulfénovad skupina je
vinylsulfén alebo aktivny etylsulfédn. Dva osobitne uzitod&né
homobifunkéné (homobifunctional) derivaty st PEG-bis-
chlérsulfén a PEG-bis-vinylsulfén

PCT International Application No. US96/19459, ktorého
opis je tu zahrnuty odkazom, uvadza metédu pripravy sulfénom
aktivovanych vdzieb (sulfone activated linkers) ziskanim
zli€eniny s reaktivnou hydroxylovou skupinou a konverziou
hydroxylovej skupiny na reaktivny Michaelov akceptor na
vytvorenie aktivovanej spojky (activated linker). Ako rozpus-
tadlo na konverziu sa pouZije tetrahydrofuran (THF). PCT
International Application No. US96/19459, ktorého opis je tu
zahrnuty odkazom, uvadza postup purifikdcie aktivovanych
spojok, ktory pouZiva chromatografiu s hydrofébnymi interak-
ciami zaloZend na separdcii spojok podla velkosti a funk&nosti
koncovej skupiny.

Predkladany vyndlez sa konkrétne zaobera nasledovnymi
prokaryoticky exprimovanymi molekulami chemicky pozmenenymi
tak, aby obsahovali poly- (napr. 2 aZ 4) zloZky PEG: sTNFR-I
2.6D/C105, sTNFR-I 2.6D/C106, STNFR-I 2.6D/N105, sSTNFR-I
2.3D/d8, sTNFR-I 2.3D/18 a sTNFR-I 2.3D/dl5, bud

metionylovanymi alebo nemetionylovanymi a ich variantmi.

Polyvalentna forma (formy)

M&éZe sa pripravit polyvalentnd forma (formy), t.j. mole-
kuly obsahujice viac ako jednu aktivnu zlozku (active moiety).
V jednom pripade méZe mat molekula viac vizbovych miest pre
faktor nekrotizujuci tumory pre TNF ligand (napr. kombinacia
skrateného sTNFR produktu). Molekula md dalej najmenej jedno
vdzbové miesto pre faktor nekrotizujici tumory a (v zadvislosti

od poZadovanych vlastnosti polyvalentnej formy) najmenej jedno
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vdzbové miesto pre ind molekulu (napr. kombindcia najmenej
jedného skrédteného sTNFR produktu a najmenej jedného antago-
nistu interleukin-1l receptora (,IL-1lra“), ako sa opisuje
dalej) .

M6Zu sa vytvorit aj polyvalentné formy, napr. chemickym
spojenim najmenej jedného skrateného sTNFR produktu s akou-
koIvek klinicky akceptovatelnou spojkou (linker) (napr. vo vode
rozpustnym polymérom, ako sa opisuje dalej). Spravidla by
spojka nemala dodavat novd imunogénnost (vzhladom na nové
aminokyselinové zvy3ky) alebo pozmenhovat hydrofébnost a naboj
konstruktu tak, aby do3lo ku 3kodlivému ovplyvneniu jeho
biodistribucie a odbiravania.

Takéto polyméry, ak sa pouZziji ako spojky, mdézu byt
homopolyméry, ndhodné alebo blokujuce kopolyméry (momopolymer,
random or block copolymers) a terpolyméry (terpolymers)
zaloZené na vyS$Sie uvedenych monoméroch, nerozvetvené alebo
rozvetvené, substituované alebo nesubstituované. Polymér mbZe
mat akikolvek diZku alebo molekulovd hmotnost, ale tieto
charakteristiky méZu ovplyvnit biologické vlastnosti. Polyméry
obzvlas8t vhodné na zniZenie rychlosti odburavania vo farma-
ceutickych aplikdciach maju priemernd molekulovid hmotnost
v rozsahu 2000 aZ 35000 daltonov. DiZka polyméru mdZe byt
navySe rozZmanitd na optimalizadciu alebo vytvorenie poZadovanych
biologickych aktivit.

Medzi aktivované (activating) skupiny, ktoré sa méZu pouit
na naviazanie vo vode rozpustného polyméru na dva alebo viac
proteinov, patria nasledovné: sulfénova, maleimidovi,
sulfhydrylova, tiolova, trifldtova, trezylatova, azidirinova,
oxiranovad a 5-pyridylova (sulfone, maleimide, sulfhydryl, .
thiol, triflate, tresylate, azidirine, oxirane and 5-pyridyl).

V Specifickom pripade sa méZu bifunkéné alebo multifunkéné
aktivované spojky s aspofl jednym Michaelovym akceptorom
pripravit podla United States Patent Application No. 08/473 809
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a purifikovat podla United States Patent Application No. 08/611
918.

Aktivne zloZky sa mdéZu naviazat pouzitim konvencnych
pripojovacich (coupling) technik (vid PCT Publication No. WO
92/16221 a vid PCT Publication No. WO 95/34326, ktorych opis je
tu zahrnuty odkazom). Okrem toho PCT Publication No. WO
92/16221 opisuje pripravu réznych dimerizovanych inhibitorovych
molekdl sSTNFR-I, napr. dimerizované cl05 sTNFR-I. Priklad
polyvalentného faktora nekrotizujliceho tumory vdzbového
proteinu vzorca (sTNFR-I 2,6D/C106),-(20 kDa PEG) je uvedeny
v priklade I.

Alebo sa bivalentnd molekula mdéZe skladat z dvoch
tandemovych opakovani skratenych sTNFR produktov oddelenych
polypeptidovou spojkou (by polypeptide linker region). Navrh
polypeptidovych spojok je podobny ndvrhu vloZenia kratkej
slu&ky sekvencii medzi domény de novo navrhovanych proteinov
(Mutter (1998), TIBS, 13: 206-265 a Regan a DeGrado (1988),
Science, 242:976-978, ktorych opis je tu zahrnuty odkazom).
Ukézalo sa, Ze spojka vhodni pre jednoretazcové protiléatky je
u¢innd na vytvorenie dimérnej formy rekombinantného ludského
sTINFR-II (Neve et al. (1996), Cytokine, 8(5):365-370, ktorého
opis je tu zahrnuty odkazom). Pripravilo sa (a uspeSne pouzilo
pri protiladtkach) niekolko odlisnych konStruktov spojok;
najuspesnejsie funkéné spojky maju velkost medzi 12 aZ 25
aminokyselinami (aminokyseliny s nereaktivnymi bo&nymi skupi-
nami, napr. alanin, serin a glycin), ¢&o dohromady tvori hyd-
rofilna sekvenciu s niekolkymi opacne nabitymi zvySkami na
zvySenie rozpustnosti a suU prispdsobivé (Whitlow a Filipula
(1991), Methods: A Companion to Methods in Enzymology, 2:97-105
a Bridgo at al. (1993), J. Immunol., 150: 469-479, ktorych opis
je tu zahrnuty odkazom).

V inom aspekte sa mdZu skratené sTNFR chemicky naviazat na

biotin a konjugdty biotin/skratené sTNFR sa méZu potom naviazat
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na avidin, &im vznikne tetravalentnd molekula avidin/biotin/-
skratené molekuly sTNFR. Skratené sTNFR sa mbéZu aj kovalentne
viazat na dinitrofenol (DNP) alebo tetranitrofenol (TNP)

a vysledny konjugat sa mdZe precipitovat anti~DNP alebo anti-
TNP IgM za tvorby dimérnych konjugadtov, kde hodnota valencie
pre TNF vazbové miesta je 10.

TaktieZ sa mbéZu pripravit rekombinantné fizne proteiny so
skratenym sTNFR, kde kaZda rekombinantnd chimerickd molekula ‘ma
sekvenciu sTNFR (ako sa opisuje vy3Sie) substituovani za
variabilné domény bud ktorejkolvek samotnej alebo obidvoch
¢asti imunoglobulinovej molekuly (lahké alebo taZzké retazce)

a s Uplnymi alebo Castami konStantnych domén (ale najmenej

s jednou konS3tantnou doménou) taZkého alebo lahkého retazca
Tudskych imunoglobulinov. Napriklad kazZdy takyto chimericky
skrateny sTNFR/IgGl flzny protein sa mbéZe pripravit z dvoch
chimerickych génov: chiméra skrateného sTNFR/ludsky kapa lahky
retazec (skrdteny sTNFR/Ck) a chiméra skrdteného sTNFR/ludsky
gama-1 taZky retazec (skrateny sTNFR/Cg-1). Po transkripcii

a translacii dvoch chimerickych génov, ako sa opisuje dalej,
méZe byt génovy produkt zloZeny do jednej chimerickej molekuly,
kde je skrateny sTNFR bivalentny. DalSie podrobnosti vztahujuce
sa na kon8trukciu takychto chimerickych molekil si uvedené

v United States Patent 5 116 964, PCT Publication No. WO
89/09622, PCT Publication No. WO 89/16437 a EP 315062, ktorych
opis je tu zahrnuty odkazom.

V dalSom aspekte sa méZu pripravit rekombinantné fiazne
proteiny so skratenym sTNFR, kde kaZdd rekombinantnd chimericka
molekula m& sekvenciu sTNFR opisand vyS$3ie a aspon ¢ast regidnu
186-401 osteoprotegerinu (OPG - osteoprotegerin), ako sa
opisuje v European Patent Application No. 96309363.8.

Polynukleotidy
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Predkladany vynadlez poskytuje aj polynukleotidy, ktoré
kéduji skrdtené sTNFR. Na zdklade uvedeného vykladu s pouZitim
tabulky kodénov mdéZe priemerny odbornik lahko urcit vSetky
nukleotidové sekvencie, ktoré kdédujui aminokyselinové sekvencie
skratenych sTNFR. V sGlasnosti preferované sekvencie nukleovych
kyselin zahrfiaji polynukleotidové sekvencie kédujice sTNFR-I
2.6D/C105, sTNFR~-I 2.6D/C106, sSTNFR-I 2.6D/N105, sTNFR-I
2.3D/d8, sTNFR-I 2.3D/d18 a sTNFR-I 2.3D/d15. Priklady
rozliénych polynukleotidov st uvedené na obrédzkoch 2, 3, 4, 5,
6 a 7.

Na pripravu tychto polynukleotidov a na expresiu kédo-
vanych proteinov sa mbéZu pouzit techniky rekombinantnej
expresie uskutocCnenej v zhode s opismi vysvetlenymi dalej.
Napriklad vloZenim sekvencie nukleovych kyselin, ktoré kéduju
skratené sTNFR, do vhodného vektora, méZe odbornik lahko
vytvorit velké mnoZstvo poZadovanych nukleotidovych sekvencii.
Tieto sekvencie sa mdZu dalej pouZit na pripravu detekénych
sond alebo amplifikaénych primerov. Polynukleotidy kédujice
skratené sTNFR sa mdZu tieZ vE&lenit do expresivnych vektorov.
VloZenim expresivnych vektorov do vhodného hostitela sa mézZe
produkovat poZadovany skrdteny sTNFR vo velkych mnoZstvach.

Ako sa opisuje dalej, na zmnoZenie poZadovanej sekvencie
nukleovych kyselin a/alebo produkciu skrdtenych sTNFR existuje
rad dostupnych systémov hostitel/vektor. Patria k nim okrem
inych plazmidy, virusové a inzeréné vektory a prokaryoticki
a eukaryoticki hostitelia. Odbornik mdZe upravit systém
hostitel/vektor, ktory je schopny propagacie alebo expresie
haterolégnej DNA na produkciu alebo expresiu sekvencii pred-
kladaného vyndlezu.

Okrem toho odbornici ocenia vzhladom na predkladany opis
nové sekvencie nukleovych kyselin vratane degenerovanych
sekvencii nukleovych kyselin kdédujucich skritené sTNFR so

sekvenciami uvedenymi v sekcii Obrazky a tie sekvencie
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nukleovych kyselin, ktoré hybridizujG (prednostne za strin-
gentnych hybridizanych podmienok) s doplnkami tychto sekvencii
nukleovych kyselin (Maniatis et al. (1982), Molecular cloning
(A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, strany
387-389). Vzorové stringentné hybridiza&né podmienky st
hybridizacia v 4x SSC pri 62 aZ 67 °C s naslednym odmyvanim
pocas asi jednej hodiny v 0,1x SSC pri 62 az 67 °C. Inymi
vzorovymi stringentnymi hybridiza&nymi podmienkami je hybri-
dizdcia v 45% aZ 55% formamide, 4x SSC pri 40 aZ 45 °C.
Zahrnuté sud aj sekvencie DNA, ktoré hybridizuju k sekvenciam
nukleovych kyselin vyzna&enym na obrézkoch 1 a 9 za miernejsSich
hybridizaénych podmienok a ktoré kéduju skritené sTNFR.
Priklady takych menej stringentnych hybridiza&nych podmienok st
4xSSC pri 45 aZ 55 °C alebo hybridizécia s 30% a3 40%
formamidom pri 40 a%Z 45 °C.

Predkladany vynédlez poskytuje aj rekombinantné konstrukty
DNA obsahujuce vektorové DNA so sekvenciami DNA kédujicimi
skratené sTNFR. V kaZdom takomto konZtrukte DNA je sekvencia
nukleovych kyselin kédujica skrateny sTNFR (s alebo bez
signalnych peptidov) operadne spojend (in operation associa-
tion) s vhodnou sekvenciou, riadiacou expresiu alebo regu-
lac¢nou, schopnou riadit replik&ciu a/alebo expresiu skrateného

STNFR vo vybranom hostitelovi.

Rekombinantné expresie

Priprava polynukleotidov

Sekvencie nukleovych kyselin kédujtice skratené sTNFR sa
méZu lahko ziskat radom spdsobov, ku ktorym patri napriklad
chemicd syntéza, testovanie cDNA alebo gendémovej kniZnice,
testovanie expresivnej kniZnice a/alebo PCR amplifikacia cDNA.
Tieto a ostatné metédy, ktoré st uZito&né na izoldciu sekvencii

nukleovych kyselin, sa uvddzaju v Sambrook et al., Moleculdr
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Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, (1989); v Ausubel et al., eds
Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols
Press, (1994); a v Berger and Kimmel, Methods in Enzymology:
Guide to Molecular Cloning Techniques, Vol. 152, Academic
Press, Inc., San Diego, CA, (1987), ktorych opis je tu zahrnuty
odkazom.

Chemick& syntéza sekvencii nukleovych kyselin, ktoré
kéduju skratené sTNFR, sa mbdZe uskutoénit napriklad pouZitim
metdd dobre znamych odbornikom, ktoré uvadza napriklad Engels
et al., (1989) Angew. Chem. Intl. Ed., 28:716-734 a Wells et
al., (1985), Gene, 34:315, ktorych opis je tu zahrnuty odkazom.
Tieto metdédy zahrhnaji okrem iného fosfotriesterovu, fosforami-
ditovid a H-fosfondtovl (phosphotriester, phosphoramidite and H-
phosphonate) metdéddu syntézy sekvencie nukleovych kyselin. Velké
sekvencie nukleovych kyselin, napriklad dlhSie ako asi 100
nukleotidov, sa mézZu syntetizovat ako niekolko fragmentov.
Fragmenty sa potom mézu spojit ligdciou tak, aby vytvorili
sekvenciu nukleovych kyselin kdédujiucu skratené sTNFR.
Preferovanou metédou je syntéza na polyméroch (polymer-sup-
ported) s pouzitim Standardnej fosforamiditovej chémie.

PrisluSné sekvencie nukleovych kyselin sa mdéZu ziskat aj
testovanim réznych kniZnic cDNA (t.j. kniZnic pripravenych
z jedného alebo viacerych pletiv, kde sa predpokladd expresia
proteinu) alebo gendémovych kniZnic (kniZnica pripravena
z celkovej gendémovej DNA). Zdroj pre kniZnicu cDNA je typicky
pletivo akéhokolvek druhu, kde sa predpokladd expresia poZado-
vaného proteinu v rozumnych mnoZstvach. Zdroj pre gendmovi
kniZnicu mbéZe byt akékolvek pletivo alebo pletivo z akéhokolvek
cicavca alebo iného druhu, kde sa predpokladd gén kédujuci
skrateny sTNFR.

Hybridiza¢né médid sa mdZu testovat na pritomnost DNA

kédujucej skrateny sTNFR pouZitim jednej alebo viacerych sond z



45

nukleovych kyselin (oligonukleotidy, cDNA alebo fragmenty
genémovej cDNA, ktoré majl prijatelny stupefnni homoldégie s cDNA
alebo klonovanym génom), ktora bude hybridizovat selektivne

s cDNA alebo génom (génmi) pritomnym v kniZnici. Typické sondy
pouZzité na testovanie kédujl mald oblast sekvencie DNA

z rovnakého alebo podobného druhu, ako je druh, z ktorého bola
pripravend kniZnica. Sondy méZu byt aj degenerované, ako sa
opisuje dalej.

Hybridizacia sa typicky uskutoénuje prichytenim (annea-
ling) oligonukleotidovej sekvencie alebo cDNA ku klonom za
takych stringentnych podmienok, ktoré vyludia nesSpecifické
navdzovanie, ale umoZnia naviazanie tych klonov, ktoré maju
vyznamni hladinu homoldégie so sondou alebo primerom. Typické
stringentné hybridizac¢né a premyvacie podmienky zavisia
¢iastoCne od velkosti cDNA alebo oligonukleotidovej sondy (t.j.
od poétu nukleotidov) a od toho, ¢i je sonda degenerovand. Pri
navrhovani hybridiza&ného média sa berie do uvahy aj
pravdepodobnost identifikacie klonu (t.j. &i sa testuje
gendémova alebo cDNA kniZnica).

Ked sa ako sonda pouZije fragment DNA (ako napr. cDNA),
typické hybridiza¢né podmienky zahrffiaju tie, ktoré sui opisané
v Aubel et al. (1994), eds., supra. Po hybridizacii sa
hybridizacéné médium odmyje za stringentnych podmienok. Tie sa
volia v zavislosti od niekolkych faktorov, ako je velkost
sondy, ocCakavand homolégia sondy a klonu, testovaného
hybridizaéného média, poctu testovanych klonov atd. Priklady
stringentnych premyvacich roztokov (ktoré maju spravidla nizku
iénovl silu a pouzivaju sa pri relativne vysokych teplotach) su
nasledovné: 0,015 M NaCl, 0,05 M Na-citrat a 0,1% SDS pri 55 az
65 °C alebo iny - 1mM Na,EDTA, 40 mM NaHPO,, pH 7,2 a 1 % SDS
pri 40 az 50 °C alebo e3te iny 0,2x SSC a 0,1% SDS pri asi 50
az 60 °cC.
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Existuji aj ukd&Zkové protokoly pre stringentné premyvacie
podmienky, kde sa na testovanie hybridiza&nych médii pouzZivaiji
oligonukleotidové sondy. Napriklad prvy protokol pouzZiva 6x SSC
s 0,0 5% pyrofosfatu sodného pri teplote pribliZne od 35 do 63
°C v zavislosti od diZky sondy. Napriklad sonda s diZkou 14 baz
sa premyva pri 35 aZ 40 °C, s diZkou 17 baz pri 45 az 50 °C,

s diZkou 20 baz pri 52 aZ 57 °C a s diZkou 23 baz pri 57 aZ 63
°C. Teplota sa mdéZe zvy3it o 2 aZ 3 °C, ak je pozadie dané
neSpecifickym navdzovanim sondy vysoké. Druhy protokol pouZiva
na premyvanie tetrametylaméniumchlorid (TMAC). Stringentny
premyvaci roztok tak méZe mat nasledovné zloZenie: 3M TMAC,
50mM Tris-HCl, pH 8 a 0,2% SDS.

Inou vhodnou metédou na ziskanie vhodnych sekvencii
nukleovych kyselin je polymerdzova retazova reakcia (PCR). Pri
pouziti tejto metddy sa pripravi cDNA z poly(A)+RNA alebo
celkovej RNA pouZitim enzymu reverznd transkriptédza. Dva
primery (oligonukleotidy), typicky komplementdrne k dvom
oddelenym oblastiam cDNA kédujicej skrateny sTNFR, sa pridaju
k cDNA spoloCne s polymerdzou (ako je napr. Taqg polymeraza)

a ta amplifikuje oblast cDNA medzi dvoma primermi.

Oligonukleotidové sekvencie vybrané ako sondy alebo
primery by mali mat prislu3ni diZku a mali by byt dostatoé&ne
jednoznaéné tak, aby sa minimalizovalo neépeq}fické navdzovanie
pocas testovania alebo PCR amplifikacie. KonKétna sekvencia
sondy alebo primerov je spravidla zaloZend na konzervovanych
alebo vysoko homolégnych sekvencidch alebo oblastiach. Sondy
alebo primery méZu byt pripadne Gplne alebo Ciastocne
degenerované, t.j. méZu obsahovat zmes sond/primerov, kde
vSetky kdédujiu tu istd aminokyselinovd sekvenciu, ale s pouZitim
réznych kodénov. Alternativou degenerovanych sond je pouZitie
inozinu na niektorych alebo vSetkych kodénovych polohach, kde

sa 1li8ia podla druhu. Oligonukleotidové sondy alebo primery sa
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méZu pripravit metddami chemickej syntézy DNA, ako sa opisalo
vys3ie.

Ako sa opisuje vyS3ie, alternativna sekvencia je prirodna
(napriklad alelicky variant) alebo syntetickd sekvencia, ktora
obsahuje jednu alebo viac nukleotidovych substitdcii, delécii
a/alebo inzercii pri porovnani so sekvenciou na obrézkoch 2, 3,
4, 5, 6 a 7,ktoré veddi k expresii varinatnych aminokyselinovych
sekvencii (pri porovnani s pévodnou (wild type) aminokyseli-
novou sekvenciou). Priprava syntetickych variantov sekvencii je
odbornikom dobre zné&ma a opisand napriklad v Sambrook et al.
(1989), supra a Wells et al. (1985), Gene, 34:315, ktorych opis

je tu zahrnuty odkazom.

Vektory

Dna kédujuica skratené sTNFR sa mdéZe na dal3ie klonovanie
(amplifikaciu DNA) alebo expresiu v&lenit do vektorov. Vhodné
vektory si komercne dostupné alebo sa méZu 3pecidlne pripravit.
Vyber alebo konStrukcia vhodného vektora bude zavisiet 1) od
toho, €i sa bude pouZivat na amplifikicie DNA alebo expresiu
DNA, 2) od velkosti DNA, ktoréd sa ma v&lenit do vektora, 3) od
zamy3lanej hostitelskej bunky, ktora sa bude transformovat
vektorom.

Kazdy z vektorov obsahuje sekvenciu nukleovych kyselin,
ktora kéduje poZadovany protein, funk&ne spojenG s jednou alebo
viacerymi regulaénymi sekvenciami alebo riadiacimi expresiu,
schopnymi riadit alebo inak ovplyviiovat expresiu poZadovaného
proteinu vybranou hostitelskou bunkou. KaZdy vektor obsahuje
rézne komponenty v zavislosti od jeho funkcie (amplifikacie DNA
alebo expresie DNA) a jeho kompatibility so zamy3lanou
hostitelskou bunkou. Komponenty vektora spravidla zahrffiaja (ale
nie sG obmedzené len na ne): signédlne sekvencie, podiatok
replikdcie, jeden alebo viac signdlnych (marker) génov,

prométory, zosilfiovacie elementy, sekvenciu ukonéujicu trans-
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kripciu atd. Tieto komponenty sa mbéZu ziskat z prirodzenych
zdrojov alebo sa mdZu syntetizovat znamymi postupmi.

Prikladom vhodnych prokaryotickych klonovacich vektorov
méZu byt bakteriofagy (napr. odvodené od lambdy) alebo plazmidy
z E. coli (napr. pBR322, colEl, pUC, F-faktor, odvodeniny
Bluescrith(Stratagene, Ladolla, CA)). Na uvedené ucCely sa
mdéZe pouzit rad dal3ich vhodnych expresivnych vektorov, ktoré

sU odbornikom zname.

Signalne sekvencie

Nukleova kyselina kdédujica signdlnu sekvenciu sa méZe
vloZit na 5°-konci sekvencie kédujucej skrateny sTNFR. Mdze
byt napr. zloZkou vektora alebo méZe byt Castou nukleovej
kyseliny kédujicej skrdteny sTNFR. Nukleové kyseliny kédujuce
povodné signdlne sekvencie sTNFR-I a sTNFR-II st zname (EP 393
438 a EP 422 339).

PoCiatok replikéacie

Expresivne aj klonovacie vektory vSeobecne zahfhaju
sekvenciu nukleovych kyselin, ktora umoZiiuje vektoru replikovat
sa v jednej alebo viacerych vybranych hostitelskych bunkach.
V klonovacom vektore je touto sekvenciou typicky ta, ktora
umoZiuje vektoru replikovat sa nezdvisle od hostitelskej
chromozémovej DNA a zahfna pociatok replikdcie alebo autondémne
sa replikujice sekvencie. Takéto sekvencie s dobre zname.
PoCiatok replikacie z plazmidu pBR322 je vhodny pre v&é&Sinu
gramnegativnych baktérii. Rézne pociatky (napr. SV40, polyoma,
adenovirus, VSV alebo BVP) s vhodné na klonovanie vektorov
v cicavéich bunkdch. VSeobecne nie je podiatok replikacie nutny
pre cicavCie expresivne vektory (napr. po&iatok SV40 sa &asto

pouZiva len preto, Ze obsahuje vCasny prométor).
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Selekény gén

Expresivne aj klonovacie vektory typicky obsahuju selekény
gén. Tento gén kéduje ,znaCkovy" (marker) protein nevyhnutny
na preZitie alebo rast transformovanych hostitelskych buniek,
ak rastdi v selekénom kultivacnom médiu. Hostitelské bunky,
ktoré nie su transformované vektorom, nebudd obsahovat selek&ny
gén, a preto nepreziju v kultivadnom médiu. Typické selekéné
gény koéduji proteiny, ktoré: a) udelujl rezistenciu na
antibiotikd alebo iné toxiny, napr. ampicilin, neomycin,
metotrexdt (metothrexate) alebo tetracyklin, b) doplnia
auxotrofny nedostatok alebo c) poskytnd nutné Ziviny, ktoré nie
sl v Zivnom médiu.

Na amplifikdciu génov, ktoré sa majl exprimovat, sa mdzZu
pouZit aj iné selekéné gény. Amplifikacia je proces, kde gény,
ktoré su dbleZitejSie na produkciu proteinov nevyhnutnych na
rast, sa tandemovo opakujl vnitri chromozdémov nasledujicich
generacii rekombinantnych buniek. Priklady vhodnych selekénych
markerov pre cicav€ie bunky zahfhajl napr. dihydrofolatreduk-
tdzu (dihydrofolate reductase - DHFR) a tymidinkindzu. Bunkové
transformanty sd vystavené selekénému tlaku, kde len
transformanty sG schopné sa adaptovat a preZit vdaka markerom
pritomnym vo vektore. Selekény tlak je vyvolany pestovanim
transformovanych buniek za podmienok, kedy koncentréacia
selekéného ¢inidla v médiu sa postupne meni, a tym dochadza
k amplifikacii selekéného génu aj DNA, ktord kdéduje skrétené
sTNFR. Vysledkom je zvy3ené mnoZstvo skratenych sTNFR, ktoré sa
syntetizuja z amplifikovanej DNA.

Napriklad bunky transformované selekénym génom pre DHFR sa
najskér identifikuji pestovanim vSetkych transformantov
v Zivnom médiu, ktoré obsahuje metotrexdt (kompetitivny analdg
DHFR) . Pri pouZiti divého typu DHFR je vhodnou hostitelskou
bunkou bunkova linia z vajeénikov chrlka (Chinese Hamster ovary
cell line) bez aktivity DHFR (Urlaub a Chasin (198), Pro. Natl.
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Acad. Sci., USA, 77:(7):4216-4220, ktorého opis je tu zahrnuty
odkazom). Transformované bunky sa potom vystavia zvySenej
hladine metotrexdtu. To vedie k syntéze viacerych képii génu
DHFR a sprievodne viacerym képidm inych génov obsiahnutych

v expresivnom vektore, ako je DNA kédujiica skratend sTNFR.

Prométory

Expresivne aj klonovacie vektory typicky obsahuju
prométor, ktory sa rozpozndva hostitelskym organizmom a je
operacne spojeny so sekvenciou nukleovej kyseliny kédujucej
skradteny sTNFR. Prométor je netranslatovand sekvencia
umiestnend pred (5°)-3tartovacim koddénom §truktirneho génu
(spravidla v réamci 100 aZz 1000 pb), ktord riadi transkripciu
a transléciu urcitej sekvencie nukleovych kyselin, ktoré kéduju
napriklad skratené sTNFR. Prométor méZe byt vhodne zaradeny
do jednej z dvoch tried - inducibilné promdétory a konititutivne
prométory. Inducibilné prométory iniciujd zvySenie
transkripcie z DNA pod svojim riadenim ako odpoved na niektoré
vyZivové zmeny alebo zmeny teploty. Je znédmy cely rad
prombétorov rozoznavanych radom potencidlnych hostitelskych
buniek. Prométor sa méZe operacne pripojit k DNA kédujucej
skrateny sTNFR tak, Ze sa restrikénymi enzymami odstréni
prométor zo zdrojovej DNA a v&leni sa poZadovanad prombétorové
sekvencia. Pévodn& prométorova sekvencia sTNFR-I alebo
prométorovéd sekvencia sTNFR-II sa méZe pouZit na priamu
amplifikaciu a/alebo expresiu DNA kédujicej skrateny sTNFR.
Preferuje sa ale heterolégny prométor, ak to vedie k vadsej
transkripcii a k vy3Siemu vytaZku exprimovaného proteinu
v porovnani s pévodnym prométorom a ak je kompatibilny
s hostitelskym bunkovym systémom, ktory bol vybrany na
pouZitie. Napriklad na priamu amplifikdciu a/alebo expresiu DNA
kédujicej skrateny sTNFR sa méZe pouZit ktordkolvek z pévodnych

prométorovych sekvencii ostatnych &lenov rodiny NGF/TNF.
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Prométory vhodné na pouZitie pri prokaryotickych
hostiteloch zahrffiaji beta-laktamazovy a laktézovy prométorovy
systém; prométor alkalickej fosfatdzy; tryptofanovy (trp)
prométorovy systém; systém bakteridlneho luminiscen&ného (luxR)
génu a hybridné prométory, ako je promdétor tac. Vhodné su aj
iné bakteridlne prométory.Ich nukleotidové sekvencie boli
publikované, a tym sa umoZnilo odbornikom pripojit ich
k pozadovanej sekvencii DNA (sekvenci&m) pouZitim spojok
(linkers) a adaptorov (adaptors), ked je nutné doplnit
pozadované restriké&né miesto.

Vhodné prométorové sekvencie na pouZitie pri cicavé&ich
hostitelskych bunkdch si tieZ dobre zname a patria k nim
prométory ziskané z gendémov virusov, ako je polyoma virus,
virus kiahni hydiny (fowlpox virus), adenovirus (ako napr.
Adenovirus 2), hovddzi papiloma virus (bovine papilloma virus),
vtaci sarkémovy virus (avian sarcoma virus), cytomegalovirus,
retrovirus, virus Zltac¢ky B a najmi opi&i virus 40 (SV40) .
Daldie vhodné cicav&ie prométory zahffiaji heterolégne cicavéiie

prométory, napr. ,heat-shock" prométory a aktinovy prométor.

Zosilnovacie prvky (Enhacer Element)

Expresivne aj klonovacie vektory budu spravidla obsahovat
zosilfiovacie sekvencie na zvy3enie transkripcie sekvencie DNA
kédujicej skrateny sTNFR vo vy33ich eukaryotoch. Zosilfiovade su
cis-pdsobiace (cis-acting) komponenty DNA s diZkou spravidla 10
az 300 pb, ktoré pdsobenim na prométor zvy3uju jeho
transkripciu. Zosiliiovae su relativne orienta&ne a poziéne
nazdvislé. Nachddzaji sa na 5°-konci aj na 3°-konci
transkripénej jednotky. Kvasnicovy zosilfiova& je vyhodne
spojeny s kvasnicovymi prométormi. Je zndmych niekolko
zosilfiovacich sekvencii dostupnych z cicav&ich génov (napr.
globin, elastaza, albumin, alfa-fetoprotein a inzulin). NavyS3e

virusové zosiliiovale, ako napr. zosiliiova& SV40, zosilfiova&
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v&asného prométora cytomegalovirusu, zosiliiova¢ polyoma

a zosilfiovade adenovirusov sO prikladmi zosilifiovacich prvkov na
aktivaciu eukaryotickych prométorov. Aj ked zosiliiovad mdzZe byf
na 3°- aj na 5°-konci DNA kédujicej skrateny sTNFR, typicky je

na 5°-pozicii od prométora.

UkonCenie transkripcie

VSetky expresivne vektory pouZité v eukaryotickych
hostitelskych bunkéch obsahuju sekvencie nevyhnutné na
ukonCenie transkripcie a na stabilizaciu mRNA. Také sekvencie
si beZne dostupné z 5°- a niekedy z 3°-oblasti, kde nedochéadza
k translacii eukaryotickych DNA alebo cDNA. Tieto oblasti
obsahuju nukleotidové segmenty transkribované ako polyade-
nylované fragmenty na oblastiach mRNA kédujticej skrdteny sTNFR,

kde nedocha&dza k transléacii.

KonStrukcia vektora

KonStrukcia vhodného vektora obsahujiceho jednu alebo viac
z predtym uvedenych zloziek (spoloCne so sekvenciou kédujicou
skrateny sTNFR) sa dosiahne Standardnou ligaénou technikou.
Izolované plazmidy alebo fragmenty DNA sa rozStiepia, upravia
a znova spoja v pozZadovanom poradi tak, aby sa vytvoril
poZadovany. vektor. Aby sa overila sprdvnost sekvencie
konstruktu, ligadéni zmes moZno pouZit na transformaciu E. coli
a uspesné transformanty sa mézZu vybrat technikami opisanymi
vyS58ie. Potom sa pripravi vektor z transformantov vo vd&Sich
mnoZstvach a vektor sa analyzuje rozStiepenim restrikénymi
endonukledzami a/alebo sekvenovanim, aby sa potvrdila
pritomnost poZadovaného konStruktu.

MbéZe sa pouZit aj vektor, ktory v cicavéich bunkéch zaisti
prechodnt (transient) expresiu DNA kédujicej skrateny sTNFR.
V8eobecne zahrna prechodnd expresia pouZitie expresivneho

vektora, ktory je schopny uinne sa replikovat v hostitelskej
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bunke, takZe hostitelska bunka akumuluje mnoho képii
expresivneho vektora a nasledne syntetizuje vysoké hladiny
poZadovaného proteinu kédovaného expresivnym vektorom. Kazdy
prechodny expresivny systém skladajtci sa z expresivneho
vektora a hostitelskej bunky je vhodny na pozitivnu
identifik&ciu proteinov kédovanych klonovanymi DNA a aj na
rychle testovanie takych proteinov na poZadované biologické
alebo fyziologické vlastnosti, t.j. na identifikaciu biologicky
aktivnych skrdtenych sTNFR.

Hostitelgké bunky

Predkladgy vyndlez poskytuje aj v3etky rekombinantné
hostitelské bunky, ktoré obsahujui sekvencie nukleovych kyselin
pouZitelnych pri expresii poZadovaného proteinu. Vzorové
prokaryotické a eukaryotické hostitelské bunky zahffiaji bunky
bakterialné, cicav&ie, hmyzie, bunky hub a kvasiniek
a rastlinné bunky.

Prokaryotické hostitelské bunky zahffiaju (ale nie su
obmedzené len na ne) eubaktérie, ako napriklad grampozitivne
alebo gramnegativne organizmy (napr. E.coli (HB101, DH5a, DH10
a MC1061), bacily, ako B. subtilis; druh Pseudomans, ako P.
aeruginosa; poddruhy Streptomyces,; Salmonella typhimurium
alebo Serratia marcescans. V Specifickom pripade sa méie
poZadovany protein exprimovat v E. coli.

NavySe okrem prokaryotickych hostitelskych buniek méZu byt
vhodnymi hostitelmi na expresiu skratenych sTNFR eukaryotické
mikréby, ako napr. vléknité huby alebo kvasnice. Medzi nizsimi
eukaryotickymi hostitelskymi organizmami sa najcastejsie
pouzZiva Sacharomyces cerevisiae alebo be¥né droZdie, ale dobre
znamy a beZne dostupny je rad dal$ich tried, druhov a kmeiiov.

Skratené sTNFR sa méZu exprimovat v glykozylovanej forme
ktoroukolvek z radu vhodnych hostitelskych buniek odvodenych

z viacbunkového organizmu. Takéto hostitelské bunky sa schopné
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komplexného spracovania a glykozylacnych aktivit. Vd&Sinou sa
méZe pouzZit akékolvek eukaryotickd bunkova kultlra, ¢i ui
buniek stavovcov alebo bezstavovcov vratane rastlinnych

a hmyzich buniek. Vo zvlaStnom pripade sa mbéZe poZadovany
protein exprimovat v bunkdch baculovirusov.

M6Zu sa pouZit bunky stavovcov, pretoZe ich mnoZenie
v kultare (tkanivové kultury) Jje dobre zn&me. Priklady vhodnych
1linii cicavéich hostitelskych buniek zahffiaji napriklad liniu
z opic¢ich obliciek CV1 transformovanu SV40 (COS-7), liniu
z embryonadlnych ludskych oblic¢iek (bunky 293 alebo bunky 293
subklonované na rast v suspenznej kultire), bunky z obliciek
mladat chr&kov a bunky z vajecnikov chrckov. Medzi ostatné
vhodné cicav&ie bunkové linie patria napr. HelLa, mySie L-929-
bunky, 3T3-linie odvodené zo Swiss, Balb-c alebo NIH my3i
a bunkové linie BHK alebo HaK z chréka. V urditom pripade sa
méZe pozZadovany protein exprimovat v bunkdch COS.

Hostitelsk& bunka sa mbéZe transfektovat alebo lepSie
transformovat poZadovanou nukleovou kyselinou za vhodnych
podmienok, kedy doch&dza k expresii nukleovej kyseliny. Vyber
vhodnych hostitelskych buniek, metdédy transformécie,
pestovania, amplifikdcie, testovania a produkcie produktu
a jeho purifikacie je odbornikom dobre znadmy (Gething
a Sambrook- (1981), Nature, 293:620-625 alebo Kaufman et al.
(1985), Mol. Cell. Biol., 5(7):1750-1759 alebo U.S. Pat. No. 4
419 446, ktorych opisy su tu zahrnuté odkazom. Napriklad pre
cicav€ie bunky bez bunkovej steny sa méZe pouZit precipitaé&néa
metdéda s fosfatom vapenatym (calcium phosphate). Dalej sa mézZe
pouZit elektroporacia, mikroinjekcie a ostatné zname techniky.

Skratené sTNFR moZno produkovat aj homolégnou rekombi-
naciou alebo metdédami rekombinantnej produkcie vyuZivajicimi
riadiace elementy vnesené do buniek, ktoré uZ obsahuji DNA
kédujicu skratené sTNFR. Homoldgna rekombinidcia je technika

pdvodne vyvinuta na zameranie génov na indukciu alebo opravu
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mutacii v transkripéne aktivnych génoch (Kucherlapati (1989),
Prog. In Nucl. Acid Res. And Mol. Biol., 36:301, ktorého opis
je tu zahrunuty odkazom). Zakladn& technika sa vyvinula ako
metéda na vnesenie Specifickych mutécii do Specifickych oblasti
cicavCieho genému (Thomas et al. (1986), Cell, 445419—428;
Thomas a Capecchi (1987), Cell, 51:503-512 a Doetschman et ‘al.
(1988), Proc. Natl. Acad. Sci., 85:8583-8587, ktorych opis je
tu zahrnuty odkazom) alebo na opravu Specifickych mutécii
vnitri chybného génu (Doetschman et al. (1987), Nature,
330:576-578, ktorého opis je tu zahrnuty odkazom). Vzorové
techniky sa opisujui v U.S. Patent No. 5 272 071; W092/01069;
WO93/03183; WO 94/12650 a WO 94/31560, ktorych opis je tu
zahrnuty odkazom.

Vdaka homolégnej rekombindcii sa méZe sekvencia DNA urdena
na vClenenie do genému umiestnit do ur&itej oblasti prisludného
génu jej prichytenim k cielovej DNA. Cielova DNA je DNA, ktora
je komplementdrna (homolégna) k oblasti genémovej DNA. Malé
Useky cielovej DNA, ktoré si komplementirne k 3pecifickej
oblasti genému, sa dostanui do kontaktu s rodi&ovskym pramefiom
poCas procesu replikécie DNA. DNA, ktord sa vniesla do bunky,
vSeobecne hybridizuje, a teda rekombinuje s inymi Gsekmi
endogénnej DNA zdielanim homolégnych oblasti. Ak sa tento
komplementarny pramefi pripoji k oligonukleotidu, ktory obsahuje
mutédciu alebo odlisnt sekvenciu DNA, t&to sa tieZ zainkorporuje
do novosyntetizovaného pramefia (ako vysledok rekombinacie).
Vdaka proofreadingovej funkcii je moZné, Ze tato nova sekvencia
slGZi ako templat. Takto sa prenesend DNA inkorporuje do
genému.

Ak je znama sekvencia ur&itého génu (napriklad sekvencia
nukleovych kyselin skrateného sSTNFR), méZe sa syntetizovat
alebo inak ziskat (napriklad vhodnym restrikénym Stiepenim
pdvodnej DNA na miestach okolo oblasti, ktorad nas zaujima)

sekvencia riadiaca expresiu (usek DNA, ktory je komplementarny
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k vybranej oblasti génu). Tento Usek sliZi ako cielova
sekvencia na vloZenie do bunky a bude hybridizovat k svojej
homolégnej oblasti vnitri gendému. Ak k tejto hybridizacii déjde
v priebehu replikdcie DNA, tento Gsek DNA (a akdkolvek dalsia
takto pripojena sekvencia) bude sluZit ako Okazakiho fragment
a bude vsadeny do novosyntetizovaného dcérskeho retazca DNA.

K tymto uUsekom cielovej DNA si pripojené oblasti DNA,
ktoré sa méZu navzajom ovplyviovat s expresiou skrateného
STNFR. Napriklad do gendému urcenej hostitelskej bunky sa vloZi
v dostatocnej blizkosti a v spravnej orientdcii prométor/-
zosilnova&, supresor alebo exogénny transkrip&ny modulaé&ny
element, aby sa ovplyvnila transkripcia DNA kédujucej
poZadovany skrateny sTNFR. Riadiaci element nekdéduje skrateny
sTNFR, ale namiesto toho riadi ¢ast DNA pritomnej v gendme
hostitelskej bunky. Expresia skrateného sTNFR sa tak mdéiZe
dosiahnut nie transfekciou DNA, ktord kéduje skrateny sTNFR,
ale skér pouZitim cielovej DNA (obsahujicej homolégne oblasti
s endogénnym génom, ktory nas zaujima) spojenej s DNA regulad-
nym usekom DNA, ktory poskytne endogénna génova sekvencia

s rozpoznatelnym signédlom pre transkripciu skrateného sTNFR.

Pestovanie hostitelskych buniek

Metddy kultivéacie v3etkych (jednej alebo viacerych)
rekombinantnych hostitelskych buniek na produkciu poZadovaného
proteinu zavisia od mnohych faktorov a uvah; optimalny vyrobny
postup pre danu situdciu bude odbornikom zrejmy po niekolkych
experimentoch. Rekombinantné hostitelské bunky sa pestuji vo
vhodnom médiu a exprimuji skrateny sTNFR, ktory sa pripadne
izoluje a purifikuje zo Zivného média (alebo z buniek, ak sa
exprimuje intraceluldrne) vhodnymi, odbornikom znamymi
postupmi.

Konkrétne kazdd z rekombinantnych buniek pouZitych na

produkciu poZadovaného skré&teného sTNFR sa mbéZe pestovat
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v médiu vhodnom na indukciu prométorov, na vyber vhodnych
rekombinantnych hostitelskych buniek alebo na amplifikaciu
génov kédujuicich poZadovany skrateny sTNFR. Médium sa mdéZe
doplnit (ak je to nutné) horménmi a/alebo ostatnymi rastovymi
faktormi (ako je inzulin, transferin alebo epidermdlny rastovy
faktor), solami (chlorid sodny, vapnik, hor¢ik a fosfat),
tlmivymi roztokmi (ako je HEPES), nukleotidmi (ako je adenozin
a tymidin), antibiotikami (ako je gentamycin), stopovymi
prvkami (sU definované ako anorganické zlu€eniny spravidla
Q;ritomné v koneénych koncentracidch rddovo mikromol)

a glukézou alebo inym zdrojom energie. M6Zu sa doplnit aj inymi
doplnkami vo vhodnych koncentraciach podla nézoru odbornikov.
Vhodné podmienky pestovania, ako napr. teplota, pH a podobne,
st odbornikom zbehlym v prdci s vybranymi hostitelmi dobre

Zname.

Farmaceutické zloZenie

Kazda farmaceutickd zmes v3eobecne obsahuje terapeuticky
i¢inné mnoZstvo skratenych sTNFR a chemicky modifikované
derivaty skratenych sTNFR (spololne ,skrateny(é) sTNFR
produkt (y)“) s prisadou nosica. Nosi¢ prednostne obsahuje jeden
alebo viac farmaceuticky a fyziologicky prijatelnych materidlov
s prisadou skrdteného sTNFR produktu(ov) a riadend uvolhovanu
latku.

Primarne rozpustadlo v nosici mbéZe byt bud vodnej alebo
nevodnej povahy. Nosi¢ mbéZe navySe obsahovat dalsSie
farmaceuticky prijatelné substancie na Upravu alebo udrZanie pH
medzi 5 a 6,5 alebo eSte lepSie medzi 5,5 a 6 (napriklad tlmivé
roztoky, ako citratovy, fosfatovy a aminokyseliny, ako je
glycin); latky zvd&Sujuce objem lyofilizovaného preparétu
(nariklad manitol a glycin); osmomolarity (napr. manitol alebo
chlorid sodny); povrchovo aktivne latky (napr. polysorbat 20,

polysobrat 80, triton a pluronikéd (pluronics); viskozity;
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jasnosti; farby; sterility; stability (napr. sachardza a
sorbitol); antioxidanty (napr. sulfdt sodny a hydrogensulfit
sodny); konzerva&né latky (napr. kyselina benzoovad a kyselina
salicylovd); vone prepardtu; latky ovplyviiujice chut a riediace
¢inidl4a; rychlosti rozpustania (napr. rozpustadld a rozpustacie
&inidla, ako alkohol, polyetylénglykol a chlorid sodny);
rychlosti uvolfiovania; emulzifikacné latky; suzpenzné &inidla;
rozpustadla; plniva; prostriedky na transport (delivery
vehicles); riedidla; inertné substancie a/alebo farmaceutické
zosilhiovade. Daju sa predvidat aj dalSie G&inné formy
administrécie, ako napr. parenterdlny pomaly sa uvolifiujici
pripravok (parenteral slow-release formulation), inhalagné
hmly, or&lne aktivne pripravky (orally-active formulations)
alebo Gapiky. Zmes mbZe obsahovat aj jednotlivé pripravky
polymérnych zlu&enin, ako napr. znaéne naruSené polyméry (bulk
erosion polymers) (napr. tieto latky - kopolyméry poly(kyselina
lactic-co-glycolic (PLGA), zmesi PLGA polyméru, blokujuce
kopolyméry PEGu, a kyselina mlie&na a glykolova, polykyano-
akrylaty); povrchovo erdzne polyméry (napr. polyanhydridy

a polyortoestery); hydrogél estery (napriklad pluronic polyoly,
polyvinylalkohol, polyvinylpyrolidén, kopolyméry maleic
anhydrid-alkyl vinyl ether, celuléza, derivaty kyseliny
hyalurénovej, alginat, kolagén, Zelatina, albumin a Skroby

a dextrany) a ich kompozitné formy; alebo pripravky lipozémov
alebo mikroguld&ok (liposomes or microspheres). Takéto pripravy
méZu ovplyvnit fyziologicky stav, stabilitu, rychlost uvolfio-
vania in vivo a rychlost odburavania pritomnych proteinov a de-
rivatov in vivo. Optimdlne farmaceutické zloZenie pre poZado-
vany protein ur&i odbornik v zavislosti od spdsobu podévania

a pozadovanej davky. Priklady farmaceutickych zloZeni sa uva-
dzaji v Remington's Pharmaceutical Sciénces, 18th Ed. (1990), Mack
Publishing Co., Easton, PA 18042, strany 1435-1712; Gombotz and
Pettit (1995), Bioconjugate Chem., 6:332-351; Leone-Bay, et al .
(1995), Journal of Medicinal Chemistry, 38:4263-4269; Haas, et al.
(1995), Clinical Immunology and Immunopathology, 76(1): 93; WO
94/06457; WO 94/21275; FR 2706772 a WO 94121235,
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ktorych opis je tu zahrnuty odkazom.

Specifické postupne sa uvolfiujice zmesi st dostupné od
nasledovnych vyrobcov: Depotech (Depofoam™, multivezikul&rny
lipozém - multivesicular liposome) : Alkermes (ProLease™, PLGA
mikroguld&ky (microshepre)). Ako sa tu uvadza, pod hyalurénanom
(hyaluronan) sa rozumie hyalurénan, kyselina hyalurénovéi
(hyaluronan, hyaluronic acid) a jej soli (napr. hyalurénan
sodny - sodium hyaluronate), estery, étery, enzymatické
derivaty a kriZovo spojené gély kyseliny hyalurénovej (cross-
linked gels of hyaluronic acid), ako je hylan (hylan). Priklady
foriem hyalurénanu su uvedené v Peyron and Balazs (1974), Path.
Biol., 22(8):731-736; Isdale et al. (1991), J. Drug
Dev., 4(2):93-99; Larsen et al. (1993), Journal of Biomedical
Materials Research, 27:1129-1134; Namiki, et al. (1982),
International Journal of Clinical Pharmacology, Therapy and
Toxicology, 20(11):501-507; Meyer et al. (1 995), Journal of
Controlled Release, 35:67-72; Kikuchi et al. (1996), Osteoarthritis
and Cartilage, 4:99-110; Sakakibara et al. (1994), Clinical
Orthopaedics and Related Research, 299:282-292; Meyers a Brandt
(1995), 22(9):1732-1739; Laurent et al. (1995), Acta Orthop Scand,
66(266):116-120; Cascone et al. (1995), Biomaterials, 16 (7):569-
574; Yerashalmi et al. (1994), Archives of Biochemistry and
Biophysics;-313(2):267-273; Bernatchez et al. (1993), Journal of
Biomedical Materials Research, 27(5): 677-681; Tan et al. (1990),
Australian Journal of Biotechnology, 4(1):38-43; Gombotz a Pettit
(1995), Bioconjugate Chem., 6: 332-351; U. S . Patent Nos.

4 582 865, 4 605 691, 4 636 524, 4 713 448, 4 716 154, 4 716 224,
4 772 419, 4 851 521, 4 957 774, 4 863 907, 5 128 326, 5 202 431,
5 336 767, 5 356 883; European Patent Application Nos. 0 507 604 A2
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a 0 718 312 A2; a WO 96/05845, ktorych opis je tu zahrnuty
odkazom. Urcité hyalurénanové zmesi si dostupné od nasledovnych
dodavatelov: BioMatrix, Inc. Ridgefield, NJ (Synvisc™, zmes
90:10 hylan tekutiny a hylan gélu (mixture of a hylan fluid and
hylan gel)); Fidia S.p.A., Abano Terme, Italy (Hyalgan™, sodn&
sol roz&lenenej kyseliny hyalurénovej (sodium salt of a rooster
comb-derived hyaluronic acid) (molekulovd hmotnost asi 500 000
az asi 700 000)); Kaken Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan
(Artz™, 1% roztok roz&lenenej kyseliny hyalurénovej s
molekulovou hmotnostou asi 700 000); Pharmacia AB, Stockholm,
Sweden (Healon™, roz&lenend kyselina hyalurénovad s molekulovou
hmotnostou asi 4x10%); Genzyme Corporation, Cambridge, MA
(Surgicoat™, rekombinantnd kyselina hyalurénova); Pronova
Biopolymer, Inc. Portsmouth, NH (Hyaluronic Acid FCH, vysoké&
molekulovd hmotnost (napr. okolo 1,5 a% 2,2 x 10%), kyselina
hyalurénovd pripravend z kultiry Stﬂ%tococcus zoaepidemicus;
Sodium Hyaluronate MV (molekulovad hmotnost pribliZne 1,0 az 1,6
x 10°) a Sodium Hyaluoronate LV (molekulova hmotnost priblizZne
1,0 az 2,2 x 10%); calbiochem-Novabiochem AB, Lautelfingen,
Schwitzerland (sodn& sol kyseliny hyalurénovej) (Hyaluronic
Acid, sodium salt) (kataldégové &islo v kataldégu z roku 1997
385908) pripravené z druhu Streptococcus); Intergen Company,
Purchase, NY roz&lenend kyselina hyalurénovid s molekulovou
hmotnostou asi 1 x 10%); Diosynth Inc., Chicago, IL; Amerchol
Corp., Edison, NJ and Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd., Tokyo,
Japan.

Len €o je dané farmaceutické zloZenie, mdZe sa skladovat
v sterilnych ampulkach ako roztok, suspenzia, gél, tuhd alebo
dehydratovanad emulzia alebo lyofilizovany prasok. Takéto
zloZenie sa méZe skladovat bud vo forme pripravenej na
pouZitie, alebo vo forme vyZadujicej pred pouZitim

rekonStitaciu (napr. lyofilizovanej).
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V Specifickom pripade sa vyndlez zameriava na stpravy na
produkciu jednodavkovych aplikaénych jednotiek. Stpravy méZu
obsahovat n&dobku so suSenym proteinom a nadobku s vodnym
pripravkom. Sipravy v ramci tohto vyndlezu zahffiaji jedno-
alebo viackomorové predplnené injek&né striekaéky; UkazZkovo
predplnené injek&né striekacky (napr. tekuté injekéné
striekalky (liquid syringes), lyo-injek&né striekadky
(lyosyringes) (ako napr. Lyo-Ject, dvojkomorové predplnené lyo-
injek&né striekacky), ktoré sua dostupné od Vetter GmbH,

Ravensburg, Nemecko.

PouzZitie

Skratené sTNFR produkty méZu byt uZito&né ako latky na
vyskum alebo ako terapeutické a diagnostické 1latky. Skratené
STNFR sa mdZu pouZit v diagnostickych testoch in vitro a/alebo
in vivo na kvantifiklciu mnoZstva prirodzeného sTNFR-I alebo
STNFR~II v pletivach alebo vzorkdch orgdnu alebo na urdenie
a/alebo izolovanie buniek, ktoré exprimuji TNF (Scallon et al.
(1995)), v testoch na kvantifik&ciu mnoZstva prirodzeného
STNFR-I alebo sTNFR-II v pletivach alebo vzorkdch organu alebo
na urlenie a/alebo izolovanie buniek, ktoré exprimujui TNF
(Scallon et al. (1995), vid vyS8ie). V testoch pletiv alebo
organov bude (v porovnani so Standardnou v&zbovou krivkou 23I-
skratenych sTNFR) menej radioaktivity '?°I zo skratenych sTNFR
viaZucich sa na TNF vdaka neoznadenému prirodzenému sTNFR-I
alebo sTNFR-II viaZucemu sa na TNF. Podobne ?I-skritené sTNFR
sa méZu pouZit na detekciu pritomnosti TNF v réznych typoch
buniek.

Tento vynalez predpokladd aj pouZitie skrétenych sTNFR
produktov na tvorbu protildtok a vyslednej protiléatky
(konkrétne vratane tych, ktoré sa budu viazat aj na pdvodny
STNFR-I alebo sTNFR-II). M6éZu sa pripravit protilatky, ktoré sa
buda viai% ku skratenym sTNFR, napriklad k epitopu vnutri
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aminokyselinovej sekvencie R;-{Cys'®-Cys!®®]-R, alebo vnutri
aminokyselinovej sekvencie R4-[Cys®’-Cys!!®]-Rs. Pracovnik

s beZnymi schopnostami mbéZe pouZit dobre zname a publikované
postupy na ziskanie monoklondlnych a polyklondlnych protilatok
alebo rekombinantnych protilatok, ktoré Specificky rozoznaju

a viaZu sa na rézne proteiny kédované aminokyselinovymi
sekvenciami predkladaného vyndlezu. Také protildtly sa potom
méZu pouzZit na purifikaciu a charakterizaciu hotového, 30 kDa
TNF inhibitora s plnou diZkou a hotového 40 kDa TNF inhibitora
s plnou diZkou.

Predkladany vynalez sa vztahuje aj na metdédy liecenia
uréitych choréb a lekdrskych stavov (mnoho z nich mbéZe byt
charakterizovanych ako zé&palové ochorenia), ktoré su
sprostredkované TNF (mediated by TNF). Choroba alebo lekarsky
stav sa pokladad za ,ochorenie sprostredkované TNF“, ak je
spontdnna alebo experimentdlna choroba spojend so zvySenymi
hladinami TNF v telesnych tekutindch alebo pletividch prilahlych
k ohnisku ochorenia alebo sa objavuje v organizme. Ochorenia
sprostredkované TNF sa méZu rozliSovat pomocou nasledovnych
dvoch podmienok: 1) patologické nalezy spojené s chorobou sa
méZu vyvolat experimentdlne na zvieratadch podavanim TNF a 2)
patolégia indukovand na experimentdlnych zvieracich modeloch
ochorenia ‘sa méZe inhibovat alebo odstranit pouZitim latok,
ktoré inhibuju pdsobenie TNF. Mnoho ochoreni sprostredkovanych
TNF spifia dve z tychto troch podmienok, ostatné spifiaju vietky
tri. Neldplny zoznam chordéb sprostredkovanych TNF spolu
s prisluSnymi naslednymi ochoreniami a symptdémami, ktoré sa
vSetky méZu liecit metdédami podla predkladaného vyndlezu si:
syndrém respiraénych taZkosti u dospelych (adult respiratory
distress syndrome); kachexia/anorexia (cachexia/anorexia);
rakovina (napr. leukémia); syndrém chronickej Gnavy (chronic
fatigue syndrom); odmietnutie 3tepu hostitelom; hyperalgézia

(hyperalgesia); zapalové ochorenie Criev (bowel inflammatory
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disease); zapalové neuro ochorenie (neuroinflammatory disease):;
ischemické/reperfiizne poSkodenie (ischemic/reperfusion injury)
vratane mogovej ischémie (po3Skodenie mozgu ako vysledok traumy,
epilepsia, krvacanie alebo mftvica, €o vo vSetkych pripadoch
mézZe viest k neurodegeneraciém); diabetes (napr. podiatok
detského diabetu mellitus typu 1); ndsobna sklerdza; o&né
ochorenia; bolest; pankreatitida; plicna fibréza (pulmonary
fibrosis); reumatické ochorenia (napr. reumaticka artritida,
osteartritida, (osteoarthritis), detskd (reumatoidnd)
artritida, séronegativna polyartritida, ankylézna spondilitida
(ankylosing spondylitis), Reiterov syndrém a reaktivna
artritida (Reither$ syndrom and reactive arthritis), lupienkové
artritida, enteropatickd artritida (enteropatic arthritis),
polymyozitida (polymyosithis), dermatomyozitida
(dermatomyositis), sklerodermia (sclerodema), systematicka
sklerbdéza (systemic sclerosis), vaskulitida (vasculitis),
mozgova vaskulitida, Sjégrenov syndrdém, reumatickd horucka,
polychondritida (polychondritis) a reumatickd polymyalgia
(polymyalgia rheumatica) a arteritida velkych buniek (giant
cell arteritis; septicky 3ok, vedlajSie G&inky radiaénej
terapie; systémova lupus erytheumatous; doCasné mandibularne
kibové ochorenie; tyroitida a transplantéicia pletiv.

Skratené sTNFR produkty sa méZu podavat pacientom v te-
rapeuticky uéinnych mnoZstvach na lieCenie ochoreni sprostred-
kovanych TNF (ako sa definuju vy38ie) vrdtane napriklad
reumatickych ochoreni (napr. lymské ochorenie, detské
(reumatoidnd) artritida, osteoartritida, lupienkova artritida,
reumaticka artritida a stafylokokmi vyvolana (,septicka"“)
artritida). Pod pojmom ,pacient“ sa myslia zvieratd (napr.
macky, psi, kone) aj ludia.

Skrateny sTNFR produkt sa mbéZe podavat lokdlne, enterédlne
a parenterdlne vratane (a nielen) intravenéznej, intramusku-

larnej, intraarteridlnej, intratekdlnej, do puzdra (intracap-
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sular), intraorbitalnej (intraorbital), intrakardialnej
(intracardiac), intradermalnej, intraperitonedlnej, transtra-
chedlnej, subkuténnej, subkutikuldrnej (subcuticular), intra-
artikularnej (intra-articular), subkapsuldrnej (subcaksular),
do mozgovej pleny (subarachnoid), intraspinidlnej, intraverti-
kularnej a intrasterndlnej injekcie a inftizie. Skrateny sTNFR
produkt sa méZe podavat aj ordlne alebo cez mukdznu membrinu
(through mucus membranes), t.j. intranazdlne, sublingvalne,
bukalne alebo rektélne; vidy sa jednd o systémovd aplikaciu.

Preferuje sa, ked sa skratené sTNFR produkty aplikuja
intraartikularnou, subkutdnnou, intramuskulirnou alebo
intravendéznou injekciou. Skratené sTNFR produkty sa mbZu
podavat aj nepretrZitou infaziou (napriklad implantovany alebo
externy infuzne zariadenie meniaci staly alebo preru3ovany
prietok), a tak sa zaisti plynule poZadovana trovef skréatenych
sTNFR v krvi poas podavania. Prednostne sa to dosahuje
prostriedkami kontinu&lnej infazie, napr. minipumpou, ako je
osmoticka minipumpa. Pri tychto spdsoboch je istota, zZe
mnozstvo lieCiva sa udrZiava na pozZadovanej urovni a Ze moZno
odoberat vzorky krvi a sledovat mnoZstvo lie&iva v krvnom
obehu. Komercne sl dostupné rdzne pumpy od dodavatelov, ako
MiniMed Inc, Sylmar, CA (napr. MT507) a AlzaCorp., Palo Alto,
CA (napr. osmotickd pumpa Alzet, model 2MLI).

UvaZuje sa aj o inych spdsoboch kontinudlneho alebo takmer
kontinualneho dévkovania. Napriklad chemické Gpravy méZu viest
k formadm s ustdlenym uvolfiovanim proteinu, &o tieZ vedie k ich
stadlej pritomnosti v krvnom obehu v predvidanom mnoZstve
zaloZenom na urcenom davkovom reZime.

Spdsoby pouZitia skrdtenych sTNFR produktov na liedenie
ochoreni sprostredkovanych TNF (vratane zipalovych stavov kibov
(napr. osteoartritida, lupienkovd artritida a reumaticka
artritida) s vysvetlené v European Patent Application 567566,

ktorého obsah je tu uvedeny odkazom. V 3Specifickom pripade sa
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mdéZu skratené sTNFR produkty (napriklad pri liedeni reumatickej
artritidy a osteoartritidy) podavat intraartikuldrne. V inom
Specifickom pripade (pri liedeni reumatoidnej artritidy,
zdpalovom ochoreni ¢&riev (inflammatory bowel disease),
kachexii/anorexii alebo nédsobnej sklerdéze sa mdéZu skratené
sTNFR produkty aplikovat subkutdnne alebo intramuskulérne.

V dal3Som 3Specifickom pripade sa méZu skratené sTNFR podavat
intravendézne - pri lie€eni poSkodenia mozgu ako vysledku
traumy, epilepsie, krvacania alebo mftvice. Medzi preferované
spésoby pri lieCeni artritidy patria: 1) jednotlivé intra-
artikuldrne injekcie skratenych sTNFR produktov podavanych
opakovane podla potreby na prevenciu alebo liedenie vypuknutej
artritidy a 2) opakované subkuté&nne injekcie skrdtenych sTNFR
porduktov. Zacatie liecby pri septickom Soku by malo zagat co
mozZno najskér po otrave krvi (septicemia) alebo ked sa
diagnostikuje nebezpedenstvo otravy krvi. Liedenie mbiZe
napriklad zacat ihned po chirurgickom zakroku alebo nehode
alebo akejkolvek inej udalosti, s ktorou je spojené riziko
septického Soku. K preferovanym spdsobom liecenia pri syndréme
dychacich taZkosti u dospelych (adult respiratory distress
syndrome) patri: 1) jednotliva alebo viacndsobnéd intratra-
chedlna aplikacia skratenych sTNFR produktov a 2) bolus (bolus)
alebo nepretrzitéd intravenézna infazia skratenych sTNFR
produktov.

V inom pripade sa uvaZuje o bunkovej terapii, napr.
implantacii buniek produkujicich skratené sTNFR. Tento pripad
predkladaného vynadlezu mbéZe zahriat implantdciu buniek, ktoré
su schopné syntetizovat a vyluCovat biologicky aktivne formy
skratenych sTNFR pacientovi. Takymito bunkami produkujtcimi
skratené sTNFR méZu byt bunky, ktoré neprodukujd normalne
STNFR, ale ktoré sa modifikovali na produkciu skratenych sTNFR,
alebo to méZu byt bunky, ktorych schopnost produkovat skratené

sTNFR sa zvySila transformaciou polynukleotidom vhodnym na
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expresiu a sekréciu skrdteného sTNFR. Aby sa minimalizovala
potencidlna imunologické& reakcia pacientov poddvanim skratenych
sTNFR odli3nych druhov, preferuje sa, ked sa bunky z toho
istého druhu ako pacient (napriklad &lovek) alebo ked bunka
méZe byt opuzdrenid materidlom, ktory poskytne zédbranu proti
rozpoznani imunitnym systémom alebo ked mdZu byt bunky
umiestnené do imunologicky zvlaStnej anatomickej polohy, ako
napriklad do semennikov, oka alebo centrédlneho nervového
systému.

Ludské alebo iné bunky sa mdéZu implantovat do pacientov
v biokompatibilnych, semipermeabilnych polymérnych obaloch
(enclosures) alebo membranach, ktoré uvolfiuji skratené sTNFR,
ale zabrdnia deStrukcii buniek pacientovym imunitnym systémom
alebo inymi 3kodlivymi faktormi z okolitych tkaniv. Alebo sa
méZu vlastné bunky pacienta transformované mimo organizmu (ex
vivo), aby produkovali skratené sTNFR, implantovat priamo
pacientovi bez takychto obalov. Metodoldégia obalenia Zivych
buniek membranou je odbornikom zndma, takZe sa mbéZe uskutolnit
priprava opuzdrenych buniek a ich implantdcia pacientom.

V inom pripade mozZno predvidat génovi terapiu in vivo,
kedy sa sekvencia nukleovej kyseliny kédujica skrateny sTNFR
vnesie priamo do pacienta. Napriklad sekvencia nukleovej
kyseliny kédujuca skrateny sTNFR sa vnesie do cielovej bunky
miestnou injekciou koStruktu nukleovej kyseliny (s vhodnym
vektorom alebo bez neho, napriklad adenovirusového vektora).
Dal$imi vektormi méZu byt (medzi inymi) retrovirusy,
adenovirusy, herpes simplex virus vektor a papiloma virus
vektor. Fyzicky prenos sa mdézZe dosiahnut in vivo lok&lnou
injekciou konStruktu poZadovanej nukleovej kyseliny alebo iného
vhodného transportného vektora obsahujiceho poZadovani
sekvenciu nukleovych kyselin, prenosom sprostredkovanym

lipozémami, priamou injekciou (obnaZend DNA), prenosom
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sprostredkovanym receptorom (komplex ligand-DNA) alebo
bombardovanim mikro&asticami (génové delo).

Priklady technik bunkovej a génovej terapie sa uvadzaju
v U.S. Patent No. 4 892 538; v U.S. Patent No. 5 011 472;

v U.S. patent No. 5 106 627; v DE 4219626, WO 94/20517
a 96/22793, ktorych opis je tu zahrnuty odkazom.

Bez ohladu na spdsob aplikacie vyZaduje lieCenie chordb
sprostredkovanych TNF davkovy alebo celkovy davkovy (dose or
total dose) reZim skrdtenych sTNFR G&éinny na obmedzenie alébo
zmiernenie symptdmov ochorenia. Ostatné faktory pri uréeni
vhodnej davky méZu zahrfinat ochorenie alebo stav, ktory sa ma
liedit alebo ktorému sa mad predist, za&vazZnost ochorenia, spdsob
podavania, vek, pohlavie a lekdrsky stav pacienta. Dal3ie
spresnenie vypoctov nevyhnutnych na urcenie vhodnej davky na
lie€enie rutinne uskutoéhuju odbornici, najm& vo svetle
informacii o davkovani ,ad assays“ tu obsiahnutych. Davka sa
mdZe urCit aj pouzZitim znamych ski3o0k na urcenie davok
pouZitych v spojeni s vhodnymi Gdajmi o odpovedi na davky.
Ur&itéd davka sa kalkuluje podla pribliZnej telesnej hmotnosti
alebo telesného povrchu pacienta.

Frekvencia davkovania zavisi od farmakokinetickych
parametrov skrateného sTNFR v pouZitom pripravku. Skratené
sTNFR sa mdéZu podat raz alebo v pripade vazZnych a dlhotrva-
jacich taékosti denne v menej frekventovanych davkach alebo sa
méZu podavat s pociato&nym bolusom nasledovanym nepretrZzitymi
alebo udrZiavacimi davkami. Pri parenterdlnom podavani mbéZe mat
kazda davka napriklad aZz 10 mg alebo skoér aZz 15 mg alebo esSte
skor$ie aZ 20 mg. Pri podani do kibovej dutiny (articular
cavity) sa farmaceutické zloZenie prednostne aplikuje ako jedna
injekcia (napriklad 3 aZ 10ml injek&néd striekadka obsahujica
davku od 5 mg/ml do 10 mg/ml) skradtenych sTNFR rozpustenych
v roztoku izotonickej, fosfadtom pufrovanej soli. Pripravok sa

méZe aplikovat do klbovej dutiny napriklad raz za 7 aZ 10 dni.
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Takymto spdsobom sa uskutoCfiuje aplikdcia napriklad 4 aZ 5-
krat, pridom davka sa mdéZe (ak je to nutné) upravit.

V niektorych pripadoch sa mbéZu skratené sTNFR podavat ako
doplnok inej terapie a taktieZ s inymi farmaceutickymi
pripravkami vhodnymi na liecend indikdciu. Skrdteny sTNFR
a akakolvek z tradicénych alebo novych protizapalovych latok
(alebo viac tychto l4tok) sa mbéZe podavat samostatne alebo
v kombinacii.

Skratené sTNFR produkty (napr. proteiny R;-[Cys!®-Cys!®)-
R;) a akakolvek z doplnkovych protizdpalovych litok (alebo viac
tychto latok) sa mdéZe poddvat samostatne alebo v kombindcii.
Informdciu o nasledovnych zld&enindch moZno n&jst v The Merck

Manula of Diagnosis and Therapy, Sixteen Edition, Merck, Sharp

& Dohme Research Laboratories, Merck & Co., Rahway, NJ (1992)
a vo Pharmaprojects, PJB Publications Ltd.

Teraj3ie liecenie ochoreni sprostredkovanych TNF (ako sa
definuja vy38ie) vratane akitnych a chronickych zapalov, ako st
reumatické ochorenia. (napr. lymskd choroba, detskd (reumatic-
k&) artritida, osté%}tritida, lupienkovd artritida, reumatické
artritida a stafylokokmi indukovand (,septicka“) artritida)
zahffia najskér pouZitie lie¢iv na ovplyvnenie bolesti a zapalu,
klasifikovanych ako nesteroidné protizépalové lie&ivd (NSAIDs -
non-steroidal antiinflammatory). Druhotné liedenie zahfha
H%tikosteroidy, pomaly pdsobiace antireumatické lie&iva (SAARDs
- slow acting antirheumatic drugs) alebo ochorenia upravujice
(DM - disease modifying) liecivé.

V Specifickom pripade sa predkladany vynidlez orientuje na
pouZitie skrateného STNFR produktu (napr. proteinu R;-[Cys'®-
Cys'®]-R;) a akéhokolvek (jedného alebo viacerych) NSAID na
lieCenie ochoreni sprostredkovanych TNF, ako sa definuju
vy88ie, vratane akutnych a chronickych zdpalov, ako reumatic-
kych ochoreni (9apr. lymska choroba, detskd (reumaticka)

artritida, ostéﬁrtritida, lupienkovad artritida, reumaticka
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artritida a stafylokokmi indukované (,septické&“) artritida;

a ochorenie vyvolané vztahom trﬁEgplantét versus hostitel.
NSAID vdac¢i svojim protizapalovym ucinkom aspofi ¢iastocéne za
inhibiciu syntézy prostagaldinov (Goodman a Gilman v ,The
Pharmaceutical Basis of Therapeutics“, MacMillan, 7th Edition
(1985)) . NSAID sa mbéZu rozdelit do deviatich skupin: 1) de-
rivaty kyseliny salicylovej, 2) derivaty kyseliny propiénovej,
3) derivaty kyseliny octovej, 4) derivaty kyseliny fenamovej
(fenamic acid), 5) derivéaty kyseliny karboxylovej, 6) derivaty
kyseliny maslovej, 7) oxikamy (oxicams), 8) pyrazoly (pyrazo-
les), 9) pyrazolény (pyrazolones).

V 3pecifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouzitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R,-[Cys!?-
Cys!®]~R;) v kombinacii (pred lie&bou, po lie&be alebo sulasne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi derivatmi kyseliny
salicylovej, prekurzormi jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelnymi solami. Medzi tieto derivaty kyseliny
salicylovej, prekurzory jej esterov alebo farmaceuticky

akceptovatelné soli patria (nadzvy nie sO prekladané):
acetaminosalol, aloxiprin, aspirin, benorylate, bromosaligenin,

calcium acetylsalicylate, choline magnesium trisalicylate
diflusinal, etersalate, fendosal, gentisic acid, glycol salicylate,
imidazole salicylate, lysine acetylsalicylate, mesalamine,

morpholine'salicylate, 1-naphthyl salicylate, olsalazine,
parsalmide, phenyl acetylsalicylate, phenyl salicylate,

salacetamide, salicylamide O-acetic acid, salsalate a sulfasalazine.

Strukturne podobné derivaty kyseliny salicylovej s podobnymi
analgetickymi a protizdpalovymi vlastnostami su taktieZ
zahrnuté v tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu Ra—[Cys“—
Cys'®)-R;) v kombin&cii (pred lie&bou, po lie&be alebo sudasne
s liecbou) s jednym alebo viacerymi deriviatmi kyseliny
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propidénovej, prekurzormi jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelnymi solami. Medzi tieto derivaty kyseliny
propidénovej, prekurzory jej esterov alebo farmaceuticky

akceptovatelné soli patria (ndzvy nie s prekladané):

alminoprofen, benoxaprofen, bucloxic acid, carprofen, dexindoprofen,
fenoprofen, flunoxaprofen, fluprofen, flurbiprofen, furcloprofen,
ibuprofen, ibuprofen aluminum, ibuproxam, indoprofen, isoprofen,
ketoprofen, loxoprofen, miroprofen, naproxen, oxaprozin,
piketoprofen, pimeprofen, pirprofen, pranoprofen, protizinic acid,

pyridoxiprofen, suprofen, tiaprofenic acid a tioxaprofen.

Struktirne podobné derivaty kyseliny propiénovej s podobnymi
analgetickymi a protizdpalovymi vlastnostami su taktieZ
zahrnuté v tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vynalez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-
Cys!®)-R;) v kombinacii (pred lie&bou, po liedbe alebo sulasne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi derivatmi kyseliny octovej,
prekurzormi jej esterov alebo farmaceuticky akceptovatelnymi
solami. Medzi tieto derivaty kyseliny octovej, prekurzory jej
esterov alebo farmaceuticky akceptovatelné soli patria (nazvy
nie su prekladané):

acemetacin; alclofenac, amfenac, bufexamac, cinmetacin, clopirac,
delmetaciq! diclofenac sodium, etodolac, felbinac, fenclofenac,
fenclorac/ fenclozic acid, fentiazac, furofenac, glucametacin,
ibufenac, indomethacin, isofezolac, isoxepac, lonazolac, metiazinic
acid, oxametacin, oxpinac, pimetacin, progiumetacin, sulindac,
talmetacin, tiaramide, tivpinac, tolmetin, zidometacin a zomepirac.
Struktirne podobné derivaty kyseliny octovej s podobnymi
analgetickymi a protizdpalovymi vlastnostami su taktieZ
zahrnuté v tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R1—[Cysn—
Cys'®]-R;) v kombinicii (pred lie&bou, po lie&be alebo siasne
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s lieCbou) s jednym.alebo viacerymi derivAtmi kyseliny
fenadmovej, prekurzormi jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelnymi solami. Medzi tieto derivaty kyseliny
fendmovej, prekurzory jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelné soli patria (ndzvy nie si prekladané):
enfenamic acid, etofenamate, flufenamic acid, isonixin, meclofenamic
acid, meclofenamate sodium, medofenamic acid, mefanamic acid,
niflumic acid, talniflumate, terofenamate, tolfenamic acid and
ufenamate.
Struktirne podobné derivaty kyseliny fenamovej

s podobnymi analgetickymi a protizapalovymi vlastnostami su
taktieZz zahrnuté v tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-

Cy5103

J-Rz) v kombin&cii (pred lieébou, po lie&be alebo siéasne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi derivatmi kyseliny
karboxylovej, prekurzormi jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelnymi solami. Medzi tieto derivaty kyseliny
karboxylovej, prekurzory jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelné soli patria (nédzvy nie s prekladané):

clidanac, diflunisal, flufenisal, inoridine, ketorolac a tinoridine.
Struktirne podobné derivaty kyseliny karboxylovej s podobnymi
analgetickymi a protizidpalovymi vlastnostami st taktieZ
zahrnuté J tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vynélez orientujé na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys!®-
Cys'®]-R;) v kombindcii (pred lie&bou, po lie&be alebo st&asne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi derivatmi kyseliny
maslovej, prekurzormi jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelnymi solami. Medzi tieto derivaty kyseliny
maslovej, prekurzory jej esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelné soli patria (ndzvy nie si prekladané):

bumadizon, butibufen, fenbufen a xenbucin.
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Struktirne podobné derivaty kyseliny maslovej s podobnymi
analgetickymi a protizdpalovymi vlastnostami sG taktiei
zahrnuté v tejto skupine.

V 8pecifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;- [Cys'®-
Cys'®])-R,) v kombinacii (pred liedbou, po liel&be alebo st&asne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi oxikamami (oxicams),
prekurzormi ich esterov alebo farmaceuticky akceptovatelnymi
solami. Medzi oxikamy, prekurzory ich esterov alebo

farmaceuticky akceptovatelné soli patria (ndzvy nie su
prekladané) : droxicam, enolicam, isoxicam, piroxicam,

sudoxicam, tenoxicam a 4-hydroxyl-1,2-benzothiazine 1,1-dioxide 4-

(N-phenyl) carboxamide.

Struktirne podobné oxikamy s podobnymi analgetickymi
a protizapalovymi vlastnostami suU taktieZ zahrnuté v tejto
skupine.

V 8pecifickom pripade sa predkladany vynalez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R1—[Cysm—
Cys!®]-R;) v kombinicii (pred liedbou, po lie&be alebo st&asne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi pyrazolmi (pyrazoles),
prekurzormi ich esterov alebo farmaceuticky akceptovatelnymi
solami. Medzi pyrazoly, prekurzory ich esterov alebo
farmaceuticky akceptovatelné soli patria (ndzvy nie st
prekladané): difenamizole a epirizole. Strukturne podobné
pyrazoly s podobnymi analgetickymi a protizapalovymi
vlastnostami s taktieZ zahrnuté v tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouzitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-
Cys!®]-R,) v kombinicii (pred lie&bou, po lie&be alebo stu&asne
s lie&bou) s jednym alebo viacerymi pyrazolénmi (pyrazolones),
prekurzormi ich esterov alebo farmaceuticky akceptovatelnymi

solami. Medzi pyrazolény, prekurzory ich esterov alebo
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farmaceuticky akceptovatelné soli patria (n&zvy nie sd

prekladané) : apazone, azapropazone,
benzpiperylon, feprazone, mofebutazone, morazone, oxyphenbutazone,
phenylbutazone, pipebuzone, propylphenazone, ramifenazone,
suxibuzone a thiazolinobutazone.

Struktirne podobné pyrazolény s podobnymi analgetickymi

a protizapalovymi vlastnostami sO taktieZ zahrnuté v tejto

skupine.

V 3pecifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje

na pouZitie skréatenych sTNFR produktov (napr. proteinu

R;- [Cys!®-Cys'®]-R,;) v kombinacii (pred lie&bou, po lieé&be

alebo sicasne s lie&bou) s jednym alebo viacerymi NSAID

(ndzvy nie st prekladané): e-acetamidocaproic acid,
S—adenosylmethionine, 3-amino-4-hydroxybutyric acid, amixetrine,
anitrazafen, antrafenine, bendazac, bendazac lysinate, benzydamine;
beprozin, broperamole, bucolome, bufezolac, ciproquazone, cloximate,

dazidamine, deboxamet, detomidine, difenpiramide, difenpyramide,

difisalamine, ditazol, emorfazone, fanetizole mesylate,
fenflumizole, floctafenine, flumizole, flunixin, fluproquazone,
fopirtoline, fosfosal, guaimesal, guaiazolene, isonixirn, lefetamine
HC1, leflunomide, lofemizole, lotifazole, lysin clonixinate,
meseclazone, nabumetone, nictindole, nimesulide, orgotein,
orpanoxin, oxaceprolm, oxapadol, paranyline, perisoxal, perisoxal
citrate, pifoxime, piproxen, pirazolac, pirfenidone, proquazone,
proxazole, thielavin B, tiflamizole, timegadine, tolectin, tolpadol,
tryptamid a latky oznalenéfiremnymi kédmi ako 480156S, AA861,
AD1590, AFP802, AFP860, AI77B, AP504, AUB001, BPPC, BWS540C, CHINOIN
127, CN100, EB382, EL508, F1044, EK-506, GV3658, ITF182, KCNTEI6090,
KME4, LA2851, MR714, MR897, MY309, ONO3144, PR823, PV102, PV10S8,
R830, RS2131, SCR152, SH440, SIR133, SPAS510, sSQ27239, sT281,
SY6001, TA60, TAI-901 (4-benzoyl-1l-indancarboxylic acid), TVX270s,
U60257, UR2301 a Wy41770.
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Struktirne podobné NSAID s podobnymi analgetickymi
a protizdpalovymi vlastnostami ako vys3ie uvedené NSAID st
taktieZ zahrnuté v tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vynalez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-
Cys!®®]-R;) v kombindcii (pred liecbou, po lie&be alebo si&asne
s liecbou) s jednym alebo viacerymi kortikosteroidmi,
prekurzormi ich esterov alebo farmaceuticky akceptovatelnymi
solami na lieCbu ochoreni sprostredkovanych TNF (ako sa
definujd vy58ie), vratane akdtneho a chronického zdpalu, ako st
reumatické ochorenia (napr. lymskd choroba, detskad (reumaticka)
artritida, osteoartritida, lupienkovd artritida, reumaticka
artritida a stafylokokmi indukovana (,septick&"“) artritida;

a sklerdza multiplex (multiple sclerosis). Kortikosteroidy,
prekurzory ich esterov alebo farmaceuticky akceptovatelné soli
zahfnajl hydrokortizén a zll&eniny, ktoré su odvodené od

hydrokortizénu, ako napriklad (ndzvy nie si prekladané):
21-acetoxypregnenolone, alclomerasone,

algestone, amcinonide, beclomethasone, betamethasone, betamethasone
valerate, budesonide, chloroprednisone, clobetasol, clobetasol
propionate, clobetasone, clobetasone butyrate, clocortolone,
cloprednol, corticosterone, cortisone, cortivazol, deflazacon,
desonide, desoximerasone, dexamethasone, diflorasone,

diflucortolone, difluprednate, enoxolone, fluazacort, flucloronide,

flumethasone, flumethasone pivalate, flunisolide, flucinolone
acetonide, fluocinonide, fluorocinolone acetonide, fluocortin butyl,
fluocortolone, fluorocortolone hexanoate, diflucortolone valerate,
fluorometholone, fluperolone acetate, fluprednidene acetate,
fluprednisolone, flurandenolide, formocortal, halcinonide,
halometasone, halopredone acetate, hydrocortamate, hydrocortisone,
hydrocortisone acetate, hydrocortisone butyrate, hydrocortisone
phosphate, hydrocortisone 21-sodium succinate, hydrocortisone
tebutate, mazipredone, medrysone, meprednisone, methylprednicolone,
mometasone furoate, paramethasope, prednicarbate, prednisolone,
prednisolone 21-diedryaminoacetate, prednisolone sodium phosphate,

prednisolone sodium succinate, prednisolone sodium 21-m-
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sulfobenzoate, prednisolone sodium 2l-stearoglycolate, prednisolone
tebutate, prednisolone 21-trimethylacetate, prednisone, prednival,
prednylidene, prednylidene 21-diethylaminoacetate, tixocortol,
triamcinolone, triamcinolone acetonide, triamcinolone benetonide a

triamcinolone hexacetonide.

Struktirne podobné kortikosteroidy s podobnymi analgetickymi
a protizapalovymi vlastnostami sU taktieZ zahrnuté v tejto
skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouzitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R,-[Cys!®-
Cys'®])-Ry) v kombinadcii (pred lie&bou, po lie&be alebo si&asne
s liecCbou) s jednym alebo viacerymi pomaly pdsobiacimi
antireumatickymi liekmi (SAARD) alebo antireumatickymi liekmi
ovplyviiujucimi chorobu (DMARDS), prekurzormi ich esterov alebo
farmaceuticky akceptovatelnymi solami na lieé&bu ochoreni
sprostredkovanych TNF (ako sa definujd vy3sSie), vréatane
akittneho a chronického zapalu, ako si reumatické ochorenia
(napr. lymska choroba, detsk& (reumatickd) artritida, osteo-
artritida, lupienkova artritida, reumatick& artritida
a stafylokokmi indukovana (,septicka“) artritida; a skleréza
multiplex “{multiple sclerosis). SAARD a DMARDS, prekurzory ich
esterov alebo farmaceuticky akceptovatelné soli zahrfiaju (nézvy
nie su prekladané): allocupreide sodium, auranof in, aurothioglucose,
aurothioglycanide, azathioprine, brequinar sodium, bucillamine,
calcium 3-aurothio-2-propanol-l-sulfonate, chlorambucil,
chloroquine, clobuzarit, cuproxoline, cyclophosphamide, cyclosporin,
dapsone, 15-deoxyspergualin, diacerein, glucosamine, soli zlata
(napr. cycloquine gold salt, gold sodium thiomalate, gold sodium
thiosulfate), hydroxychloroquine, hydroxyurea, Kkebuzone, levamisole,
lobenzarit, melittin, 6-mercaptopurine, methotrexate, mizoribine,

mycophenolate mofetil, myoral, nitrogen mustard, D-penicillamine,

pyridinol imidazoles _ako SKNF86002 a SB203580, rapamycin, thiols,

thyﬁopoietin a vincristine.
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Struktarne podobné SAARD alebo DMARD s podobnymi analgetickYmi
a protizdpalovymi vlastnostami si taktieZ zahrnuté v tejto
skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R,-[Cys®®-
Cys'®®]-R,) v kombin&cii (pred lieébou, po lie&be alebo suclasne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi inhibitormi COX2,
prekurzormi ich esterov alebo farmaceuticky akceptovatelnymi
solami na lieCbu ochoreni sprostredkovanych TNF (ako sa
definuju vy3Sie), vratane akitneho a chronického zapalu.
Priklad inhibitorov COX2, prekurzorov ich esterov alebo
farmaceuticky akceptovatelnych soli zahfiia celocoxib {(ndzov nie
je prekladany). Struktirne podobné inhibitory COX2 s podobnymi
analgetickymi a protizédpalovymi vlastnostami su taktieZ
zahrnuté v tejto skupine.

V Specifickom pripade sa predkladany vynalez orientuje na
poufitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys!®-
Cys'®]-R;) v kombinacii (pred lie&bou, po lie&be alebo su&asne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi bakteriostatikami
(antimicrobials), prekurzormi ich esterov alebo farmaceuticky
akceptovatelnymi solXami na liecbu ochoreni sprostredkovanych
TNF (ako sa definuju vySSie), vrdtane akutneho a chronického
zapalu. Bakteriostatika zahffiaju napriklad (nazvy nie su
prekladané): ampicillin, amoxycillin, aureomicin,
hacitracin, ceftazidime, ceftriaxone, cefotaxime, cephachlor,
cephalexin, cephradine, ciprofloxacin, clavulanic acid, cloxacillin,
dicloxacillan, erythromycin, flucloxacillan, gentamicin, gramicidin,

methicillan, neomycin, oxacillan, penicillin a vancomycin.

Struktirne podobné bakteriostatikd s podobnymi analgetickymi
a protizapalovymi vlastnostami sU taktieZ zahrnuté v tejto

skupine.
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V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouzitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-
Cys'®]-R;) v kombinacii (pred lie&bou, po lie&be alebo st&asne
s lie¢bou) s jednou alebo viacerymi z nasledovnych zlu&enin na
lieCbu ochoreni sprostredkovanych TNF (ako sa definuju vy3sie),
vratane akitneho a chronického zdpalu (niektoré nazvy nie su
prekladané): faktor stimulujici kolénie granulocytov _

(granulocyte colony stimulating factor); thalidone; BN
50730; tenidap; E 5531; tiapafant PCA 4248; nimesulide; panavir;
rolipram; RP 73401; peptide T; MDL 201 449A; (1R, 38)-Cis-1-[9-(2,6-
diaminopurinyl))-3-hydroxy-4-cyclopentene hydrochloride; (1R, 3R)-
trans-1-[9- (2, 6-diamino)purine)-3-acetoxycyclopentane; (1R, 3R) -
trans-1-[9-adenyl)-3-azidocyclopentane hydrochloride a2 (1R,3R)=

trans—-1- (6-hydroxy-purin-9-yl)-3-azidocyclopentane.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouzitie skrdtenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys!’-
Cys'®]-R;) v kombindcii (pred lie&bou, po lie&be alebo su&asne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi inhibitormi TNF na lie&bu
ochoreni sprostredkovanych TNF (ako sa definuju vy$§§ie),
vratane akitneho a chronického zdpalu. Inhibitory TNF zahrffiaju
zlGCeniny a proteiny, ktoré blokuju syntézu in vivo alebo
extraceluldrne uvolfiovanie TNF vratane nasledovnych zld&enin.

DalSie inhibitory TNF zahffiaji protilatky anti-TNF (napr.
protilatku MAK 195F Fab (Holler et al. (1993), 1lst Inter-
national Symposium on Cytokines in Bone Marrow Transplantation,
147; monoklondlnu protildtku CDP 571 anti-TNF (Rankin et al.
(1995), British Journal of Rheumatology, 34:334-342 (ktorych
opis je tu zahrnuty odkazom); my3iu monoklondlnu protildtku BAY
X 1351 proti faktoru nekrotizujucemu tumor (murine anti-tumor
necrosisi factor monoclonal antibody) (Kieft et al. (1995), 7th
European Congress of Clinical Microbiology and Infectious

Diseases, 9, ktorého opis je tu zahrnuty odkazom; monoklon&lnu



78

protilatku CenTNF cA2 anti-TNF (Elliott et al. (1994), Lancet,
344:1125-1127 a Elliott et al. (1994), Lancet, 344-1105-1110,
ktorych opis je tu zahrnuty odkazom).

V 3pecifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouZitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys!®-

Cys103

]-Rz2) v kombinédcii (pred liefbou, po liecbe alebo sucasne
s liecbou) s rozpustnym rekombinantnym Iudskym antigénom Fas
alebo s jeho rekombinantnymi verziami (WO 96/20206 a Mountz et
al., J. Immunology, 155:4829-4837 a EP 510 691), ktorych opis
je tu zahrnuty odkazom. WO 96/20206 opisuje sekretovany Iudsky
antigén Fas (prirodzeny a rekombinantny vré&tane fuzneho
proteinu Ig), metddy izolacie génov zodpovednych za kddovanie
rozpustného rekombinantného ludského antigénu Fas, metddy
klonovania génu vo vhodnom vektore a vo vhodnych typoch buniek
a metédy produkcie inhibitorov expresii génu. EP 510 691
opisuje DNA kédujucu ludsky antigén Fas vratane rozpustného
antigénu Fas, vektory exprimujice dané DNA a transformanty
transfekované vektorom. Pri parenterdlnom podavani si davky
fizneho proteinu antigénu Fas od 1 ug/kg do 100 ug/kg.

V Specifickom pripade sa predkladany vyndlez orientuje na
pouzitie skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys!’-

Cy5103

]-Rz) v kombinadcii (pred lieCbou, po lietbe alebo sucCasne
s lieCbou) s jednym alebo viacerymi inhibitormi interleukinu-1
na liedbu ochoreni sprostredkovanych TNF (ako sa definuju

vys8ie), vratane akitneho a chronického z&apalu, ako su
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reumatické ochorenia (napr. lymsk& choroba, detskd (reumaticki)
artritida, osteoartritida, lupienkova artritida, reumaticka
artritida a stafylokokmi indukovand (,septicka“) artritida;
po3kodenie mozgu ako ndsledok traumy, epilepsie, krvacania
alebo mrftvice; a skleréza multiplex (multiple sclerosis).
Triedy inhibitorov interleukin-1 zahrfhaji antagonisty receptoru
interleukinu 1 (ak&kolvek zlicenina 3pecificky zabrafujtca
aktivdcii bunkovych receptorov IL-1), ako IL-1lra, ako je
opisané dalej; monoklondlnu protildtku proti anti-IL-1 (napr-
EP 623674, ktorého opis je tu zahrnuty odkazom); vazbové
proteiny IL-1, napr. rozpustné receptory IL-1 (napr. U.S.P. 5
492 888, U.S.P. 5 488 032, U.S.P. 5 464 937, U.S.P. 5 319 071
a U.S.P. 5 180 812, ktorych opis je tu zahrnuty odkazom);
monoklondlne protilatky anti-IL-1 (napr. WO 9501997, WO
9402627, W09006371, U.S.P. 4935343, EP 364778, EP 267611 a EP
220063, ktorych opis je tu zahrnuty odkazom); doplnkové
proteiny receptora IL-1, napr. WO 96/23067 (ktorého opis je tu
zahrnuty odkazom) a ostatné zluceniny a proteiny, ktoré blokuju
syntézu in vivo alebo extracelularne uvolfiovanie IL-1.
Antagonistom receptora IL-1 (IL-1lra) je ludsky protein,
ktory pbdsobi ako prirodzeny inhibitor interleukinu-1.
Preferované antagonisty receptora spolu s metddou ich pripravy
a pouzZitia su opisané v U.S. Patent No. 5 075 222 (tu
odkazovany ako ‘222 patent); WO 91/08285; WO 91/17184; AU
9173636; WO 92/16221; W093/21946; PCT International Application
No. US97/02131, ktory uvadza farmaceutické zloZenie zahriajilice
a) uc¢inné mnoistvo kontrolovane uvolnovaného polyméru (napr.
kyseliny hyalurénovej) a b) atéinné mnoZstvo IL-lra; WO
94/06457; WO 94/21275; FR 2706772; WO 94/21235; DE 4219626; WO
94/20517; a WO 96/22793, ktorych opis je tu zahrnuty odkazom.
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Proteiny zahfifiaju glykozylované a neglykozylované antagonisty
receptora IL-1.

V U. S. Patent No. 5 075 222 (Hannum et al. nazvanom
nInterleukin-1 Inhibitors“) sa konkrétne uvadzaji a opisuju tri
preferované formy IL-lra (IL-lraa, IL-1raP a IL-1lrax),

z ktorych kaZdy je odvodeny z tej istej DNA kédujuce]
sekvencie. Tento U.S. Patent (tu uvaddzany ako ‘222 patent) je
tu konkrétne uvedeny odkazom. VSetky tri interleukin-1
inhibitory maja podobné funké&né a imunologické aktivity. V ‘222
patente sa uvadzajui aj metédy produkcie IL-1 inhibitorov, najmi
IL-lras. Jedna z uvedenych metdéd zahffia izolaciu inhibitorov

z ludskych monocytov (kde su prirodzene produkované). Druha
uvedena metéda zahffia izoldciu génu zodpovedného za kddovanie
IL-1ras, klonovanie génu vo vhodnych typoch vektorov a buniek,
expresiu génu vedicu k produkcii IL-lras a ziskaniu IL-lras.
Preé%avanou metddou tohto vyndlezu je druhd metéda, ktora je
vSeobecnym prikladom rekombinantnych DNA metéd. V Specifickom
pripade obsahuje IL-lra metionylovanti skupinu na N-konci ako
désledok expresie v E. coli. Predkladany vyndlez zahffia aj
modifikovany IL-lras. Modifikovany IL-lras zahffia napriklad
muteiny (muteins) takychto inhibitorov, kde cysteinovy zvySok
je nahradeny za aminokyselinu v jednej alebo viacerych polohéch
aminokysefinovej sekvencie prirodzene sa vyskytujiceho
inhibitora. Také muteiny méZu potom selektivne miestne reagovat
s funkénymi jednotkami polyetylénglykolu (PEG) alebo inymi
polyétermi obsahujicimi sulfhydryl (sulfhydryl-containing
polyethers), a tak vzniknu IL-1lra PEG druhy. PCT Publication
No. WO 92/16221 uvddza rad modifikovanych IL-lra druhov

a metddy pripravy tychto inhibitorov modifikovanych PEGom.

Dal$ia trieda interleukin-1 inhibitorov zahffia zlu&eniny
schopné Specificky zabranit aktivacii bunkovych receptorov IL-

1. K takymto zld&enindm patria IL-1 vizbové proteiny, napriklad
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rozpustné receptory a monoklondlne protiladtky. Patria sem aj
monoklondlne protildtky proti receptorom.

DalSia trieda inhibitorov interleukinu-1 zahtha zliceniny
a proteiny, ktoré blokujui syntézu in vivo a/alebo extracelu-
larne uvolfiovanie IL-1. jednad sa o latky, ktoré ovplyviiuja
transkripciu génu IL-1 alebo uUpravu nehotového pre—proteinﬁ IL-
1.

Vy55ie uvedené priklady nevylucuji vopred iné lie&enie
sibeZne s tymito protizapalovymi zlG&eninami, ktoré su
odbornikom zndme a ktoré by odbornici mohli ziskat pouzZitim
smernic uvedenych v tomto opise.

Na lahSie podavanie a rovnomernost davkovania je obzvlast
vyhodné vyrédbat (to formulate) zmesi doplnkovych protizépa-
lovych zlda&enin vo forme davkovych jednotiek (dosage unit).
~Forma davkovej jednotky" sa tu vztahuje na fyzicky oddelent
jednotku vhodnu na jednotkové davkovanie lie&enych cicav&ich
subjektov, pricom kaZdad jednotka obsahuje vopred ur&ené
mnoZstvo doplnkovych protizapalovych zluCenin ur&enych tak, aby
sa dosiahol (v spojeni s poZadovanym farmaceutickym nosidom)
poZadovany terapeuticky G&inok. ,Farmaceuticky akceptovatelny
nosié&" zahfna v3etky rozpGstadld, disperzné média, obalové,
antimikrobidlne a protihubové &¢inidla, izotonické &inidléa
a &inidl& spomalujice absorpciu atd., ktoré su kompatibilné
s aktivnymi latkami, so spbsobom podivania a dals3imi zloZkami
danej zmesi a ktoré nie st Skodlivé pre prijemcu. PouZitie
takychto agens a médii je odbornikom znéme (vid napriklad
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. (1990), Mack
Publishing Co., Easton, PA 18042, strany 1435-1712, ktorého
opis je tu zahrnuty odkazom). Do zmesi sa méZu v&lenit aj
dodato&né aktivne zloZky.

Na orédlne terapeutické podavanie méZu byt dodato&né
protizapalové zlu€eniny zahrnuté s excipientmi (inertnymi

nosiémi) a pouzZité vo forme tabliet na prehltnutie, bukalnych
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(dstnych) tabliet, pastiliek, kapsil, suspenzii, sirupov,
oblatok a podobne, alebo mdéZu byt zainkorporované priamo do
potravy. Tablety, pastilky, pilulky, kapsuly a dalsie formy
méZzu obsahovat aj: spojivo (binder), ako napr. ,zZuvacku"

z kozinca, agatu (gum tragacants, acacia), obilny 3krob alebo
Zelatinu; inertné nosiée (excipients) ako napriklad fosfore&nan
vapenaty (dicalcium phosphate); rozvolfiujice latky, ako obilny
Skrob, kyselinu alginovd (alginic acid) a podobne; lubrikant,
ako je stearan horeénaty; sladidlo, ako je sacharéza, laktébza
alebo sacharin; prichutové latky, ako mitova silica, libavkovy
olej, CereSnovi alebo pomaran&ovi prichut. Ak je davkovacou
jednotkou kapsula, mdéZe okrem vyssie uvedenych latok obsahovat
tekuty nosi&. MéZe sa pouZit aj rad dal3ich materidlov, ktoré
modifikujd obal alebo fyzikdlnu formu davkovacej jednotky.
Napriklad tablety, pilulky alebo kapsuly sa méZu potahovat
Selakom, cukrom alebo obidvoma latkami. VZetky materidly
pouzité na pripravu akejkolvek davkovacej jednotky musia byt
pochopitelne farmaceuticky &isté a pouZitych mnoZstvach
netoxické. NavySe sa méZu do postupne uvolfiovanych pripravkov a
zloZenia pridavat doplnkové protizdpalové zlt&eniny. MnoZtsvo
tychto doplnkovych protizépalovych zlG&enin v danej
terapeuticky uZitoCnej zmesi sa voli tak, aby sa dosiahla
vhodna davka.

Na parenterdlne podavanie méZu vSetky protizapalové
zluCeniny obsahovat sterilny roztok vhodny na injekcie.
Sterilny roztok vhodny na injekcie sa méZe pripravit zluenim
poZadovaného mnoZstva doplnkovej protizipalovej zld&eniny vo
vhodnom, farmaceuticky prijattelnom nosiéi s réznymi daldimi
prisadami vymenovanymi niZ3ie (poZadovanymi) a naslednou
sterilizadciou filtrdciou. VSetky disperzie sa mdéZu pripravit
vElenenim protizapalovej zld&eniny do sterilného nosi&a, ktory
obsahuje zaklladné disperzné médium a dalSie poZadované

ingrendiencie z tych, ktoré sG vymenované vyZ3ie. VSetky
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sterilné roztoky vhodné na injekcie sa méZu pripravit zlu&enim
prasku doplnkovej protizipalovej zludeniny a (pripadne)
akejkolvek dalSej poZadovanej ingrediencie z predchadzajucej
pripravy jej sterilného roztoku. PradSok sa pripravi akoukolvek
vhodnou technikou (napr. vadkuové sulenie a lyofilizacia).

Specifickd davka doplnkovej protizdpalovej zluleniny sa
vypo&ita podla pribliZnej telesnej hmotnosti alebo telesného
povrchu pacienta. Pri ureni vhodnej davky sa mézu zahrnat aj
dalsie faktory, ak sa jednad o akitne alebo chronické z&palové
ochorenie a ak sa jednd o lieCbu alebo prevenciu, vaZnost
ochorenia, spdsob aplikédcie, vek, pohlavie a zdravotny stav
pacienta. Odbornici lahko uskutoénia presnej$ie vypo&ty nutné
na vhodné davkovanie pri lie¢be, pri zohladneni v3etkych vy33ie
uvedenych formulacii. Davkovanie sa méZe uréit aj pomocou
znamych testov na urcenie davky pouZitych v spojeni s
prisludnymi Gdajmi o reakcii na davky.

Zamerom tohto vyndlezu je napriklad to, Ze davky
doplnkovych protizépalovych zldcéenin vybranych na lieenie
urcitého akutneho alebo chronického ochorenia, ako napriklad
reumatickych choréb (napr. lymsk& choroba, detskd (reumatoidnd)
artritida, osteocartritida a stafylokokmi indukovana (,septic-
ka“) artritida) méZu byt na dosiahnutie terapeutického G&inku
réznorodé.. Ked ma jedna z doplnkovych protizapalovych zlu&enin
vedlajsie uinky, mbéZe sa poddvat pacientom po&as oobdobia
alternativnej lieCby kombinacnej terapie. Napriklad dlhodoobé
lieCenie mé%trexétom (chronic methotrexate treatment) je
spojené s toxicitou gastrointestindlnou, pedefiovou, plucnou a
toxicitou kostnej drene (Sandoval et al., (1995) British
Journal of Rheumatology, 34:49-56, ktorého opis je tu zahrnuty
odkazom.

Testy na monitorovanie zlepSenia zdravotného stavu mdzZu
zahfhat Specifické testy zamerané napriklad na urdenie

systémovej odpovede na zdpal, &o zahffia rychlost sedimenttacie
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erytroctov (ESR - erythrocyte sedimentation rate), reaktanty
akitnej fazy (APR - acute phase reactant). Pozoruje sa opuch
postihnutej Casti tela. MéZe sa pozorovat aj zlepSenie
stuhlosti a stisku (siffness and grip (ak je to moZné) a
zniZenie bolesti. Ak je pacientov stav stabilny, podava sa mu
rovnakd davka tyZdenne a taktieZ tyZdenne sa hodnoti jeho stav.
Ak je pacientov stav stabilny, mdZe sa v liedbe pokra&ovat. Po
Siestich mesiacoch lieCby sa zistia radiologickym snimanim
(napriklad réntgenom) anatomické zmeny na kostre.

Na konci kaZdého obdobia sa pacient hodnoti znova.
Porovnanie radiologického zhodnotenia pred a po lieéeni,
hodnoty ESR a APR ukazujl na GC€innost liefenia. Podla G&innosti
liedenia a pacientovho stavu sa davkovanie mdéZe podas lie&enia
zvy3Sit alebo zachovat na tej istej urovni.

Predkladany vynalez sa prednostne zameriava na metédu
(volitelne s jednou z nasledovnych kombindcii) na liecdenie
alebo prevenciu akutnych alebo chronickych zapalovych ochoreni
a stavov (ako su definované vysSSie), ako st reumatické
ochorenia (napr. lymska& choroba, detskd (reumatoidnd)
artritida, osteoartritida, lupienkovad artritida, reumatoidné
artritida a stafylokokmi indukovanéd (,septick&“) artritida):
skrateny sTNFR produkt (napr. protein Rl—[Cysm—Cysm3]-Rﬂ
a metotrexat (methotrexate); skrateny sTNFR produkt (napr.
protein R;-[Cys'®-Cys!®’]-R;) metotrexdt a inhibitor IL-1,
prednostne IL-lra; skrateny sTNFR produkt (napr. protein R;-
[Cys!?-Cys!®®]-R;) a jedna alebo viac nasledovnych latok -
metotrexdt, imunosupresivum (napr. cyklosporin), ciproflaxin,
antigén Fas a inhibitor IL-1, prednostne IL-1lra; skrateny sTNFR
produkt (napr. protein R;-[Cys!®-Cys!®3]-R;) a metotrexat
a imunosupresivum (napr. cyklosporin); skrateny sTNFR produkt
(napr. protein Ri-[Cysm—Cys“”]—Rz) metotrexat ciprofloxacin;
skrateny sTNFR produkt (napr. protein R;-[Cys'®-Cys!®®]-R,),

metotrexat a inhibitor IL-1, prednostne IL-lra; skrédteny sTNFR
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produkt (napr. protein R;-[Cys'®-Cys!®®]-R;) a jedna alebo viac
nasledovnych latok - metotrexat, sulfasazin (sulphasazine)

a hydroxychlérchinén (hydroxychloroquine); skrateny sTNFR
produkt (napr. protein R;-[Cys!®-Cys!®®]-R,) metotrexat

a hydroxychlérchinén (hydroxychloroquine); skrateny sTNFR
produkt (napr. protein R;-[Cys'®-Cys'®*]-R,) metotrexat

a sulfasazin.

V Specifickom preferovanom pripade metéda zahrfia podavanie
(napr. do kiba (intraarticular), subkutdnne alebo intramus-
kuldrne) skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys}®-
Cys'®)-R,, volitelne vo forme s postupnym uvolfiovanim (napr.
hyalurénan)) alebo v kombindcii (pred liedbou, po liedbe alebo
siCasne s lieCbou) s metotrexatom a/alebo inhibitorom IL-1
(napr. IL-lra) a/alebo rozpustnym Yudskym rekombinantnym
antigénom Fas na liec¢bu reumatickych ochoreni, ako je uvedené
vyS8ie (napr. lymska choroba, detskd (reumaticka) artritida,
osteoartritida, lupienkovd artritida, reumatickd artritida
a stafylokokmi indukovand (,septickd“) artritida a symptémov
spojenych s nimi.

V Specifickom preferovanom pripade metdéda zahfiia podavanie
(napr. intravenézne alebo intravertikuldrne) skratenych sTNFR
produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-Cys!®*]-R,, volitelne vo
forme s postupnym uvolfiovanim (napr. hyalurénan)) a volitelne
v kombinacii (pred liecCbou, po lieCbe alebo sulasne s liecbou)
s aktivatorom pletivového plazminogénu a/alebo s inhibitorom
IL-1 (napr. IL-lra) na lieébu pos3kodenia mozgu ako vysledku
traumy, epilepsie, krvacania alebo mftvice, ktoré vietky vedud
k neurodegeneracii.

V 3pecifickom preferovanom pripade metéda zahffia podavanie
(napr. subkutéanne alebo intramuskularne) skratenych sTNFR
produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-Cys'®*]-R,, volitelne vo
forme s postupnym uvolfiovanim (napr. hyalurdénan)) alebo

v kombinacii (pred liecbou, po lieébe alebo stasne s liecbou)
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s (jednou alebo viacerymi latkami) - kortikosteroidom,
cyklosporinom, FK-506 alebo interferénom (napr. alfa-inter-
ferén, beta-interferédn, gama-interferén alebo konsenzudlny
(cosensus) interferén) a/alebo IL-lra na lied&bu sklerdzy
multiplex (multiple sclerosis).

V Specifickom preferovanom pripade metéda zahffia podavanie
(napr. subkutdnne alebo intramuskulédrne) skratenych sTNFR
produktov (napr. proteinu R;-[Cys'®-Cys'®*]-R,, volitelne vo
forme s postupnym uvolfiovanim (napr. hyalurénan)) alebo
v kombinacii (pred lie&bou, po liedbe alebo sudasne s lieébou)
s G-CSF a/alebo IL-lra na lie&bu zapalového ochorenia &riev
(inflammatory bowel disease).

V Specifickom preferovanom pripade metéda zahfia podavanie
(napr. subkutanne alebo intramuskuléarne) skrdtenych sTNFR
produktov (napr. proteinu R;-{[Cys'®-Cys!®*]-R,, volitelne vo
forme s postupnym uvolfiovanim (napr. hyalurénan)) alebo
v kombindcii (pred liecbou, po liedbe alebo stulasne s lie&bou)
s leptinom, Marinolom (Marinol™) alebo Megace (Magace™) na
lie&bu kachexie/anorexie.

V Specifickom preferovanom pripade metéda zahffia podavanie
(napr. subkutanne, intraventrikuldrne alebo intratekalne)
skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-[Cys!®-Cys!®3]-R,,
volitelne vo forme s postupnym uvolfiovanim (napr. hyalurénan))
alebo v kombindcii (pred liecbou, po liedbe alebo st&asne
s lie¢bou) s NSAID (napr. indometacinom (indomethacin) a/alebo
inhibitorom IL-1 (napr.IL-lra) na liedbu Alzheimerovej
choroby) .

V Specifickom preferovanom pripade metéda zahrtha
poddvanie (napr. subkutdnne, intraventrikularne alebo intra-
tekalne) skratenych sTNFR produktov (napr. proteinu R;-
[Cys'®-Cys'®®]-R;, volitelne vo forme s postupnym uvolfiovanim
(napr. hyalurdnan)) alebo v kombinadcii (pred lie&bou, po

lieCbe alebo sudasne s liedbou) s rozpustnym rekombinantnym
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Tudskym antigénom Fas na liecbu rakoviny (napriklad leuké-
mii); detského diabetes mellitus typu 1; odmietnutia Stepu
hostitelom; hepatitidy; ischemického/reperfiizneho (reperfu-
sion) poSkodenia, vratane mozgovej ischémie (po3kodenia
mozgu ako nasledku traumy, epilepsie, krvacania alebo
mftvice, ktoré méZu viest k neurodegeneradcii); zapalové
neuro ochorenia; reumatické ochorenia, ako sii vymedzené
vy$85ie (napr. lymskd choroba, detskd (reumatickd) artritida,
osteoartritida, lupienkovd artritida, reumatickd artritida
a stafylokokmi indukovand (,septicka"“) artritida a trans-

plantacia pletiv).

Po uvaZeni dalej uvedenych ilustrativnych prikladov

budli jasné dalSie stranky a vyhody tohto vynélezu.

Prehlad obradzkov na vykresoch

Rad aspektov a vyhod predkladaného vyndlezu bude zrejmy

po prezreti obrazkov, kde:

Obr. 1 zobrazuje sekvenciu nukleovych kyselin (SEQ ID
NO:1) kédujicu Asp!-Asn'®' - rekombinantny Yudsky sSTNEFR
s plnou di%kou. Zobrazuje sa aj sekvencia aminokyselin Asp!-
Asn'®® (SEQ ID NO:2).

Obr. 2 zobrazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (SEQ ID
NO:3) kédujiicu NH,-MDSVCPQGKYIHPQONNSIC-[Cys!®-Cys3’}-FC-COOH
(uvddzany aj ako sTNFR-I 2.6D/C105). Zobrazuje sa aj sekven-
cia aminokyselin NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys!'®~Cys3°]-FC-COOH
(SEQ ID NO:4).

Obr. 3 zobrazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (SEQ ID
NO:5) kédujiicu NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys'?-Cys!?®]-FNCSL-
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COOH (uvadzany aj ako sTNFR-I 2.6D/C106). Zobrazuje sa aj
sekvencia NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys!®-Cys!®®]-FNCSL-COOH
(SEQ ID NO:6).

Obr. 4 zobrazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (SEQ ID
NO:7) kédujiicu NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys!®-Cys!®®]-FN-COOH
(uvadzany aj ako sTNFR-I 2.6D/N105). Zobrazuje sa aj
sekvencia aminokyselin NH,-MDSVCPQGKYIHPQONNSIC-[Cys!?-Cys!3]-
FN-COOH (SEQ ID NO:8).

Obr. 5 zobrazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (SEQ ID
NO:11) kédujicu NHp-MYIHPQNNSIC-([Cys!®-Cys!®®]-FNCSL~COOH
(uvadzany aj ako sTNFR-I 2.3D/d8). Zobrazuje sa aj sekvencia
aminokyselin NH,-MYIHPQNNSIC-[Cys!®-Cys'®®]-FNCSL-COOH (SEQ ID
NO:12).

Obr. 6 zobrazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (SEQ ID
NO:9) kédujucu NHp-M-[Cys'’-Cys!®®]-FNCSL-COOH (uvadzany aj
ako sTNFR-I 2.3D/d18). Zobrazuje sa aj sekvencia
aminokyselin NH,-M-[Cys'®-Cys!®3]-FNCSL-COOH (SEQ ID NO:10).

Obr. 7 zobrazuje sekvenciu nukleovej kyseliny (SEQ ID
NO:13) kédujucu NHz-MSIS-[Cys'’-Cys!®®]-FNCSL-COOH (uvadzany
aj ako sTNFR-I 2.3D/d15). Zobrazuje sa aj sekvencia
aminokyselin NH,-MSIS-[Cys'®-Cys!®®]-FNCSL-COOH (SEQ ID
NO:14).

Obr. 8 zobrazuje sekvenciu nukleovych kyselin (SEQ ID
NO:34) kédujicu Leu'-Thr'”® hotového rekombinantného Iudského
STNFR-II. Zobrazuje sa aj sekvencia aminokyselin Leu!-Thrl?®
(SEQ ID NO:35).
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Obr. 9 znazorfiuje rozsah opuchu (amount of swelling)
indukovaného v reaktivaénom (reactivation) modeli
indukovanom streptokokdlnou bunkovou stenou podla opisu

v Casti priklady II.

Obr. 10 zobrazuje plazmové profily sTNFR-I 4D/C105db
u zdravych pavianov po dvoch mindtach intravenéznej infuzie

0,2 mg/kg podla opisu v Easti priklady III.

Obr. 11 zobrazuje plazmové profily sTNFR-I 3D/C105db
u zdravych paviénov po dvoch mindtach intravenéznej infuzie

0,2 mg/kg podla opisu v &asti priklady III.

Obr. 12 zobrazuje plazmové profily sTNFR-I 2,6D/C105db
u zdravych pavianov po dvoch mindGtach intravenéznej infuzie

0,2 mg/kg podla opisu v Casti priklady III.

Obr. 13 zobrazuje vztah medzi davkou a odburavanim
réznych dimérovych sTNFR-I konStruktov podla opisu v &asti
priklady III.

Priklady uskutoCnenia vyndlezu

Standardné metédy tvoriace zaklad pracovnych postupov
opisanych v nasledovnych prikladoch alebo iné vhodné pra-
covné postupy sa opisuju v znamych molekulovo-biologickych
priruc¢kach, napr. Sambrook et al. (1989), vid vysS$ie,

a Ausubel et al. (1990), vid vysSSie. Pre v&é&38iu nazornost sa

pouzZiva skratka ,mL“ pre mililiter a ,L“ pre liter.

Priklad 1
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Nasledovny priklad opisuje produkciu réznych foriem
skrateného rekombinantného rozpustného STNFR-1I:
NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC- [Cys'®-Cys!®®]-FC-COOH (sTNFR-I
2.6D/CL05); NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys'®-Cys!®®]-FNCSL-COOH
(sTNFR-I 2.6D/C106); NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys!®-Cys!®®]-
FN-COOH (STNFR-I 2.6D/N105); NH,-MYIHPQNNSIC-[Cys!®-Cys!®3]-
FNCSL-COOH (STNFR-I 2.3D/d8); NHy-M-[Cys!®-Cys!®®]-FNCSL-COOH
(STNFR-I 2.3D/d18) a NH,-MSIS-[Cys'®-Cys'°®]-FNCSL-COOH
(sTNFR-I 2.3D/d15).

A. Priprava DNA
1. sTNFR-I 2,6D/C106

Klonovand DNA odvodend z klonu lambda - gt107ctnfbp (EP
422339) slaZi ako matrica v PCR amplifikaénej reakcii

pouZzitim nasledovnych PCR primerov:

5° OLIGO #1: (SEQ ID NO: 68)
5!’ = GGTTAGCCATATGGACAGCGTTTGCCCCCAA-3’

3’ OLIGO #2: (SEQ ID NO: 69)
5! -CCCARGCTTTTACARGAGAGCAATTGAAGCACTG-3'

OLIGO #1 a OLIGO #2 obsahuju miesta NdeI a HindIII
a hybridizujd s 5°-koncom (OLIGO #1) a 3°-koncom (OLIGO #2)
skrateného génu. PCR amplifikacnd reakcia prebieha v 25
cykloch; kaZdy cyklus sa skladid z 30 sekind pri 94 °C
(denaturacia), 15 sekand pri 55 °C (hybridiz&cia primerov)
a 1 minaty pri 72 °C (polymerizacia) [termocykler typ 2400
(Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)]. PCR produkt sa preé&isti

pomocou QIAquick™ PCR Purification Kit (QIAGEN, Chatsworth,
CA) podla navodu vyrobcu. Preisteny PCR produkt sa Stiepi
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enzymami NdeI a HindIII a potom izoluje z gélu pomocou
QIAquick™ Gel Extraction Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA) podla
navodu vyrobcu. PCR produkt izolovany z gélu sa vloZi do
vektora pAMGll (WO 95/26746) a vnesie transformaciou do
buniek E. coli FM 15 (ATCC 55765).

2. sTNFR-I 2,6D/C105
PCR amplifikacia sTNFR-I 2,6/C105 sa uskutod&iiuje
pouzitim pé%zmidovej DNA sTNFR-I 2,6D/C106 ako matrice

a nasledovnywh PCR primerov:

OLIGO #3: (SEQ ID NO: 70)

S’ -ACTCGA GGATCCGCGGATAAATAAGTAACGATCCGGTCCA— 3!
OLIGO #4: (SEQ ID NO: 71)

5'-CAGGTCGGATCCTATCAGCAGAAGCACTGGAAAAGGTTTTC—3'

OLIGO #3 a OLIGO #4 obsahuju miesto BamHI a mutdciu N
(105) nasledovani stop kodénom. Primery st navrhnuté tak,
aby 0plnad amplifikdcia matrice zaistila nové miesto BamHI
vhodné na ligdciu. PCR amplifikadni reakcia prebieha v 35
cykloch; prvych 10 cyklov sa skladéd z 10 sekind pri 92 °C
(denaturécia), 30 sekund pri 55 °C (hybridizacia primerov)

a 4 minat pri 68 °C (polymerizicia), nasleduje 25 cyklov
zloZenych z 10 sekund pri 92 °C (denaturédcia), 30 sektnd pri
55 °C (hybridizacia primerov) a 4 mintty + 20 sekind pri 68
°C (polymerizacia) [termocykler typ 2400 (Perkin-Elmer Cetus,

Norwalk, CT)]. PCR produkt sa pre&isti z gélu pomocou
QIAquick™ Gel Extraction Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA) podla
navodu vyrobcu, Stiepi enzymom BamHI, extrahuje zmesou
fenolu a chloroformu a prezrédZa etanolom. Resuspenduje sa,
vloZzi do vektora pAMGll (WO 95/26764) a vnesie transforma-
ciou do buniek E. coli FM 15.

3. sTNFR-I 2,6D/N105
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PCR amplifikacia sTNFR-I 2,6D/N105 sa uskutociiuje
pouZitim plazmidovej DNA sTNFR-I 2,6D/C106 ako matrice a
nasledovnych PCR primerov:

5° OLIGO #5: (SEQ ID NO: 72)

5 -GGTTAGCCATATGGACAGCGTTTGCCCCCAA-3"

3’ OLIGO #6: (SEQ ID NO: 73)

5 "~CGCGGATCCCTATTAATTGAAGCACTGGAAARGG-3 "

OLIGO #5 a OLIGO #6 obsahuju miesta NdeI a BamHI
a hybridizuju s 5 -koncom (OLIGO #5) a 3°-koncom (OLIGO #6)

skrateného génu. PCR amplifikacnd reakcia prebieha v 30
cykloch; kaZdy cyklus sa skladd zo 45 sekund pri 95 °C
(denaturacia), jednej mindty pri 65 °C (hybridizacia
primerov) a dvoch minat pri 72 °C (polymerizéacia)
[termocykler typ 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)].

PCR produkt sa predisti pomocou Wizard™ Clean-Up Systém
(Promega, Madison, WI) podla navodu vyrobcu. Precisteny PCR
produkt sa Stiepi enzymami NdeI a BamHI, extrahuje zmesou
fenolu a chloroformu a prezrazZa etanolom. Potom sa resuspen-
duje, vloZi do reaktora pAMGll a vnesie transformaciou do
buniek E. coli FM 15.

Pracovnici s beZnou znalostou molekulovych technik st
si vedomi, Ze na z&klade opisu tohto vyndlezu sa mdéZu lahko
na vydareni expresiu v hostitelskej bunke (napr. E. coli
a iné baktérie) pouzit alebo upravit rozmanité genetické

materidly a metédy.

4. sTNFR-I 2,3D/d18; sTNFR-I 2,3D/d8 a sTNFR-I 2,3D/d1l5
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PCR amplifikacia sTNFR-I 2,3D/d18; sTNFR-I 2,3D/d8 a
STNFR-I 2,3D/d15 sa zakaZdym uskuto&ni pouZitim plazmidovej
DNA 2,6D/C106 ako matrice pomocou nasledovnych PCR primerov:

SsTNFR-I 2,3D/d8 PCR primery:

5° OLIGO #7: (SEQ ID NO:74)

5/ -CCCCATATGTATATCCACCCTCAAAATAART -3’

3° OLIGO #8: (SEQ ID NO:73)

5¢ ~CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG-3'

STNFR-I 2,3D/d15 PCR primery:

5° OLIGO #9: (SEQ ID NO:76)

57 ~CCCCATATGTCGATTAGCTGTACCAAGTGCCACAAAGG-3'
3° OLIGO #10: (SEQ ID NO:77)

57 ~-CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGARGCACTG-3'

STNFR-I 2,3D/d18 PCR primery:

5° OLIGO #11: (SEQ ID NO:78)
5 ~CCCCATATGTGTACCAAGTGCCACAAAGGA-3'

3° OLIGO #12: (SEQ ID NO:79)
5'-CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG-3'

KaZdy z primerov OLIGO #7, OLIGO#9 a OLIGO #11 obsahuje
miesto NdeI a kaZdy z primerov OLIGO#4a, OLIGO#10 a OLIGO#12

obsahuje miesto HindII. PCR amplifikaénd reakcia prebieha

v 25 cykloch; kaZdy cyklus sa skladd zo 45 sekund pri 95 °C
(denaturacia), jednej minaty pri 65 °C (hybridizicia prime-
rov) a dvoch minGt pri 72 °C (polymerizé&cia) [termocykler typ
2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)]. PCR produkty sa
preCistia pomocou Wizard™ Clean-Up Systém (Promega, Madison,

WI) podla navodu vyrobcu. PreCistené PCR produkty sa 3tiepia
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enzymami NdeI a BamHI, extrahuji zmesou fenolu a chloro-
formu a prezrédZaju etanolom. Potom sa resuspendujti, vloZia
do reaktora pAMGll a vnesu transformaciou do buniek E. coli
FM15.

B. Produkcia v E. coli

Najprv sa rozmnoZi cCerstvé inokulum vybraného rekombi-
nantného kmeria E. coli nesticeho poZadovany kon3trukt sTNFR-I
2,6D/N105, sTNFR-I 2,6D/C105, sTNFR-I 2,6D/C106, sSTNFR-I
2,3D/d18, sTNFR-I 2,3D/d8 a sTNFR-I 2,3D/d15. cely obsah
zmrazenej glycerolovej konzervy v zasobnej ampulke (asi 1,5
mL) sa prenesie do 2L nadoby, ktora obsahuje 500 mL pdédy
podla Luriho (LB). Bakteridlna kultira sa inkubuje pri
teplote 37 °C v rotaénej trepadke pri 350 ot/min. Hustota
kultiry sa stanovuje meranim absorbanice pri 660 nm (ODggo) -
Inokulum sa kultivuje aZz do hustoty va&sej ako 2,0 ODgsp.

V tomto okamihu sa 125 mL kultury asepticky prenesie do
produkéného fermentora s objemom 15 L, ktory obsahuje 10 L
sterilného média.

Produkéné médium a podmienky fermenticie na vlastna
produkciu ako komplexné médium a podmienky fermentacie
opisuje Sniff (1993) v doktorandskej praci nazvanej
~Chemicky definované médium na nadprodukciu rekombinantnych
proteinov v E. coli", Colorado State University. Tato préca
doporuCuje pouZitie komplexného média obsahujiceho hydroly-
zat kazeinu, soli, glycerol a prostriedok proti peneniu
(antifoam). Tieto zloZky média sa sterilizuji vo fermentore.
Po ochladeni fermentora na teplotu niZZiu ako 40 °C sa
pridaju stopové minerdly a hydrochlorid tiaminu, sterili-

zované filtraciou.
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Po ustaleni teploty média na 37 °C sa toto médium
naoCkuje inokulom. Rast kultdry sa sleduje meranim ODgso. PH
kultary sa udrZiava na hodnote 6,0 automatickym pridavanim 5
M hydroxidu sodného a 5 M kyseliny chlorovodikovej. Ked ODggo
dosiahne hodnotu 9,5 aZ 10,5, kultGra sa indukuje aseptickym
pridanim sterilného izopropyl-B-D-tiogalaktopyranozidu
(IPTG) po koneént koncentriciu 0,50 mM. Kultira sa pozbera
po zastaveni rastu.

Kultiva¢né médium a podmienky rastu sa pouziju v podobe
opisanej Sniffom (1993), vid vy$sie, s nasledovnymi rozdiel-
mi: do média sa prid& siran aménny (2,0 g/L) a monohydrat
hydrochloridu L-cysteinu (1,0 g/L), hydrochlorid tetracyk-
linu sa vynech&, pH sa udrZiava na hodnote 6,0 pomocou
hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikovej namiesto
hodnoty 7,0 udrZiavanej len pomocou hydroxidu sodného, tep-
lota kultivéacie sa zvy3i na 37 °C, koncentracia induktora sa
zvySila z 0,15 mM na 0,50 mM IPTG, &as zberu sa ur&i okami-
hom zastavenia rastu namiesto &asom, ktory uplynul od
indukcie.

Po ukonCeni fermentdcie sa bakteridlne bunky pozberaji
centrifugdciou v 500 mL kyvetdch. Centrifuguja sa pri 10 000
ot/min 30 mindt. KaSovit& bakteridlna peleta sa nariedi na
hustotu 15% tuhych &astic v lytickom tlmivom roztoku
zloZenom z 50 mM Tris a 5 mM EDTA, pH 8,0. Resuspendované
bunky sa potom lyzuji trojnisobnym pretladenim suspenzie
homogenizatorom (APV Gaulin, Inc., Everett, MA) pri tlaku 57
MPa (8000 libier na Stvorcovy palec). Centrifugaciou homo-
genizatu pri 10 000 ot/min 30 minit sa ziskaji inklazne
telieska (IT). Inklizne telieska sa premyju v lytickom
tlmivom roztoku a centrifuguju treti raz pri 10 000 ot/min
30 minat. Po resuspendovani IT v deionizovanej vode (v
pomere 1:1) sa naposledy centrifuguji pri 10 000 ot/min 30

mindt. Tento krok prestavuje druhé premytie. Premyté inklaz-
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ne telieska kaZdého proteinu sa pripravia na rozpustenie,
renaturdciu a purifikdciu. KaZda varka dava vytaZok asi 200
az 250 1IT.

Skrateny sTNFR-I sa mbZe pripravit fermenticiou podla
iného postupu:

Najprv sa rozmnoZi cCerstvé inokulum vybraného rekombi-
nantného kmefia E. coli nesuceho poZadovany kondtrukt sTNFR-I
2,6D/N105 alebo sTNFR-I 2,6D/C106. Cely obsah zmrazenej
glycerolovej konzervy v zasobnej ampulke (asi 1,5 mL) sa
prenesie do 2L nadoby, ktora obsahuje 500 mL kvasnicového
extraktu BBL (10 g/L, pH 7,0). Kultira sa inkubuje pri
teplote 33 °C v rotaénej trepadke pri 300 ot/min. Hustota
kultiry sa stnovuje meranim absorbancie pri 600 nm (ODggq) .
Inokulum sa kultivuje aZ do hustoty vac&sej ako 2,0 ODeggo-

V tomto okamihu sa 80 mL kultuiry asepticky prenesie do
produkéného fermentora s objemom 15 L, ktory obsahuje 7 L
sterilného rastového média.

Produkéna fermentacia vyuZiva postup kontinudlneho
dopifiania Zivin do média. Produk&né médium je komplexné
médium obsahujuice kvasnicovy exktrakt, soli a prostriedok
proti peneniu (antifoam). Tieto zloZky média sa sterilizuja
vo fermentore. Po ochladeni fermentora na teplotu niZ$iu ako
40 °C sa pridaju stopové minerdly, glukéza, siran hore&naty
a hexametafosfat, sterilizované filtrdciou. PouZijui sa dve
Ziviny, jedna je zdrojom uhlika (glukéza/siran hore&naty),
druhou je kvasnicovy extrakt obsahujiuci dusik.

Po ustileni teploty produk&ného média na 33 °C sa totc
médium naockuje inokulom. Rast kultiry sa sleduje meranim
ODgoo. pH kultiry sa udrZiava na hodnote 7,0 automatickym
priddvanim hydroxidu aménneho a kyseliny citrénovej (48,7%).
Ked ODgpo dosiahne hodnotu 8,0 aZ 12,0, zac¢ne sa pridéavat

Zivina I exponencidlnou rychlostou. Ked si hodnoty ODggo
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v rozmedzi 30 aZ 40, zacina pridavanie Ziviny II kon3tantnou
rychlostou. Po dosiahnuti hodnét ODgyy 67 a2 83 sa kulttra
indukuje aseptickym pridanim sterilného autoinduktora (lak-
tén homoserinu) po kone&nt koncentraciu 0,6 mg/L. V okamihu
indukcie sa rychlosti pridévania Zivin I a II zmenia na
konStantné. Kultlra sa pozberd 16 hodin (+-2) po indukcii.

Po ukoneni fermentdcie sa bakteridlne bunky pozberaju
centrifugaciou v 500 mL kyvetach pri 10 000 ot/min po&as 30
mindit. KaSovitd bakteridlna peleta sa nariedi na hustotu 15%
tuhych &astic v lytickom tlmivom roztoku zloZenom z 50 mM
Tris a 5 mM EDTA, pH 8,0. Resuspendované bunky sa potom
lyzujd trojnésobnym pretladenim suspenzie homogenizatorom
(APV Gaulin, Inc., Everett, MA) pri tlaku 57 MPa (8000
libier na Stvorcovy palec). Centrifugdciou homogenizatu pri
10 000 ot/min 30 minGt sa ziskaju inkldzne telieska (IT).
Inklazne telieska sa premyju v lytickom tlmivom roztoku
a centrifuguja treti raz pri 10 000 ot/min 30 minut. Po
resuspendovani IT v deionizovanej vode (v pomere 1:1) sa
naposledy centrifuguji pri 10 000 ot/min 30 minut. Tento
krok prestavuje druhé premytie. Premyté inkldzne telieska
kazdého proteinu sa pripravia na rozpustenie, renaturaciu
a purifikaciu.

C. RozpuStanie/ Renaturécia:

Premyté IT z kaZdej 10 L fermgntadcie sa rozpustia v 800
mL solubilizaného tlmivého roztoku (50 mM Tris, 8 M mo&o-
vina, 160 mM cystein, pH 9,5). pH solubilizaénej zmesi sa
nastavi na hodnotu 9,5 pomocou 10N NaOH, zmes sa mie3a pri
laboratérnej teplote 2 aZ 3 hodiny. KaZda varka poskytla
vytaZzok asi 200 az 250 g IT.

Jednotlivé solubilizaéné zmesi sa riedia v pomere 1:20
v chladnom renaturaé¢nom tlmivom roztoku (50 mM Tris, 1,1 M

moCovina) . Koneény objem je asi 16 L. Potom sa pH jednot-
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livych zmesi nastavi na hodnotu 9,7 pomocou 6N HCl. Zmesi sa
pomaly mie$aju pri 4 °C 2 aZ 3 dni.

Potom sa pH jednotlivych zmesi nastavi na hodnotu 5,0
Iadovou kyselinou octovou a 6N HCl. Zrazenina, ktora sa

v kaZdej zmesi vytvori, sa odstréani centrifugéciou pri
10 000 g v centrifiige Beckman, typ J2-HS. Ziskany superna-
tant sa potom filtruje na 5S5um a 0,22um filtri.

D. Purifikacia

Renaturovany protein sa pripravi na purifikéciu na
koléne IX-1 SP Sepharose Big Bead™ (Pharmacia Biotech, Inc.,
Piscatawax, NJ).

Koléna IX-1 SP Sepharose Big Bead™ (4,4 cm x 20 cm)

Tlmivy roztok A Tlmivy roztok B
25 mM octan 25 mM octan

50 mM NaCl 375 mM NaCl

pH 5,0 pH 5,0

Pred nanesenim renaturovaného materidlu sa kaZda kolédna
ekvilibruje 4 aZ 5 objemami kolény tlmivym roztokom A.
Materidl z jednotlivych varok sa oddelene nan&Sa na kolény
na pre&istenie. Na kaZdd kolénu sa nanesie maximilne 12 g
proteinu na liter polyméru. Potom sa kaZzdd koléna premyje 3
aZz 4 objemami kolény tlmivého roztoku A (ak sa hodnota UV
nevradti k zékladnej 1linii). Proteiny sa eluuju pomocou line-
drne rastuiceho gradientu soli v rozmedzi 50 aZ 375 mM NaCl
s celkovym rozsahom 8 objemov koldény. Celd bielkovinova
frakcia sa zhromaZdi. Zachytéavanie bielkovinovej frakcie na
kaZdej koléne za&ina, ked UV absorbancia vzrastie na 20 %
maxima. Zber eludtu sa zastavi v pripade dosiahnutia hodnét
50 % maxima UV absorbancie alebo ak absorbancia prestéava
klesat.
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Rychlost prietokov:
7,5 objemov kolény/hod - ekvilibracia, premyvanie
15 objemov kolény/hod - nan&Sanie

6 objemov kolény/hod - elicia
Cela purifikacia na kolénach sa uskutoé&fiuje pri 4 °C.

Spojené frakcie z kaZdej IX-I kolény sa pripravia
na dalSie precistenie na koléne Toyo Pearl™ Butyl 650M HIC
(Toso Haas, Philadelphia, PA).

Koléna 300 mL - Toyo Pearl™ Butyl 650M (4,4 cm x 20 cm)

Tlmivy roztok A Riediaci tlmivy roztok Tlmivy roztok B
20 mM NaPQy 40 mM NaPQq Milli Q H,0
1,8 M NaCl, pH 6,0 4 M NaCl pH 6,0

Pred nanesenim spojenej frakcie z kolény IX-I sa kolédna
ekvilibruje 4 aZz 5 objemami kolény tlmivym roztokom A.
Spojené frakcie z IX-1 sa zriedia 1:1 riediacim tlmivym
roztokomwé PH sa upravi na hodnotu 6,0. Zrieden& spojend
frakcia z IX-I sa nanensie na koldénu. Na kazZdd kolénu sa
nanesie maximalne desat gramov proteinu na liter polyméru.
Potom sa kaZdad koléna premyje 3 objemami koldény tlmivého
roztoku A. Proteiny sa eluuji pomocou line&rne klesajtceho
gradientu soli v rozmedzi 1,8 mM NaCl aZ H,0 s celkovym
rozsahom 8 objemov kolény. Zachytadvanie kaZdej bielkovinovej
frakcie zacina, ked UV absorbancia vzrastie na 15 aZ 20 %
maxima. Zber sa ukonéi v pripade dosiahnutia hodnét 50 %

maxima UV absorbancie alebo ak absorbancia prestiva klesat.
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Rychlost prietokov:
6 objemov koldény/hod - ekvilibracia, nand3anie a premyvanie

3 objemy kolény/hod - eluicia

Celd purifikdcia a kolédénach sa uskutoc&iiuje pri labora-

térnej teplote.

Zahustenie/diafiltracia (C/D)

V kroku C/D sa pouZije 1 Stvorcovad stopa (30,5 cm x
30,5 cm) PLLC regenerovanej celulézovej membrany
s M.V.cutoff 5 000 (Milli-Pore, Bedford, MA). KaZda spojena
frakcia z kolény HIC sa zahusti na objem asi 200 mL a potom
diafiltruje proti 6 aZ 7 objemom 20 mM NaPO, pH 6,0, kym

vodivost nie je niZ8ia ako 4 mm/hod.

Zahustenie/diafiltracia sa uskutocfiuje pri laboratérnej

teplote.

Kazda vzorka po C/D sa pripravi na predistenie na
koléne IX-2 - 365 mL SP-Sepharose HP™ (Pharmacia Biotech,

Inc., Piscataway, NJ).

Koléna IX-2 - 365 mL SP-Sepharose HP™ (5 cm x 18,5 cm)

Ekvilibracny Tlmivy roztok A Tlmivy roztok B
tlmivy roztok

20 mM Na NaPO, 20 mM NaPO, 20 mM NaPO,

pH 6,0 pPH 6,3 50 mM NaCl pH 6,8

Pred nanesenim jednotlivych vzoriek C/D sa kaZda

koléna ekvilibruje 4 aZ 5 objemami kolény ekvilibrac&ného
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tlmivého roztokom A. KaZdA vzorka C/D sa oddelene nand$a na
kolénu tak, aby nanesené mnoZstvo neprekro&ilo osem gramov
proteinu na liter polyméru. Potom sa kaZda koléna premyje 3
objemami kolény ekvilibra&ného tlmivého roztoku a 3 objemami
tlmivého roztoku A . Proteiny sa eluuji pomocou linedrneho
gradientu pH v rozmedzi 6,3 aZ 6,8 a gradientu soli

v rozmedzi 0 aZ 50 mM NaCl (tlmivy roztok B) s celkovym
rozsahom 8 objemov kolény. Zber frakcii zacéina pri hodnote
0.D. 1,0 na zaciatku a kon¢i pri dosiahnuti 50 % maxima na

konci.

Skrateny sTNFR-I sa mbéZe solubilizovat, renaturovat

a preCistit aj inym spdsobom, ktorého opis nasleduje.
C.1 Rozpustanie/Renaturacia:

Premyté inkluzne telieska (IT) sa rozpustia v roztoku
so zloZenim 8 M mocovina, 60 mM Tris, 100 mM cystein tak,
aby vysledna koncentracia roztoku bola 6,5 M modovina, 50 mM
Tris a 80 mM cystein, pH 9,4 a 5 aZ 10 mg/mL skrdteného
sTNFR-1. (Koncentracia sTNFR-1 sa stanovi na z&klade
mnoZstva sTNFR-I v premytych IT v g/L.) Roztok sa mie$a pri
laboratérﬁéj teplote 90 minit a potom sa proteiny renaturujua
zriedenim 1:10 v chladnom (4 C aZ 8 °C) tlmivom roztoku so
zlozenim 0,85 mocovina, 50 mM Tris, pH 9,8 (pH je merané
pri teplote 4 °C aZ 8 °C).

Renaturovany roztok sa mieSa 24 aZ 72 hodin pri 4 °C azZ
8 °C. Na konci tohto &asu sa pridd ladova kyselina octova (~
20 mM) a pH sa upravi na 5,0. Vytvorend zrazenina sa
odstrani centrifugdciou a supernatant sa uchovid na nanesenie

na prva kolénu.
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D.1 Purifikéacia

Prejasneny supernatant po kyslej precipitdcii sa
nanesie na kolénu SP-Sepharose Big Bead™ (Pharmacia Biotech,
Inc., Piscataway, NJ), ktorad sa ekvilibrovala tlmivym
roztokom so zloZenim 20 mM octan sodny, 75 mM NaCl, pH 5,0.
Vzorka sa nanesie na kolénu v mnoZstve nepresahujtcom 15 g
skrateného sTNFR-1 na L objemu ndplne. Po naneseni sa koldna
premyje 3 objemami kolény 20 mM octanu sodného, 75 mM NaCl,
pPH 5,0 a eluuje linedrnym 9 kolénovym gradientom v rozmedzi
75 mM aZ 450 mM NaCl v 20 mM octane sodnom, pH 5,0. Cistenie
na koléne SP-Sepharose Big Bead™ (SP-BB) sa uskuto&fiuje pri
teplote 4 °C azZ 8 °C.

Spojené frakcie z SP-BB koldény sa nariedia v pomere 1:1
v 2 M NaCl, 60 mM octane, pH 4,5 a ak je to nutné, pH sa
upravi na 4,5. Spojenad frakcia z SP-BB kolény sa nanesie na
kolénu Toyopearl™ Butyl 650M (Toso Haas, Philadelphia, PA),
ekvilibrovani tlmivym roztokom so zloZenim 1M NaCl, 30 mM
octan, pH 4,5. Na kolénu sa nanesie skriteny sTNFR-1
v mnoZstve ~ 10 aZ 13 gramov na liter néplne kolény. Po
naneseni vzorky sa koléna premyje 3 objemami kolény tlmivého
roztoku so zloZenim 1 M NaCl, 30 mM octan, pH 4,5 a eluuje
linedrnym gradientom (8 objemov kolény) v rozmedzi 1 M NaCl
az 0 M NaCl v 30 mM octane pPH 4,5.

Purifikované frakcie skréteného STNFR-1 z Butyl 650M
koldony sa spoja, zriedia vodou 1:5 a nanesd na kolénu SP-
Sepharose High Performance™ (SP-HP) (Pharmacia Biotech,
Inc., Piscataway, NJ) ekvilibrovani 30 mM octanom, pH 4,5
(nanesené maximdlne ~ 15 g/L objemu ndplne). Koldéna sa potom
premyje 3 objemami 30 mM octanu, pH 4,5 a eluuje linedrnym
gradientom (12 objemov kolény) v rozmedzi 100 mM aZ 400 mM
NaCl v 30 mM octane, pH 4,5. Purifikované frakcie skrateného

sTNFR-1 sa spoja a pH sa upravi na 5,0 pomocou NaOH.
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C. PEGylacia:

1. Priprava sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa)

K chladnému roztoku (4 °C) sTNFR-I 2,6D/N105 (3,5
mg/mL) v 50mM octane sodnom, pH 4, sa prid& za stéaleho
mieSania trojnasobny molovy nadbytok t-BuPEG (mono-terc-
butoxypolyetylénglykol, priemernad m.h. = 33 kDa, Sherwater
polymers, Inc.). NaCNBH3 sa pridad do vyslednej koncentracie
20 mM a reakénad zmes sa mie3a 18 aZ 24 hodin pri 7 °C.

Rozsah modifikacie proteinu v priebehu reakcie sa
sleduje pomocou SEC HPLC koldény TSKG3000swy, (Toso Haas,
Motngomeryville, PA), vymyvanej fosfatovym tlmivym roztokom
so zloZenim 0,1M fosfore¢nan sodny, pH 6,9, 0,5M NaCl a 10%
etanol rychlostou 0,7 ml/min (Toso Haas, Montgomeryville,
PA).

pH reak&nej zmesi sa upravi na hodnotu asi 3,5 pomocou
1M HCl a reakCnéd zmes sa zriedi vodou na vysledni koncentra-
ciu 1,5 mg/ml.

STNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) sa oddeli od zvySku
t-BuPEG a inych vedlajS$ich produktov ionexovou chromatogra-
fiou na SP-Sepharose HP 16/10™ (Pharmacia Biotech, Inc.,
Piscataway, NJ).

ReakCna zmes sa nanesie na kolénu a nezreagovany t-
BUPEG sa vymyje 3 objemami kolény 3tartovacieho tlmivého
roztoku A (20mM octan sodny, pH 4,0). sTNFR-I 2,6D/N105-t-
BuPEG (33 kDa) sa eluuje linedrnym gradientom (20 objemov
kolény) v rozmedzi 0 aZ 30 % tlmivého roztoku B (1M NaCl
v 20mM octane, pH 4,0). Eluadt sa meria pri 280 nm. KaZda
frakcia obsahujuca sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) sa
analyzuje pomocou SDS-PAGE na komeré&ne pripravenych gradien-
tovych géloch 4 aZ 20% (Novex, San Diego, CA). Frakcie sa
spoja podla vysledkov SDS-PAGE, zahustia a sterilne filtru-
ja. VSetky spojené frakcie predisteného sSTNFR-I 2, 6D/N105-t-
BuPEG (33 kDa) sa op&t analyzuji pomocou SDS-PAGE a SEC HPLC.
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Protein sa prenesie do roztoku 10 mM fosfore&nan sodny, pH
6,5 a 20 mM NaCl.

1. Priprava sTNFR-I 2,6D/N105-33 kDa (MePEG)

K chladenému (7 °C) a mie$anému roztoku sTNFR-2,6D/N105
(4 mg/mL) sa pridava kyselina octova dovtedy, kym hodnota pH
nedosiahne 5,0. K tomuto roztoku sa pridd 15 mM NaCNBH; a
dvojnasobny molovy nadbytok t-butoxy PEG (terc-butoxypoly-
etylénglykol, priemernd m.h. = 33 kDa, Shearwater polymers,
Inc.). Reak¢énd zmes sa pri tejto teplote kratko miesa
a potom sa inkubuje asi 18 hodin.

Po 18 hodinach sa reak&na zmes upravi na pH 3,0 kyse-
linou citrénovou.

STNFR-I 2,6D/N105-t-MePEG (33 kDa) sa oddeli od zvysku
MePEG a inych vedlajSich produktov ionexovou chromatografiou
na koléne SP-Sepharose HP™ (Pharmacia Biotech, Inc., Pisca-
taway, NJ).

Reakéna zmes sa nanesie na kolénu (maximdlne 8 mg/ml
polyméru) a nezreagovany MePEG sa eluuje 3 objemami kolény
Startovacieho tlmivého roztoku A (20mM citrat sodny, pH
3,0). sTNFR-I 2,6D/N105-t-MePEG (33 kDa) sa eluuje linearnym
gradientom (16 objemov kolény) v rozmedzi 0,1 aZ 0,5 M NaCl
v 20mM citrate, pH 3,0. Eludt sa meria pri 280 nm. KaZda
frakcia obsahujuca sTNFR-I 2, 6D/N105-MePEG (33 kDa) sa
analyzuje pomocou SDS-PAGE na komeré&ne pripravenych gradien-
tovych géloch 4 aZ 20% (Novex, San Diego, CA). Frakcie sa
spoja podla vysledkov SDS-PAGE, zahustia a sterilne filtru-
ja. V8etky spojené frakcie predisteného sTNFR-I 2, 6D/N105-
MePEG (33 kDa) sa opdt analyzuji pomocou SDS-PAGE. Purifiko-
vany sTNFR-I 2,6D/N105-MePEG (33 kDa) sa zahusti na 5 aZ 20
mg/mL a prenesie do PBS, pH 6,5 (10 mM fosforeénan sodny, 35
az 100 mM NaCl) alebo do 20 mM octanu, 100 mM NaCl, pH 5,0).
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3. Priprava sTNFR-I 2,6D/N105~MePEG (20 kDa)

Postup kroku A pripravy sTNFR-I 2,6D/N105-MePEG (33
kDa) sa v podstate zopakuje s tou vynimkou, Ze MePEG (mono-
metoxypolyetylénglykol, priemernd m.h. = 33 kDa, Shearwater
Polymers, Inc.) sa nahradi MePEGom (monometoxypolyetylén-
glykol, priemernd m.h. = 20 kDa, Shearwater polymers, Inc.).
Tento protein sa prenesie do roztoku 10mM fosfore&nan sodny,
pH 6,5 a 20mM NaCl.

4. Priprava dal3ich konjugatov
Dalsie konjugaty sTNFR-I 2,6D/N105 sa pripravujt
v podstate rovnako ako sTNFR-I 2,6D/N105-MePEG (33 kDa)
s pouzZitim nasledovnych typov PEG aldehydov (Shearwater
Polymers, Inc.).
Linedrny monofunkény - m.h. 5 kDa a 57 kDa
Rozvetveny monofunk&ny - m.h. 10 kDa, 20 kDa a 40 kDa
Line&rny monofunkény - m.h. 8 kDa a 20 kDa

Rozvetveny trifunkény - m.h. 10 kDa

Tieto proteiny sa prenesi do roztoku 10 mM fosfore&nan
sodny, pH 6,5 a 20 mM NaCl.

5. Iné metédy pegyléacie

Skratené molekuly sTNFR-I sa mdZu pegylovat a purifi-
kovat aj inymi spdsobmi:

Eluat z kolény SP-HP (3 aZ 5 mg/mL, pH upravené na 5,0)
reaguje s 2 molmi polyetylénglykolu (napr. MePEG alebo t-
BuPEG) na mol sTNFR-I 2,6D/N105 (~ 5 gramov t-BuPEG na gram
sTNFR-I 2,6D/N105). Po rozpusteni polyetylénglykolu sa prida
10 aZ 20 mM kyanoborohydrid a roztok sa inkubuje cez noc pri
7 az 15 °C. Po skon&eni pegylécie (~ 18 hodin) sa reakcia
ukon¢i pridanim 10 mM glycinu.
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PegylaCné& zmes sa zriedi 4 objemami 50 mM octanu, pH
4,0, vysledné pH sa upravi na 4,0, ak je to potrebné. Zmes
sa nanesie na SP-HP kolénu ekvilibrovanti 50 mM octanom, pH
4,0. Maximadlne 8 gramov sSTNFR-I 2,6D/N105 na liter objemu
naplne sa nanesie na kolénu. Potom sa koléna premyje 3
objemami koldény ekvilibra&ného tlmivého roztoku a eluuje
linedrnym gradientom 0 aZ 0,3M NaCl v 50 mM octanu, pH 4,0.
Monopegylované frakcie sTNFR-2,6D/N105-30 kDa sa zbierajq,
pH sa upravi na 5,0, dalej sa zahustia a diafiltruju do
izotonického tlmivého roztoku. VSetky purifikaéné kroky sa
uskutoéfiuju pri laboratérnej teplote. Protein sa prenesie
bud do PBS, pH 6,5 (10 mM fosforeénan sodny, 35 aZ 100 mM
NaCl), alebo do 20 mM octanu, 100 mM NaCl, pH 5,0.

6. Priprava sTNFR-I 2,6D/Cl05 a sTNFR-I 2,6D/C106

Polyetylénglykol aktivovany sulfénovou skupinou (pri-
praveny a prelisteny podla patentov United States Patent
Application No. 08/473,809, podaného 7. jtna 1995 a United
States Patent Application No. 08/611,918, podaného 6. marca
1996) [PEG 20 000-bis-vinylsulfén] sa pouZije na dimerizaciu
proteinov v podstate podla metdédy opisanej v PCT Publication
No. WO 95/34326, okrem redukcie a reakény podmienok.
Proteiny sa pred pripojenim polyetylénglykolu redukuju 4
molmi DTT na jeden mol proteinu pri teplote 5 aZ 6 °C, pH
7,6. VSetky reakcie prebiehaju v pritomnosti 30% glycerolu.
Dimerizovany protein sa nazyva sTNFR-I 2,6D/C105db a STNFR-I
2,6D/C1l06db. Kazdy protein sa prenesie do PBS, pH 6,5 (10 mM
fosfore&nan sodny, 35 aZ 100 mM NaCl) alebo do 20 mM octanu,
100 mM NaCl, pH 5,0.

7. Priprava porovnavacich molekul sSTNFR-I

(i) . sTNFR-I 4D/N105 sa pripravi podla opisu v EP
422339. sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) sa pripravi pegy-
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laciou sTNFR-I 4D/N105 v podstate podla postupu uvedeného
vySSie pre pegylaciu sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa).
sTNFR-I 4D/N105-t-MePEG (33 kDa) sa pripravi pegylaciou
sTNFR-I 4D/N105 v podstate podla postupu uvedeného vys3ie
pre pegylaciu sTNFR-I 2,6D/N105-t-MePEG(33 kDa). Priprava
STNFR~-I 4D/C105 a sTNFR-I 4D/C105db sa opisuje v PCT
Publication No. WO 95/34326. Tieto proteiny sa rozpustia
v 10mM fosfore¢nane sodnom, pH 6,5 a 20 mM NaCl.

(ii). sTNFR-I 4D/C105-33 kDa (MePEG) sa pripravi
pegylaciou 4D/C105 v podstate podla postupu uvedeného vys8Sie
pre pegylaciu sTNFR-I 2,6D/C105-33 kDa (MePEG) s touto
vynimkou: reakcia prebieha pri pH 7,5 a 1,3 molmi DTT na mol
STNFR-I ~ 5 aZ 6 hodin, potom nasleduje odstranenie DTT na
koléne SP-Shepharose™ FF a PEGylacia s 1,5 aZ 3 mol PEG na
mol proteinu po€as najmenej 15 hodin pri laboratérnej
teplote. Tento protein sa rozpusti v PBS, pH 6,5 (10 mM
fosfore¢nan sodny, 35 aZ 100 mM NaCl) alebo v 20 mM octane,
100 mM NaCl, pH 5,0.

(iii). sTNFR-I 3D/N105 (sTNFR-I 4D/N105 skrateny o 34
aminokyselin na C-konci) sa pripravi nasledovnym spdsobom.
PCR amplifikdcia sa uskuto&ni s matricou sTNFR-I 4D/N105
a primermi OLIGO#13 (nesie miesto NdeI, hybridizuje s 5°-
koncom ékréteného génu) a OLIGO#14 (nesie miesto HindII,
hybridizuje s 3°-koncom skrateného génu). PCR amplifika&né
reakcie prebiehajd v 25 cykloch; kaZdy cyklus sa sklada z 30
sekind pri 94 °C (denaturécia), 15 sekind pri 60 °C (hybri-
dizadcia primerov) a 1 minuty pri 72 °C (polymerizacia)
[termecykler typ 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)].
PCR produkt sa predisti pomocou QIAquick™ PCR Purification
Kit (QUIAGEN, Chatsworth, CA). PreCisteny PCR produkt sa
Stiepi enzymami NdeI a HindIII a potom sa izoluje z gélu
pomocou QIAquick™ Gel Extraktion Kit (QUIAGEN, Chatsworth,
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CA). Produkt PCR izolovany z gélu sa vloZi do vektora pAMGll

a vnesie transformidciou do buniek E. coli FM 15.

5° OLIGO#13: ' (SEQ ID NO:80)
5 -GGTTAGCCATATGGACAGCGTTTGCCCCCAA-3*

3° OLIGO#14 (SEQ ID NO:81)
5 ~CCCARAGCTTTTAGGTGCACACGGTGTTCTGTTT-3"

Tento protein sa rozpusti v 10 mM fosfore&nane sodnom,
pPH 6,5 a 20 mM NacCl.

(iv) . sTNFR-I 3D/C105 (sTNFR-I 4D/Cl05 skrateny o 34
aminokyselin na C-konci) sa pripravi tak ako sTNFR-I
3D/N105, ako matrica sa v3ak pouZije sTNFR-I 4D/C105. sTNFR-
I 3D/C105 sa rozpusti v PBS, pH 6,5 (10 mM fosfore&nan
sodny, 35 aZ 100 mM NaCl) alebo v 20 mM octane, 100 mM NaCl,
pH 5,0.

(v). sTNFR-I 3D/C105db sa pripravi podobne ako sTNFR-I
4D/C105db, ako vychodiskové latka sa v3ak pouZije sTNFR-I
3D/C105 namiesto STNFR-I 4D/C105. STNFR-I 3D/C105db sa
rozpusti v PBS, pH 6,5 (10 mM fosfore&nan sodny, 35 aZ 100
mM NaCl) alebo v 20 mM octane, 100 mM NaCl, pH 5,0.

Priklad II

Schopnost inhibovat aktivitu TNF sa stanovuje pri rdz-

nych formach skrateného rekombinantného rozpustného TNFR-I.

A. WEHI cytotoxicky test

Test WEHI je zaloZeny na proliferdcii buniek in vitro
(Edwars et al. (1991), Endocrinology. 128: 989-996). Bunkové
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linie sd citlivé na TNF-« (t. zn. TNF-« je cytotoxicky).

V pritomnosti inhibitora TNF-« st bunky ochranené pred

cytotoxickym G&inkom, a sl preto schopné proliferéicie.

Protokol:

Bunky WEHI 164 klon 13, citlivé na TNF (ATCC, Rockvil-~
le, MD) sa suspneduji v koncentracii 20 x 10! buniek/mL
v médiu RPMI (Gibco, Grand Island, NY) doplnenom 5% Fetal
Calf Serum (Hyclone, Ogden, UT) a penicilin (50 jedno-
tiek/mL): streptomycin (50 ng/mL). Sto mikrolitrov tejto
bunkovej suspenzie sa prenesie do v3etkych jamiek 96-
miestnej mikrotitragnej platniéky s plochym dnom, bunky sa
ponechaji adherovat 4 aZ 6 hodin pri 37 °C v 5% CO,. Do
kazdej jamky sa pridd 10 pl aktinomycinu D (0,0060 mg/mL,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Desat mikrolitrov
rekombinantného ludského TNF-« s koncentraciou 50 ng/ml
(vysledna koncentrdcia 5 ng/ml) sa pridad do kaZdej jamky.
Dvojkovy riediaci rad réznych foriem sTNFR (sTNFR-I
2,6D/C106, sTNFR-I 4D/C105 a sTNFR-I 4D/C105db) sa nariedi

v PBS a potom pridd dvojmo do jamiek (10 uL/jamka) s adhero-
vanymi bunkami linie WEHI 164, ku ktorym sa predtym pridal
rekombihantny Iudsky TNF-c«c. Bunky WEHI-164 klon 13 sa
inkubujd 18 hodin pri 37 °C v 5% CO,. Po skon&eni inkubéacie
sa prida 10 mL roztoku (2 mg/mL) organického farbiva MTT
tetrazélium (3-[4,5-dimetyltiozol-2-yl]-2,5-difenyltetra-
zéliumbromid; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) a bunky sa
dalej inkubuji 4 aZ 6 hodin. Bunky sa solubilizuju pridanim
50 pl roztoku DMF/SDS (20% SDS a 50% N,N-dimetylformamid, pH
4,7). Roztok DMF/SDS sa premie3ava viacnasobnym nabranim

a vypustenim zo 3pi¢ky, kym sa v3etky kry3t&liky MTT neroz-
pustia a bunky sa dalej inkubujG 2 aZ 22 hodin. Hodnoty

absorbancie sa meraji na Citacom zariadeni Vmax pri 570.
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Podiel Specifickej cytotoxicity sa vypo&ita z hodndt optic-
kych denzit podla vzorca: % 3pecifickej cytotoxicity = 100 %
x [abs (bunky + médium) - abs(bunky + vzorka) ] / [abs (bunky
+ médium) - abs(bunky + TX-100)]. Po&et jednotiek TNF

v kaZdej vzorke sa ur¢i pomocou podielu 3pecifickej cytoto-

xicity mySich Standardov, ako sa uZ predtym opisalo.

Vysledky testu WEHI si zhrnuté niZSie v tabulke 2:

TAB, 2: Aktivita in vitro v teste WEHI

Latka IC50 (ng/mL)
sTNFR-1 2,6D/C106 208
sTNFR~1 4D/C105 238
sTNFR-1 4D/C105db N/A

Na zaklade vysledku testu WEHI nie sG Ziadne vyznamné
rozdiely v biologickej G&innosti in vitro medzi sTNFR-1
2,6D/C106 a sTNFR-1 4D/C105.

B. Cytoonicky test L929:

Cytotoxicky test L929 je zaloZeny na proliferacii
buniek in vitro (Parmely et al. (1993), J. Immunol., 151:

389-396), stanovuje taktieZ cytotoxicitu usmrcovania
citlivého na TNF-x. Bunkové linie st citlivé na TNF-o (t.
zn. TNF-« je cytotoxicky). V pritomnosti rozpustného inhi-

bitora TNF-« sU bunky ochrdnené pred cytotoxickym uc&inkom,

a su preto schopné proliferéicie.

Protokol:
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Bunkova linia L929 sa ziska z American Type Culture
Collection (Catalog number CCL 1, NCTC klon 929, klon kmeiia
L, spojivové tkanivo, my3). Na rozmnoZenie buniek sa pouZije
RPMI Medium 1640 doplnené 10% FBS + 1% roztok L-glutaminu +
1% roztok penicilin-streptomycinu.

Test sa uskuto&ifiuje na 96-miestnych mikrotitra&nych
platnickach (Corning) tak, Ze sa pouZije len 60 vnatornych
jamiek. Test sa opakuje trikrat na tej istej platnic&ke pre
Standard aj pokusné vzorky.

TNF-< pouZity v teste pochddza z R&D Systems (Minnea-
polis, MN). Konend koncentracia TNF-o je 1 ng/mL vo viet-
kych pokusnych jamk&ch.

Vzorky sa riedia v rastovom médiu 1929, 10 ng/mL TNF-c,

10 pg/mL aktinomycinu D (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
— Assay Diluent.

Platni¢ky sa pozberaji pomocou roztoku XTT/MEN (1,5
mg/mL XTT + 75 mM MEN).

Prvy defl sa bunky vyseju na pokusné platni&ky. Bunkova
suspenzia sa pripravi trypsiniziciou a resuspendovanim
buniek v koncentracii 3,33 x 10! muniek/mL. Do kazdej z wvnu-
tornych 60 jamiek pokusnej platni&ky sa vyseje 180 mL tejto
bunkovej suspenzie. 200 mL rastového média sa rozmiestni vo
vonkajSich 36 jamkach, aby sme sa vyhli pokusnym chybam
spdsobenym odparovanim. Platni&ky prikryté féliou a chranené
pred prievanom sa ponechaju pri laboratérnej teplote asi 1
hodinu. Potom sa umiestnia v inkubatore s vysokou vlhkostou
pri teplote 37 + 2 °C, 5+ 1 % CO;. Platni&ky sa inkubujd asi
20 aZ 22 hodin, potom sa pridéd sTNFR-I v réznom riedeni.

Druhy defl sa pripravi Standard sTNFR-I 4D/N105 a pokus-
né vzorky tymto spdésobom: Zriedte Standard sTNFR-I 4D/N105

a pokusné vzorky na koncentraciu asi 2,0 mg/mL (alebo na in
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vhodnd koncentréciu). Urobte postupné riedenia tejto koncen-
tracie tak, aby vznikla riediaca krivka s 10 bodmi siahaja-
cimi od hodnoty asi 1,0 x 10° ng/mL k 1,0 x 1073 ng/mL
vratane 0 ng/mL (len Assay Diluent). M&Zu sa pouZit aj iné
vhodné koncentréacie. Pridajte 1000 pL kaZdého riedenia

trojmo na kaZdi pokusna platni&ku. Potom inkubujte platni&ky

v inkubatore s vysokou vlhkostou pri teplote 37 + 2 °C, 5 +
1l % CO2 20 + 1 hodin.

Treti defi sa pridéd 50 pl na jamku roztoku XTT/MEN do 60
vnitornych jamiek pokusnych platni&iek. Platnicky sa
inkubujud v inkubadtore s vysokou vlhkostou pri teplote 37 £ 2

°C, 5 £ 1 % CO; (Falcon, New York, New York) 24 + 0,5 hodin.

Stvrty defi sa stanovia hodnoty optickej hustoty (0. D.)
pokusnych platniciek pri 450 nm minus 650 nm na &itacom
zariadeni ELISA (SpectraMAX, Beckman Instruments, Inc.,
Fullerton, CA). Ak sa ziska pri tychto vlinovych diZkach
hodnota 4000 OD pre jamky na platnicke, platnic¢ka sa musi
ihned znova pre&itat pri 490 nm minus 650 nm a tieto udaje
sa musia pouZit na vypod&et.

Standardnd logaritmickd krivka z&vislosti odpovede od
davky sa stanovi pomocou Stvorparametrovej logaritmickej
aproximacie. Pévodné koncentricie neznadmych vzoriek sa
vypoCitaju zo Standardnej krivky, EDsy sa vypolita pre
Standard, vypoc¢ita sa korela&ny koeficient Standardnej
krivky.

Vysledky: L929

Vysledky cytotoxického testuvgg zhrnuté v tabulke 3.
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TAB. 3 : Aktivita in vitro v cytotoxickom teste 1.929.

Latka Koncentracia (mg/mL) EDsp (ng/mL)

STNFR-I 4D/C105db 7,8 1,0+ 0,1
STNFR-I 2,6D/C105db 2,6 1,1 + 0,0
sTNFR-I 2,6D/C106db 2,2 1,0 + 0,1
STNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) 2,0 229,2+8
STNFR-I 4D/C105-t~BuPEG (33 kDa) 1,1 325,5+147
STNFR-I 2,6D/C105-t-BuPEG (33 kDa) 1,7 210,2+9

Vnutorny Standard:

STNFR-I 4D/C105 3,5 314,8+£188,1

Udaje naznaduji, Ze sTNFR-I 4D/C105db, STNFR-I
2,6D/C105db a sTNFR-I 2,6D/Cl06db sG aktivne a maju porov-
natelnli odpoved na davku v porovnani so 3tandardom. Dalej
z tychto ddajov vyplyva, Ze sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33kDa),
sTNFR-I 4D/C105-t-BuPEG(33kDa) a sTNFR-I 2,6D/Cl05-t-

BuPEG (33kDa) maji takmer o dva rady niZ$iu aktivitu, av8ak

si eSte v tomto teste aktivne v porovnani s sTNFR-I

4D/C105db.
Pokus #2
sTNFR-I 3D/C105db 0,2
sTNFR-I 3D/C105db 0,2
STNFR-I 3D/C105db 1,9
sTNFR-I 3D/N105 2,4

Vnutorny Standard:
sTNFR-I 4D/C105

2,27+0,3
2,0*
1,8*
413, 3%

3,5 115,9%42,1
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¢ Hodnota zaloZen& na jedinom vysledku

Tieto udaje dokazuja, Ze sTNFR-I 3D/C105db je aktivny

a hodnoty EDsp si v rozmedzi hodnét charakterizujtcich sTNFR-
I 4D/C105db (pokus 1#), sTNFR-I 2,6D/C105db (pokus 1#) a

sTNFR-I 2,6D/C106db (pokus 1#). Udaje ukazuju aj to, Ze
STNFR-I 3D/N105 je menj aktivny ako vnitorny Standard sTNFR-
I 4D/C105.

C. Reaktivadny modelovy pokus zaloZeny na indukcii
bunkovou stenou streptokoka

Reaktivaény modelovy pokus artritidy indukovanej
bunkovou stenou streptokoka u potkanov sa uskuto&iiuje podla
zndmych protokolov (Esser et al. (1985), Arthritis And
Rheumatism, 28: 1402-1411 a Makarov et al.(1996), Proc.
Natl.Acad. Sci. USA, 93: 402-406).

Protokol:

Samice potkana Lewis (Charles River Laboratories, Inc.,
Wilmington, MA), kaZdd s hmotnostou 175 a 185 g sa injikuja
intraartikuldrne do kibu na pravom &lenku suspenziou pre-
pardtu bunkovej steny streptokoka s obsahom peptidoglykan-
polysacharidu (SCW) (Lee Laboratory, Grayson, GA) v davke
1,5 mg/10 mg na kib. Fyziologicky roztok sa injikuje do
kontralaterdlneho kiba ako kontrola. Intrartikulérna
injekcia SCW spdsobuje akutnu artritidu s relativne kratkym
trvanim s opuchom kibu, ktora vrcholi ded aZ dva po injek-
cii. Po dvadsiatich dfioch, v priebehu ktorych doznieva
akatna zédpalovd odpoved, sa opdt poda vnutroZilne SCW
v davke 200 mg/200mL na potkana. Druhd davka sta&i na
reaktivadciu zdpalu v tom &lenkovom kibe, do ktorého sa pred-
tym injikoval SCW, ale m& maly G&inok na &lenok injikovany
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fyziologickym roztokom. Rozsah zapalu v priebehu 72 hodin po
vnatroZilnej injekcii SCW sa stanovi meranim zadného &len-
kového kiba pomocou &lenkového meradla (kaliper) v &asoch 0,
24, 36, 48 a 72 hodin po reaktivicii artritidy, potom sa
zadny kontralaterdlny &lénok odoberie na histologické vy~
Setrenie (napr. zapal, vytvorenie pannusu, po3kodenie chru-

pavky a kosti).

Vysledky:

Uinky podania sTNFR-I 2,6D/C106db na vyvoj kibového
opuchu polas reaktivacie artritidy sa testujui. Inhibitor
a slepa vzorka sa poddva kaZdy v jednej vnatroZilnej
injekcii 24 hodin pred reaktiviciou pomocou SCW.

sTNFR-I 2,6D/C106db vykazuje Statisticky vyznamna
G¢innost v redukcii opuchu klba, dokazanu analyzou rozptylu
(ANOVA) vo Fisherovom post-hoc teste (Statview®), vo viet-
kych Styroch davkach podanych dva alebo tri dni po reakti-
vacii a vo vSetkych davkach s vynimkou jednej (1,5 mg/kg)
podanych prvy defi. Tato redukcia opuchu je porovnatelna
s pozitivnou kontrolou sTNFR-I 4D/C105db podavanou denne
v davke 0,5 mg/kg (t.j. 8,8 nM) v &asovom rozmedzi od prvého
diia pred reaktivdciou do tretieho dfia po reaktivacii. Prepa-
raty STNFR vykazuju vyznamni G€innost aj vtedy, ak hodnotime
rozsah opuchu ako celok v priebehu troch dni. Plocha vyme-
dzena krivkou (AUC) ma& charakter zivislosti odpovede od
davky pri vSetkych davkach (vid obr. 9, sTNFR-I 2,6D/C106db
je oznaceny ,sTNFR-I 2,6D“ a sSTNFR-I 4D/C105db je oznaceny
~STNFR-I 4D%).

STNFR-I 2,6D/N105-t~BuPEG(33kDa) ukazuje vyzmand re-
dukciu v Sirke kiba a histologickych indexoch v porovnani
s kontrolnou skupinou choroby v modelovom pokuse.

D. Modelovy pokus s pouZitim D-galaktozamin/lipo-
polysacharidu
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D-Galaktozamin (D-GalNH;) /lipopolysacharid (LPS), model
(Parmely et al. (1993), vid vy33ie) je modelovy pokus in
vivo zaloZeny na zvieracej letalite zavislej od TNF-a. Okrem
toho bola u autoiminnych my$i MRL-Ipr/lpr dokdzanid extrémna

citlivost na TNF-o indukovany LPS alebo SEB (Mountz et al.
(1995), J. Immunol., 155: 4829-4837).

Protokol:

U 6- aZ 8-tyZdnovych mySich samic (MRL -lpr/lpr)
(Jakckson Laboratory, Bar Harbor, ME) sa po no&nom hladovani
vyvola I. P. reakcia pomocou nasledovnych farmakologickych
preparatov: 25 mg D-GalNH, (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) suspendovany v Hanksovom balancovanom roztoku soli
(Gibco Laboratories, Inc., Grand Island, NY) (50 mg/mL);
lipopolysacharid (LPS) z E. coli sérotyp 0127:B8 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) v sterilnom médiu PBS zbavenom
endotoxinu (25 mg/my3); alebo SEB (Toxin Technologies,
Sarasota, FL) v beZnom fyziologickom roztoku (50 mg/my$3).
Rézne formy sTNFR sa podavajl v postupnom dvojnédsobnom
riedeni (davky v mg/kg) tak, aby sa ziskala krivka EDsg
pomocou Statistického software od firmy MacIntosh (Stat-

R

view', Mountain View, CA). Letalita sa sleduje v priebehu 48

hodin po Gyvolani I. P. reakcie.
Vysledky:

Tabulka 4 ukazuje, Ze ak sa sTNFR-I 2,6D/Cl06db poda
tak, ako sa opisalo vy3S8ie, 1 hodinu pred podanim
LPS/DGalNH2, EDsp (t.j. davka sTNFR-I 2,6D/Cl106db nutnd na
zédchranu 50 % my3i) v case 48 hodin je ~50 pg/kg (N=8 mys$i).
V porovnani s sTNFR-I 4D/C105db nie je Ziadny vyznamny
rozdiel (P > 0,05) v schopnosti tejto formy zabrafovat

letalite (EDso = ~50 pg/kg; N=8 my3i).
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TAB. 4: Porovnanie sTNFR a optimalizovanych foriem sTNFR

v modelovom pokuse LPS/D-GalNH;

Preparéat "~ EDjqq EDsp

STNFR-I 4D/C105db ~100 pg/kg ~50 pg/kg
STNFR-I 2,6D/C106db ~100 pg/kg ~50 pg/kg
STNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa)~2 mg/kg ~400 pg/kg

sTNFR~I 2, 6D/N105-MePEG(20 kDa) ~800-1000 pug/kg ~1 mg/kg ‘
sTNFR-I 2, 6D/N105-MePEG 2 mg/kg ~1-1,5 mg/kg
(20 kDa rozvetveny)

sTNFR~I 2, 6D/N105-MePEG 1,5 mg/kg ~1 mg/kg

(40 kDa rozvetveny)

Uvedené Gdaje ukazujua, Ze sTNFR-I 2,6D/C106db méa
rovnakd aktivitu ako sTNFR-I 4D/C105db, av3ak STNFR-I
2,6D/N105-t-BuPEG (33kDa) je v tomto modelovom pokuse menej
aktivny. (EDso je asi 400 pg/kg n = 5 my8i). Aj aktivity
sTNFR-I 2,6D/N105-MePEG (20 kDa rozvetveny) a 2,6D/N105-

MePEG (40 kDa rozvetveny) si v tomto pokuse niZsie.

E. Pokusny model artritidy indukovanej pomocou

adjuvans:

Reumatoidné artritida indukovanid u potkanov pomocou
adjuvans sa v mnohom podob& reumatoidnej artritide u Iudi.
U&elom tohto pokusu je demonStrovat, ze systémové podanie
skratenych foriem sTNFR m& zmierfiujici G&inok v patogenéze

artritidy vyvolanej pomocou adjuvans u my3i.
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Protokol:

Samce potkana Lewis (5 aZ 7 v skupine) (Charles Labo-
ratories, Inc., Wilmington, MA) s hmotnostou najmenej 200 g
sa kanyluju katétrom SQ a nechaji zotavit niekolko dni.
Potom sa umiestnia v inflznych klietkach, kde si zvykaju
tyZzdefi pred za&iatkom infuzii.

V denh 0 sa vSetky potkany injikuju 100 pl Freundovho
kompletného adjuvans (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), ku’
ktorému sa pridalo syntetické adjuvans N, N-dioktyldecyl-
decyl-N’,N-bis-(2-hydroxyetyl)propandiamin, 50 mg/ml. Osmy
defi sa rdéznym skupindm potkanov podava SQ kontinu&lna
infizia sTNFR-I 4D/C105 a sTNFR-I 2,6D/N105.

Vysledky s zhrnuté v tabulke 5.

TAB. 5: Artritida indukovand pomocou adjuvans

Latka Davka AUCSY Hmotnost tlapky Z&pal Res. Kosti
Histopatolégia
(mg /kg/hod) (% Inh.) (¢ Inh.) (2 Inh.) (¢ Inh.)
§cﬁdiﬂ- #1
STNFR-I 4D/C105 5 61 46 37 89
" 1 49 45 2¢ 855
0,2 33 40 14 34
SsTNFR-I 2,6D/N10S 1 55 53 33 51
ftidia # 2
sTNFR-I 2,6D/N105 5 42 ND 19 67
38 ND 13 49
v ,
Studiavs# 3
sSTNFR-1 2,6D/N105S ] 50 40 13 27
- MePEG(20 kbDa) 3 35 34 9 22
1 36 30 0 0
aTNFP-I 2,6D/N105 9 493 37
MePEG(33 kDa 3 38 33
1

24 20
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Formy sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I

4D/C105db maju napodiv v pripade artritidy vyvolanej pomocou
adjuvans u potkanov Lewis navz&jom porovnatelni antiartri-

tickd aktivitu, aj ked sTNFR-I 4D/C105db je u¢innejsi
v cytotoxickych testoch WEHI - 164 a L929 in vitro, ako aj
v pokusnom modeli LPS/GalN.

F. Artritida indukovand kolagénom

Artritida indukovana kolagénom II u potkanov velmi
pripomina reumatoidni artritidu u ludi. U&elom tohto pokusu
je demonStrovat, Ze systémové podanie skrdtenych foriem
sTNFR m& zmierfiujuci GCinok v patogenéze artritidy vyvolanej

kolagénom typu II u potkanov a mySi.

Protokol pre potkany:

Samiciam potkana (Charles River Laboratories, Inc.,
Wilmington, MA) sa implantovali kanyly SQ, potkany si
privykali na uplitanie v priebehu kontinualnej infazie. Potom
sa imunizuju kravskym kolagénom typu II vo Freundovom
kompletnom adjuvans. 13., 14 alebo 15. defi po imunizacii sa
zvieratd s rozvinutou artritidou ndhodne rozdelia do skupin
po osem jedincov. Infuizia rdéznych dédvok sTNFR-I alebo slepej
vzorky sa podava pokusnym skupindm sedem dni tak, ako sa
opisuje v tab. 6. Zapal v tlapke sa hodnoti dennym meranim
&lenkovych kibov 3Specidlnym meradlom (kaliper). Siedmy dei
sa zvierata Setrne zabijl a tlapky sa odoberd na urdenie
hmotnosti, ktord sluZi ako index zdpalu. Clenkové a kolenné
kiby sa odobert na histopatologické postdenie parametrov
artritidy.

Vysledky sa uvadzaju v tab. 6A.
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TAB. 6A: Artritida indukovand kolagénom

Latka Davka AUCS Hmotnost tlapky Z4&pal Res. Kosti
Histopatolégia

(mg /kg/hod) (% Inh.)_ (8 Inh.) (¢ Inh.) (% Inh.)

Studia # 1 _
STNFR-I 4D/C105 5 €5 81 ND ND

35 34 ND _ND

0,2 19 22 ND ND

STNFR-I 2,6D/N10S 1 3% 41 ND ND
(mg /kg/hod)

Stidie ¢ 2
STNFR-I 2,6D/N105 3 S0 60 76 46
MePEG(33 kDa)

Stidie # 3 (mg /kg/hod)
STNFR-I 2,6D/N105 9 25 44 ND ND
MePEG(33 kDa)

STNFR-I 2,6D/N105 3 25 37 ND ND
MePEG(33 kbDa)

STNFR-I 2,6D/N105S 9 35 52 ND ND
MePEG(20 kba)

STNFR-I 2, 6D/N105 3 35 37 ND ND
MePEG (20 kDa)”

Je zaujimavé, Ze v pripade artrézy indukovanej kolagé-
nom je u¢innost vo vSetkych liecenych skupinach pribliZne
rovnaka (napr. tvar krivky, podiel inhibicie plochy
vymedzenej krivkou (AUC) v rozpiti 30 aZz 59 %, inhibicia
hmotnosti tlapky v rozpdti 40 aZ 64 %). Skupina, ktora
nebola liedend, sa Statisticky vyznamne odli3uje od vSetkych

ostatnych skupin pri tomto modeli artritidy.

Protokol pre mySi: -
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Samce DBA/1 (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) sa
imunizujd kravskym kolagénom typu II (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) vo Freundovom nekompletnom adjuvans. 24., 25
a 26. defi po imunizacii sa zvieratd s rozvinutou artritidou
ndhodne rozdelia do skupin s Osmimi zvieratami. Jedincom
v pokusnych skupindch sa poddva dvakrédt denne IP cestou
fyziologicky roztok alebo sTNFR-I 2,6D/N105-MePEG (33 kDa)
tri dni za sebou (dni +27, +28 , +29). Z&pal v tlapke sa
hodnoti dennym meranim &lenkovych kibov 3peci&lnym meradlom
(kaliper). 34. defl sa zvieratd Setrne usmrtia a tlapky sa
odoberd na uréenie hmotnosti, ktord sluZi ako index zéapalu.
Clenkvé a kolenné klby sa odoberi na histopatologické
posudenie parametrov artritidy.

Vysledky si zhrnuté v tab. 6B.

TAB. 6B: Artritida indukovana kolagénom

Latka Davka AUCEY Celkova histopatolébicv
(mg/kg 2D) (t Inh.) (% Inh.)

Stidia # 1

sTNFR-I 4D/C105db 3 49 39
sTNFR-I 4D/N105 . 3 63 55
—t—BuPEék33 kDa)

Stddie # 2

STNFR-I 2, 6D/N105- 9 73 ND
MePEG (33 kbDa)

sTNFR-I 2, 6D/N105- 3 75 ND

MePEG (33 kDa)

G. Produkcia TNF-o indukovaného LPS ovplyvnend konti-"

nualnou infuziou u potkanov:
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sTNFR-I 2,6D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C106db, sTNFR-I
2,6D/N105 a sTNFR-I 4D/N105 sa podavaji IV do krénej Zily

pomocou Alzet™

minipump (Alza Corp., Palo Alto, CA) podla
navodu vyrobcu v priebehu 48-hodinovej infizie (1 mg/kg).
Hladiny TNF-a v sére merané testom ELISA (Genzyme,
Cambridge, MA) sd vyznamne zniZené v porovnani s kontrolami

+2 hodiny po podani LPS.

Priklad III: Imunogénna $tidia
Imunogénnost rdéznych foriem skrdteného rekombinantného
rozpustného sTNFR-I sa stanovi u niekolkych zvieracich

modelov.

A. Hlodavce

STNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I 4D/C105db
sa subkutanne podaju (4 mg/kg) prvy a piaty pokusny deii
samiciam potkana Sprague Dawley (Charles River Labs, Inc.,
Wilmington, MA) (n = 6 aZ 8 v skupine). Vzorky krvi sa
odoberaji tyZdenne do 21. diia po zadiatku pokusu. Vo vzor-

kdch sa stanovi produkcia IgM a IgG protilatok.

TAB. 7: Imunogénnost u hlodavcov

Cas [dni} 0,01 7 14 21

SKUPINA+ZVIERA Titer IgM Titer IgM Titer IgM Titer IgM

STNFR-I 2,6D/N105-

33 kDaPEG
1 NEG 0 0 0
2 NEG 0 0 0
3 NEG 0 0 0
4 NEG 0 0 0
6 NEG 0 0 0
STNFR-I 2,6D/N105- 0 0,00 0,00 0,0

t-BuPEG (33 kDa) _
SEM 0 0,00 0,00 0,00
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Cas [dni] 0,01 7 14 21
SKUPINA+ZVIERA Titer IgM Titer IgM Titer IgM Titer 'IgM
Kontrola

7 0 0 50 0
8 0 0 50 0
3 0 0 100 0
9 o 0 0 0
10 0 0 100 50
11 0 0 100 0
12 0 0 100
13 0 0 0
Kontrola 0 0 62,5 '
SEM 0 () 15,7 6,
STNFR-I 2,6D/N105-
t-BuPEG(33 kDa)
1 NEG NEG o o
2 NEG NEG 0 0
3 NEG NEG 0 0
4 NEG NEG 0 0
6 NEG NEG 0 0
sTNFR-I 2,6D/N105- 0,00 0,00 0,00 0,00
t-BUPEG (33 kDa)
SEM 0,00 0,00 0,00 0,00
Kontrola
7 NEG NEG 0 200
8 NEG NEG 0 200
° NEG NEG 0 0
10 NEG NEG 0 0
11 NEG NEG 200 400
12 NEG NEG 0 200
13 MEG NEG 200 800
14 NEG NEG 0 50
Kontrola 0 0 50 231,3
SEM 0 0 32,7 94,0
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Z tabulky je 7 vidno, Ze sTNFR-I 4D/C105db podany
subkuténne (SC) 1. a 5. defi poskytuje vy$3ie titre potkanich
anti-sTNFR-I IgG protildtok do 21. diia ako sTNFR-I
2,6D/N105~-t-BuPEG (33 kDa), ktory m& takmer nulové titre
protilatok. Podobné trendy imunogénnosti sa pozoruiju aj
v pripade potkanov produkujicich anti-sTNFR-I IgM protilétky
do 21. dia. STNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) nevyvolava
tvorbu potkanich anti-sTNFR-I IgM protildtok do 21. dia.

B. Papio anubis

Napliiou fazy A Casti tejto Stidie je stanovenie farma-
kokinetiky a imunogénnosti sTNFR-I 2,6D/C105db (0,2 mg/kg
Zivej hmotnosti (BW)], sTNFR-I 3D/C105db (0,2 mg/kg BW) a
sTNFR-I 2,6/C105db (0,2 mg/kg BW), ktoré sa poddvaju dva-
krat IV zdravému pavidnovi v 2l-diiovom intervale.

Cast 1 je rozdelena do dvoch faz. Cielom faze A je
stanovenie farmakokinetiky a imunogénnosti réznych prepara-
tov sTNFR-I u zdravého paviédna v odpovedi na dve aplikécie.
Dvandst pavianov sa rozdeli do troch skupin. Jedince kaZdej
skupiny dostavajui v anestézii 0,2 mg/kg BW  sTNFR-I
4D/C105db, sTNFR~I 3D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C105db. Tri
paviadny sa Studuju v priebehu jedného pokusu. Zvieratd sa
sledujﬁk21 dni, potom dostdvaju druhG identickd IV aplikéciu
proteinu a Studuji sa dalSich 21 dni. Farmakokinetika
a imunogénnost sa potom stanovuju v intervaloch.

Cielom faze B tejto Sthdie je ur&enie G&innosti tychto
preparatov na dobre preskimanom modeli letality spdsobenej
TNF-a (Espat et al., J. Surg. Res., 59: 153-158, 1995). U 16
zvierat rozdelenych do skupin po 4 sa indukuje letdlna E.
coli bakterémia podanim 5 aZ 10 x 1010 cfu/kg Zivej hmot-
nosti. Skupina, ktord dostala placebo, sa porovnadva s pa-

vidnmi, ktoré boli vopred IV injikované sTNFR-I 4D/C105db
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(0,2 mg/kg Zivej hmotnosti), sTNFR-I 3D/C105db (0,2 mg/kg
[BW]) a sTNFR-I 2,6D/C105db (1 mg/kg BW).

V obidvoch fazach $tidie 1 sa mladé dospelé paviany
Papio anubis, samce aj samice (6 aZ 11 kg), (Biomedical
Research Foundation, San Antonio, TX) ponechajt cez noc
hladovat. Anestézia zvierat sa uskuto&ni ketaminom (10 mg/kg
i.m.) a Zila na hlave sa perkutanne kanyluje. Anestézia sa
udrZiava prvotnym podanim aZ 35 mg/kg pentobarbitalu
sodného, potom nasleduji opakované injekcie 3 aZ 5 mg/kg/hod
pentobarbitalu sodného. Horné cesty dychacie sa poistia
umiestnenim endotrachedlnej trubice s manzZetou, zvieraté
dychaji spontdnne. Do stehennej tepny sa umiestni perkuténne
katéter umoZiiujici opakovany odber arterialnych krvnych
vzoriek ako aj suvislé sledovanie &innosti srdca a stredny
arteridlny krvny tlak pomocou monitora anestézie a srdcovej
¢innosti Datascope 2000 (Datascope, San Antonio, TX). Vzorky
krvi z artérie sa odoberaju v intervaloch, po pridani EDTA
alebo heparinu na zamedzenie zraZania sa ihned po odbere
ochladia na lade. Frakcia krvnej plazmy sa oddeli centrifu-
gaciou pri 4 °C a uloZi pri -70 °aZ do okamihu analyzy.
Vnitornd telesnd teplota sa sleduje rektdlnou sondou.
NenapucCiavajuci Foleyho katéter sa umiestni do mocovej rury,
aby bold moZné sledovat vydaj mo&u a vylu&ovanie kreatininu.
Kazdych 15 minit sa sleduji hemodynamické parametre. Vsetky
zvieratd dostanG 0,9% chlorid sodny (4 ml/kg) na udrZanie
i.v. tekutin. PoCas faze B pokusu dostdvaju zvieratd dalsiu
tekutinu (10 ml/kg kaZdych 15 mintGt), ak si splnené dve
z nasledovnych fyziologickych kritérii: 1) stredny
arterialny tlak klesne o viac ako 30 %; 2) tepova frekvencia
sa zvy8i o viac ako 30 %; 3) vydaj mo&u klesne na menej ako
1 ml/kg/hod. Po odbere krvnych vzoriek reprezentujicich
zdkladné hodnoty a po najmenej hodinu trvajicom obdobi

pokoja na ekvilibréciu za&ina influzia proteinov.
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Pocas faze A tejto Stidie sa na infidziu rekombinantnych
proteinov vyuZije cefalickd véna, zvieratd sa sleduju osem
hodin, potom sa vSetky katétre odstrénia a zvieratd sa
vratia do svojich klietok na 21 dni. Po 24 a 48 hodiné&ch
a 3., 5., 8., 11., 16. a 21, defl sa u zvierat uskutoé&ni
Yahkad anestézia IM ketaminom (10 mg/kg) a odoberd vzorky
Zilnej krvi. 21. defi sa uskuto&ni novd anestézia, pod& druha
aplikacia proteinu a cely postup, ako bol vys3ie opisany, sa
odo dna nula opakuje dal3ich 21 dni. Po tomto &ase sa
zvieraté Setrne usmrtia.

PoCas féze B tejto 3tidie sa jednu hodinu pred infaziou
E. coli ndhodne vyberu 4 zvieratd, ktoré dostédvaju placebo
alebo jeden z vySSie uvedenych rekombinantnych preparatov.
Zvierata sa sleduju osem hodin, potom sa vSetky katétre
odstrénia, zvieratd sa vratia do klietok a pozoruje sa
pripadné preZivanie let&lnej bakterémie. Zvieratd, ktoré
nadmerne trpia, sa Setrne usmrtia. Nadmerné utrpenie defi-
nuje IACUC takto: 1) neschopnost stat alebo sediet 12 hodin,
2) neschopnost prijimat potravu alebo vodu 12 hodin, 3)
nezvadatelné krvacanie z miest, kde boli katétre alebo 4)
neodpovedavost na vonkaj3ie podnety. Vzorky Zilnej krvi sa
odoberaju v ¢asoch -1, 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 24 hodin, 48 hodin a v dioch 3,5, 8, 11, 16 a 21. 21.
defi sa zvieratd, ktoré do tohto &asu preZijt, Setrne
usmrtia.

Pritomnost Papio protilédtok proti podanym rekombinant-
nym proteinom sa uréuje pomocou testu ELISA sandwich.

Strune opisané, do3ticky ELISA sa potiahnu preparatmi
sTNFR-1(1pg/ml), potom sa pridd riedend (1:50 aZ 1:100 000)
plazma paviédnov (100 pL). Po premyti vzoriek sa prida

konjugat chrenovej peroxidazy a proteinu A (0,5 pug/ml),

reakcia sa vizualizuje pomocou TMB.
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Vysledky (Cast I):

Tri rekombinantné prepardty sa vyznamne odliZovali
polcasom pretrvania v plazme. Krivky opisujlGce vymiznutie sa
stanovia metddou nezavislou od modelu, pol&asy sa vieobecne
hodnotia medzi 8 a 172 hodinami. U zvierat vstupujtcich do
pokusu je poléas pretrvania v plazme najdlh3i u pavianov,
ktoré dostali 4 doménovy prepardt (29 hod) a postupne klesa
u pavianov, ktorym sa podal sTNFR-I 3D/C105db (24,7 hod) a
sTNFR-I 2,6D/C105db (21,5 hod). Rozdiel, aj ked 3tatisticky
vyznamny, je len 26 %. Po druhom podani proteinov prislu3nym
pavianom majui poléasy pretrvania v plazme neo&akavant
tendenciu k vyraznému skrdteniu, &o naznaduje rychlejsie
vyluCovanie. Tato redukcia pollasov je najvyraznej3ia
u pavianov ovplyvnenych sTNFR-I 4D/C105db, u ktorych su
polcasy krat3ie o 48 % (p<0,01) [obr. 10]. Strednd redukcia
polCasov je u pavianov ovplyvnenych sTNFR-I 3D/C105db (31 %)
[obr. 1lla najmen3i u zvierat, ktory sa podal sTNFR-I
2,6D/C105db (14 %) [obr. 12]). U pavidnov, ktoré dostali
sTNFR-I 2,6D/C105db, nie su redukcie pol&asov Statisticky
odlisné.

V8etky preparadty si u pavidnov imunogénne. Av$ak naj-
vyS§ia hodnota imunogénnosti sa zistila u pavianov ovplyv-
nenych sTNFR-I 4D/C105db, strednd u zvierat ovplyvnenych
STNFR-I 3D/C105db a najni%$ia u zvierat, ktorym sa podal
SsTNFR-I 2,6D/C105db (tab. 8).
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TAB. 8: Vrcholy protilédtkovej odpovede

Prvagh 21 dny Druhych 21 dn{
Median [25%8-75%  |Median |25%-75%
sTNFR-I 4D/C105db {3,20 3,20 3,20 |3,95 3,50 4,40
(n=4)
STNFR-I 3D/C105db |1,60 |0,00 3,65 |3,50 1,30 4,75
(n=4)
sTNFR-I 2,6D/C105db|0,00* [0,00 1,75 [1,40 0,00 3,50
(n=4)

1 logaritmické meradlo (prevrétend hodnota riedenia plazmy
potrebna na dosiahnutie polovice maxima absorbancie v teste

ELISA sandwich, vid Experimentdlne metdédy)

* p=0,056, stanovené podla Kruskal-Wallis dvojparametrovy
ANOVA (hodnoty vyjadrené logaritmicky neboli pouZitelné

v normalnom rozloZeni)

Protilatkova odpoved sa vSeobecne rozvija okolo &smeho
dna po ;odani rekombinantného prepardtu a je pritomna 21
dni. Protilatkova odpoved sa stava silnejSou po druhej
aplikacii rekombinantného proteinu.

VSetky 3tyri paviany, ktoré dostali sSTNFR-I 4D/C105db
tvoria protilétky, dve zo 3tyroch zvierat, ktorym sa podal
sTNFR-I 3D/C105db a jeden zo 3Styroch pavianov, ktorym sa
podal sTNFR-I 2,6D/Cl05db, tvoria protil&tky. Velkost pro-
tilatkovej odpovede (vyjadrend logaritmicky) podla Kruskall-
Wallis ANOVA sa vyznamne 1iSi medzi troma skupinami ako
funkcia &asu (p<0,05). Post-hoc analyza naznaduje, Ze

vyznamny rozdiel v protilatkovej odpovedi je predovSetkym
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medzi zvieratami, ktoré dostali sTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I
2,6D/C105db so strednymi (a nevyznamnymi) odpovedami
u zvierat, ktorym sa podal sTNFR-I 3D/C105db.

Pozoruje sa koreldcia medzi tvorbou protildtok a zmenou
vo vyluCovani medzi obidvoma 2l1-dennymi Studiami (p<0,01).

U zvierat so silnou odpovedou na prvé podanie rekombinantné-
ho preparatu sa podla oCakdvania protein po druhom podani
rychlej3ie vyluuje. Zmena vo vyludovani po prvej a druhej
aplikacii sa porovndva u zvierat, ktoré vykdzali protildtko-
vl odpoved (n=7) a ktoré nie (n=5) [obr. 13].

Priamam toxicita na bunkovej linii ME-180 a neutra-
liza&nd kapacita v teste L-929 sa hodnotila pri protilatkach
najdenych v plazme pavidnov pri vybranom po&te zvierat.
Ziadna toxicita ani neutralizicia pri protildtkach proti
trom skimanym rekombinantnym proteinom nebola zistena.

Ako sa dokdzalo v priebehu A fazy 3tudia paviéanov,
zvieratd, ktoré rozvijaju najsilnej3iu protilatkovi odpoved,
vykazuji najrychlejSie zvySenie vo vyludovani rekombinantné-
ho preparatu po jeho druhom podani. Také zistenia naznad&uju,
ze protilatkovad odpoved méZe skratit biologicky poléas,

a teda aj terapeutickl U€innost rekombinantného preparatu,
a preto sa mbéZe vyZadovat Uprava davky. Nezdd sa vsak
dokdzand akékolvek nepriaznivd klinick& odpoved na pritom-
nost protilatok po druhom podani rekombinantného preparatu.
Terapeutické Usilie zamerané na modifikacie rekombinantného
preparatu, ktoré by zniZili imunogénnost a vyznamne ne-
ovplyvnili poléas ucinnosti, smeruju primdrne k obmedzeniu
potreby zvysit davku, nie v3ak k zniZeniu rizika nepriazni-

vej klinickej reakcie.
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Vysledky - Cast 1, faza B:

Na zaver moZno konStatovat, Ze v3etky tri rekombinantné
preparaty su takmer rovnako u¢inné pri doteraz nedotknutych
zvieratdch a zabrafiuji poSkodeniu spdsobenému cytokinmi
poCas bakterémie E. coli, ak sa podavaju v davke 1,0 mg/kg
BW. PreZil jeden zo 3tyroch pavianov, ktoré dostali placebo,
dalej prezili 4 zo 4 pavianov lieCenych sTNFR-I 4D/C105db
alebo sTNFR-I 3D/C105db a 3 zo 4 paviédnov liedenych sTNFR-I
2,6D/C105db. VSetky tri rekombinantné preparaty zabrafiuju

biologickej aktivite TNFa a maju dostatoéni neutralizaé&ni

kapacitu.
Cast I1I:

Cielom ¢asti II 3tudie u pavianov je rozhodnit, &i ma
opakovand expozicia zvierat (t.j. 3 oddelené aplikacie)
k réznym sTNFR-I proteinom za nasledok zvySeni imunogénnost
a zniZeny pol&as. Dalej m& tdto §tudia porovnat imunogénnost
a farmakokinetiku niekolkych sTNFR-I preparatov vratane
sTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C105db, dalej sTNFR-I
2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33 kDa).

Napokon je tato Studia zamerand na zhodnotenie klinického

vyznamu protilatkovej odpovede a zmeneného vyludovania na

naslednt odpoved na poskodenie spdsobené TNFa (E. coli
bakterémia) .

V dfioch 0, 21 a 42 sa pavidnom podajui IV (0,2 mg/kg)
rézne rekombinantné proteiny (sTNFR-I 4D/C105db, sTNFR-I
2,6D/C105db, sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a sSTNFR-I
4D/N105-t-BuPEG(33 kDa). 63. deii dostavaju paviany 2,0 mg/kg
BW prislusného proteinu. 65. defi (t.j. o 48 hodin neskors3ie)
sa pavidnom podé letdlna davka E. coli, ako sa opisalo

vyS88ie v Casti I. Hlavné poznatky Casti II st nasledovné.
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Vysledky (Cast II):

U nedotknutych pavidnov maji sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33
kDa) a sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) vs3eobecne dlhiie
polcasy ako sTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C105db bez
ohladu na po&et domén. DiZka poléasu je v rozmedzi 30 a# 35
hodin pri monopegylovanych formdch sTNFR-I na rozdiel od 10
az 20 hodin pri dimérnych pegylovanych formach. NavySe maju
sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a sTNFR-I 4D/C105db dlh3ie
polcasy ako sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a sTNFR-I
2,6D/C105db.

STNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C105db st tieZ imuno-
génne, s miernym trendom k niZ3ej imunogénnosti u sTNFR-I
2,6D/C105db. Av8ak len sSTNFR-I 4D/C105db sa menej vyluduje
po opakovanom podavani. sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a
STNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) nie si ani antigénne, ani
sa nemeni vyznamne ich rychlost vyludovania po opakovanom
podéavani.

In vitro imunoreaktivita (ELISA sandwich capture)

k inym rekombinantnym proteinom v sére odobranom kaZdému
pavianovi (N=3) 21., 42. a 61. defi sa stanovi pomocou
odlisného rekombinantného proteinu pouZitého ako z&chytny
(capture) antigén. Napriklad sérum z pavidnov, ktorym sa
podal sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) 21. deii (tab. 9)
~nereaguje™ s sTNFR-I 4D/C105db ani s sTNFR-I 4D/N105
pouZitymi ako z&chytné (capture) antigény na dosti&ke ELISA.

Za pozitivnu sa pokladd protildtkové odpoved s titrom
>1:400. Odaje zo 42. a 61. dia si zhrnuté v tab. 10 a 11. Za
ddélezity sa povaZuje fakt, Ze sérum z 1 paviana, ktorému sa
podal sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa), davalo pozitivnu in
vitro reakciu pri testovani s sTNFR-I 4D/C105db z&chytnym
(capture) antigénom (tab. 11).
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Za pozitivnu sa pokladd protildtkova odpoved s titrom
>1:400. Udaje zo 42. a 61. dita st zhrnuté v tab. 10 a 11. Za
déleZity sa povaZuje fakt, Ze sérum z 1 paviana, ktorému sa
podal sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa), davalo pozitivnu in
vitro reakciu pri testovani s sTNFR-I 4D/C105db z&chytnym
(capture) antigénom.

Podla u¢innosti prevencie poZkodenia spdsobeného TNFa
u pavidnov, ktorym sa trikr&t podal rekombinantny preparat,
moZzno zoradit proteiny po&inajuc naju¢innejsim takto: (1)
sTNFR-I 4D/C105db, (2) sTNFR~I 2,6D/C105db, (3) sTNFR-I
4D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a (4) sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33
kDa) (stanovené na zéklade preZivania, systémového zlyhania
orgdnov (MSOF), IL-6 a bielych krviniek (WBC) v sére.
Nedostatkom tejto Studie je fakt, Ze nebrala do uvahy roz-
diely v schopnosti réznych rekombinantnych proteinov neutra-
lizovat TNF.
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C. Simpanz

Cielom tejto 3tidie je stanovit imunogénnost réznych
foriem sTNFR-I, ktoré sa opakovane injikuji I.V. cestou
Simpanzom v priebehu 1 mesiaca. Testuju sa nasledovné formy
STNFR-I: sTNFR-I 2,6D/C105db, sTNFR-I 4D/C105db, sTNFR-I
4D/C105-t-BuPEG (33 kDa), sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a
STNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33 kDa). V jednej pokusnej skupine
si celkom tri Simpanzy.

Davkovaci reZim a parametre tejto Studie sG nasledovné:
Kazdy Simpanz dosté&va pokusnu vzorku v podobe intravendznej
injekcie (0,1 mg/kg) dvakrat tyZdenne v pondelok a v piatok
Styri tyZdne (celkom 8 davok). Objem davky sa meni v zavis-
losti od koncentracie podavanej vzorky. 5 ml séra sa odobe-
rie kazZdému zvieratu v defi 0 pred zaciatkom pokusu. Dal3ie
vzorky séra sa odoberaju tesne pred podanim prepardtu 7.,
14., 21. a 28. den.

Zakladné udaje o imunogénnosti u Simpanza su uvedené
v tab. 12.

Do 28. dfia sa pri v8etkych zvieratdch (N=3), ktorym sa

podaval sTNFR-I 4D/C105db alebo sTNFR-I 2,6D/C105db, zazna-
mend pozitivna reakcia (stanovené testom ELISA), najvy3Sie
namerané titre st 1:12 800 a 1:3200 (tab. 12). (Poznamka:
V tejto Casti pokusu sa vSetky ,imunizacné“ antigény pouzZiju
ako prisludné z&chytné (capture) antigémy imobilizované na
doSticke ELISA). Jedno zviera imunizované sTNFR-I 4D/N105-t-
BuPEG (33 kDa) ma pozitivnu protildtkovid reakciu 21. a 28.
defi (tab. 12). Je ddélezité, Ze u Ziadnych zvierat imunizo-
vanych pocas tohto pokusu sTNFR-I 4D/C105-t-BuPEG(33 kbDa)
alebo sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) sa nepozorovala
tvorba anti-sTNFR-I protilatok (tab. 12).

Sérum odobrané 28. den v3etkym Simpanzom (N=3) imunizo-

vanym réznymi formami sTNFR sa testuje na in vitro imuno-
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reaktivitu proti inym rekombinantnym proteinom sTNFR-I
pouZitym ako z&chytné (capture) antigény v teste ELISA, ako
sa opisalo vyS83ie v pokusoch s pavianmi. Pozitivnou reakciou
je protilatkova odpoved s titrom vy33im ako 1:400. Je
vyznamné, Ze sérum zo 3impanzov, ktorym sa podaval sTNFR-I
2,6D/N105-t-BuPEG(33 kDa) ,nereaguje“ s sTNFR-I 4D/C105db
ani s sTNFR-I 4D/N105, ak sa tieto proteiny pouZija ako
zachytné (capture) antigény na dostiéke ELISA (tab. 13). To
isté sa sleduje pri zvieratdch imunizovanych sTNFR-I
4D/C105db, sTNFR-I 4D/C105-t-BuPEG (33 kDa)a poddva sTNFR-I
4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) (tab. 13).
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Priklad IV

EAE je akitna alebo chronickd recidivujtca zépalové
demyelinizujuca choroba CNS, ktora vznikad ako désledok
pdsobenia neuroantigénov, ako je napriklad myelinovy bazicky
protein (MBP), na geneticky citlivé zvieratd. EAE predstavu-
je uznavany a &asto pouzZivany model akutnej ludskej MS.

Samice potkana Lewis (Jackson Laboratories, Bar Harbor,
ME) sa v anestézii imunizujd na chodidle Xavej zadnej
konCatiny (defi 0) 0,1 ml emulzie obsahujicej myelinovy
bazicky protein (MBP) v kompletnom Freundovom adjuvans
rozpusteny v PBS s rovnakym objemom kompletného Freundovho
adjuvans (CFA) obsahujiceho 5 mg/ml Mycobacterium tuberculo-
sis H37Ra (Difco Lab MI). Kontrolnym potkanom sa poda 0,1 ml
emulzie PBS/CFA bez MBP do chodidla lavej zadnej kon&atiny.

Klinické hodnotenie choroby je zaloZené na obvyklom
bodovacom systéme 0 aZz 5. Nasledovné stavy sa priraduju
jednotlivym hodnotém: 0, normalny; 0,5, &iasto&na strata
chvostového tonusu; 1, GUplnad strata chvostového tonusu; 2,
vliaCenie jednej zadnej koncatiny; 3, paralyza obidvoch
zadnych konCatin; 4, umieranie; 5, smrt. Injekcie rekombi-
nantnych prepardtov sTNFR-I alebo slepej vzorky sa podavaju
S.C. v davke 1 mg/kg kaZdy dal3i defi podinajic dfiom 9 po
imunizacii. Pokus sa ukon&i pri vetkych zvieratdch 21. deif.
Vysledky st vyjadrené v dvoch podobadch, jednak ako skére
klinickej zéavaZnosti v priebehu Casu a jednak sa integrované
skére kaZdého potkana v celom priebehu choroby spo&ita ako
plocha vymedzend krivkou zavislosti denného klinického skére
od Casu. Hodnoty integrovaného klinického skére lie&enych
skupin sa porovnajui s hodnotami kontrolnej skupiny pomocou
Mannovho-Whitneyho testu.

Zvieratd, ktory sa podala slepd vzorka, prejavuju
zaCiatok ochorenia okolo desiateho dfia, choroba vrcholila

16. denn a potom ustupovala. sTNFR-I 4D/C106db zmierfiuje
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klinické priznaky o pribliZne 73 % v porovnani so zvieratami
lieCenymi slepou vzorkou. sTNFR-I 4D/C105-t-BuPEG(33 kDa)
taktieZ zmierfiuje klinické priznaky o pribliZne 85 %. sTNFR-
I 4D/C105-t-BuPEG(33 kDa) a sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG(33
kDa) sd rovnako u¢inné v zmiermniovani klinickych priznakov
(64 a 57 %).

D& sa uzavriet, Ze skratené formy sTNFR sa zdaju

klinicky G€inné v tomto zvieracom modeli MS.

Tento vynalez bol opisany vy33ie vSeobecne aj v podobe
doporucenych konkrétnych postupov a pokusov. Je v3ak jasné,
Ze odbornici méZu navrhnit na zdklade tohto opisu daldie

varidcie a modifikacie.
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Asn

30

Ser

Cys

Thr

His

Leu
110

gtg
val

tat

Tyr
95

aat
Asn

acc
Thr

agt
Ser

att
Ile

Asn
15

Asp

Gly

Ser

val

Tyr
95

Asn

gac
Asp
80

tagg
Trp

ggg
Gly

tgc
Cys

aac
Asn

gag
Glu
160

Ser

Cys

Ser

Lys

Asp

80

Trp

Gly

240

288

336

384

432

480

483



Thr Val His Leu Ser Cys Gln Glu Lys Gln Asn

115

120

His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys
- 130

135

Cys Lys Lyé Ser Leu Glu Cys Thr Lys Lzh Cys

145

Asn

<210> 3
<211> 332

<212>

DNA

150

<213> Rekombinantnad Yudska.

<220>

<221>
<222>

<400> 3
cat atg gac agc gtt

aat
Asn

gac
Asp

ggc
Gly

tcc
Ser

gtg
val
80

tat
Tyr

Met
1

tcg
Ser

tgt
Cys

tcc
Ser

aaa
Lys
65

gac

Asp

tagg
Trp

CDS
(4)..(324)

Asp Ser

att tgc
Ile Cys

cca ggc

Pro Gly

35

ttc acc

Phe Thr
50

tgc cga
Cys Arg

cgg gac
Arg Asp

agt gaa
Ser Glu

val

tgt
Cys
20

ccg
Pro

gct
Ala

aag
Lys

acc
Thr

aac
Asn
100

tgc
Cys

acc
Thr

ggg
Gly

tca
Ser

gaa
Glu

gtg
val
85

ctt
Leu

cccC
Pro

aag
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

atg
Met
70

tgt
Cys

ttc
Phe

caa
Gln

tgc
Cys

gat
Asp

aac
Asn
5%

ggt
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

gga
Gly

cac
His

acg
Thr
40

cac

His

cag
Gln

tgc
Cys

tgc
Cys

aaa
Lys

aaa
Lys
25

gac
Asp

ctc
Leu

gtg
val

agg
Arg

ttc
Phe
105

155

tac

Tyr
10

gga
Gly

tgc
Cys

aga
Axg

gag
Glu

aag
Lys
90

tgc
Cys

Thr

val
140

Leu

atc
Ile

acc
Tnr

agg
Arg

cac
His

atc
Ile
75

aac
Asn

tga

Val
125

Cys Thr

Cys

Ser Cys Ser Asn

Pro

cac
His

tac
Tyr

gag
Glu

tac
Cys
60

tct
Ser

cag
Gln

Gln Ile

cct caa
Pro Gln

ttg tac
Leu Tyr
30

tgt gag
Cys Glu
45

ctc agce
Leu Ser

tct tgc
Ser Cys

tac cgg
Tyr Arg

taggatcc.

Glu
160

aat
Asn
15

aat
Asn

agce
Ser

tgc
Cys

aca
Thr

cat
His
95

48

96

144

192

240

288

332



<210> 4
<211> 106.
<212> PRT
<213> Rekombinantny ludsky

<400> 4

Met
1

Asp

Ser Val

Ser Ile Cys Cys

Cys
Ser
Lys

65

Asp

Trp

Pro
Phe

50
Cys
Arg

Ser

<210> 5
<211> 339
<212> DNA

<213>

<220>
<221> CDS

<222> (4)..(333)

<400> 5

cat

aat
Asn

_ gac
Asp

ggc
Gly

tce
Ser

gtg
val
80

atg
Met
1

tecg
Ser

tgt
Cys

tcc
Ser

aaa
Lys
65

gac
Asp

20

Cys
S
Thr

Pro

Lys

Gln

Cys

Gly Pro Gly Gln Asp

35
Thr Ala

Arg Lys
Asp Thr

Glu Asn
100

gac agc
Asp Ser

att tgc
Ile Cys

cca ggc
Pro Gly
35

ttc acc
Phe Thr
50

tgc cga
Cys Axg

cgg gac
Axrg Asp

Ser
Glu
val

85
Leu

gtt
val

tgt
Cys
20

ccg
Pro

gct
Ala

aag
Lys

acce

Glu
Met

70
Cys

Phe

tgc
Cys

acc
Thr

ggag
Gly

tca
Ser

gaa
Glu

gtg

Asn

55
Gly
Gly

Gln

ccc
Pro

aag
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

atg
Met
70

tgt

Thr Val Cys

85

Gly
His
Thr

40
His
Gln
Cys

Cys

Rekombinantnd Iudska

caa
Gln

tgc
Cys

gat
Asp

aac
Asn
55

ggt
Gly

ggc.

Gly

Lys
Lys

25
Asp
Leu
val
Arg

Phe
105

gga
Gly

cac
His

acg
Thr
40

cac

His

cag
Gln

tge
Cys

Tyr
10
Gly

Cys
Axg
Glu
Lys

90
Cys

aaa
Lys

aaa
Lys
25

gac

Asp

cte
Leu

gtg
val

agg
Arg

Ile
Thr
Arg
His
Ile

75
Asn

tat

Tyr
10

gga
Gly

tgc
Cys

aga
Arg

gag
Glu

aag
Lys
90

His
Tyx
Glu
Cys

60

Ser

Gln

atc
Ile

ace
Thr

agg
Arg

cac
His

atc
Ile
75

aac
Asn

Pro
Leu
Cys

45
Leu

Ser

cac
His

tac
Tyr

gag
Glu

tagc
Cys
60

tct
Ser
cag
Gln

Gln

Tyr

30
Glu
Ser

Cys

Axg

cct
Pro

ttg
Leu

tgt
Cys
45

cte
Leu

tct
Ser

tac
Tyr

Asn

15
Asn
Ser

Cys

Thr

His
95

caa
Gln

tac

Tyr
30

gag
Glu

age
Ser

tgc
Cys

cgg
Axrg

Asn
Asp
Gly
Ser

val
80
Tyr

aat
Asn
15

aat
Asn

age
Ser

tgc
Cys

aca
Thr

cat
His
95

48

96

144

192

240

288°



tat tgg agt gaa aac ctt ttc cag tgc ttc aat tgc tct ctg taa
Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe Asn Cys Ser Leu

aagett

<210> 6

<211> 109
<212> PRT

<213> Rekombinantny Iudsky

<400> 6

Met Asp
1

Ser Ile

Cys Pro

Ser Phe

S0

Lys Cys
65

Asp Arg

Trp Ser

<210> 7

Ser
Cys
Gly

35
Thr
Axrg
Asp

Glu

<211> 333
<212> DNA

<213> Rekombinantna Iudska

<220>

<221> CDS
<222> (4)..(324)

<400> 7
cat atg
Met

1

aat tcg
Asn Ser

gac tgt
Asp Cys

gge tce
Gly Ser

gac
Asp

att
Ile

cca
Pro

ttc
Phe
50

100

val Cys

5

Cys Thr
20

Pro Gly

Ala Ser
Lys Glu

Thr val

85
Asn Leu
100

agce gtt
Ser Val

tgce tgt
Cys Cys
20

ggc ccg
Gly Pro
35

acc gct
Thr Ala

Pro
Lys
Gln
Glu
Met

70
Cys

Phe

tgc
Cys

acc
Thr

ggg
Gly

tca
Ser

Gln
Cys
Asp
Asn

S5
Gly
Gly

Gln

cce
Pro

aag
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

Gly
His
Thr

40
His
Gln
Cys

Cys

caa
Gln

tgc,
Cys

gat
Asp

aac
Asn’
55

Lys
Lys

25
Asp
Leu
val
Arg

Phe
105

gga
Gly

cac
His

acg
Thr
40

cac
His

105

Tyr
10
Gly

Cys
Arg
Glu
Lys

90
Asn

aaa
Lys

aaa
Lys
25

gac
Asp

ctc
Leu

Ile
Thr
Arg
His
Ile

75

Asn

Cys

tat

Tyx
i0

gga
Gly

tgc
Cys

aga

His Pro
Tyr Leu

Glu Cys

45

Cys Leu
60

Ser Ser

Gln Tyr

Ser Leu

atc cac
Ile His

acc tac
Thr Tyr

agg gag
Arg Glu

cac tgc
His Cys
60

Gln

Tyr

30
Glu
Ser

Cys

Arg

cct
Pro

ttg
Leu

tagt
Cys
45

cte
Leu

110

Asn

15
Asn
Ser
Cys

Thr

caa
Gln

tac
TYyY
30

gag
Glu

agc
Ser

Asn
Asp
Gly
Ser

val
80

Tyr

aat
Asn
15

aat

Asn

agce
Ser

tgc
Cys

333

339

48

96

144

192



aag gaa atg
Lys Glu Met
70

ggt
Gly

tgc cga
Cys

tcc aéa
Ser Lys
65

acc gtg
Thr Val
85

tgt
Cys

ggt

gtg gac
| Gly

val Asp
80

cgg gac
Axg Asp

ttc
Phe

aac ctt
Asn Leu
100

cag
Gln

tat
Tyr

agt
Ser

tgg
Trp

gaa
Glu

<210> 8
<211> 106
<212> PRT

<213> Rekombinantna Iudska

<400> 8

Met Asp Ser Vval Cys Pro
1 5

Ser Ile Cys Cys Thr

20

Pro Gly Gln

Gln Gly

Lys Cys His

Asp Thr

40

Asn His
55

Gly Gln

Cys Pro Gly

35

Ser Phe Thr Ala Ser Glu

50

Lys Cys
65

Asp Arg

Lys Glu Met
70
Cys

Arg

Thr val

85
Asn Leu
100

Asp Gly Cys

Trp Ser Glu Phe Gln Cys

<210> 9

<211> 285

<212> DNA

<213> Rekombinantnd ludskéa

<220>
<221> CDS
<222> (4)..(279)

<400> 9
cat atg tgt acc aag tgc cac aaa
Met Cys Thr Lys Cys His Lys
1 S

cca ggc ccg ggg cag gat acg gac
Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp
20 '

cag
gln

tgc
Cys

tgc
Cys

Lys
Lys

25
Asp

Leu
val
Arg

Phe
105

gga
Gly

tgc
Cys

atc
Ile
75

gag
Glu

gtg
val

aac

agg
Asn

aag
Lys

90

ttc
Phe
105

aat taa

Asn

Tyr Ile His
10
Gly

Thr Tyr

Cys Arg Glu

Arg His Cys

60
Ile Ser
75

Asn

Glu
Lys Gln
90

Asn

acc tac
Thr Tyr
10

ttg
Leu

agg gag tgt
Arg Glu Cys
25

aca
Thr

tct tct tgce
Sexr Ser Cys

cag tac cgg cat
Gln Tyr Axg

95

tagggatcc

Pro Gln Asn Asn

15

Leu Tyr Asn Asp

30

Cys Glu Ser Gly
45
Leu

Ser Ser

Ser Cys val

80
Tyr

Tyr Arg

gac tgt
Asp Cys
15

tac aat
Tyx Asn

ggc tcc
Gly Ser
30

gag agce
Glu Ser

His -

240

288

333

48

96



ttc acc gect tca gaa aac cac ctce

Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu
35

tgc cga aag gaa atg ggt cag gtg
Cys Arg Lys Glu Met-Gly Gln Val
50 55

cgg gac acc gtg tgt ggc tgc agg
Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg
65 70

agt gaa aac ctt ttc cag tgc ttc

Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe
80 _ 85

<210> 10

<211> 91

<212> PRT

<213> Rekombinantny ludsky

<400> 10

Met Cys Thr Lys Cys His Lys Gly
1 5

Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys

20
Thr Ala Ser Glu Asn His Leu Arg
35 40
Arg Lys Glu Met Gly Gln Val Glu
50 55

Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys
65 70

Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe Asn

Fe 8 5

<210> 11

<211> 315

<212> DNA .

<213> pekombinantna Iudské

<220>

<221> CDS

<222> (4)..(309)

<400> 11
cat atg tat atc cac cct caa aat
Met Tyr Ile His Pro Gln Asn
1 5 *

cac aaa gga acc tac ttg tac aaﬁ
His Lys Gly Thr Tyr -‘Leu Tyr Asn
20

aga
Arg

40
gag
Glu

aag
Lys

aat
Asn

Thr
Arg

25
His
Ile

Asn

Cys

aat

cac
His

atc
Ile

aac
Asn

tge
Cys

Tyr

10
Glu
Cys
Ser

Gln

Ser
90

teg

tge cte
Cys Leu

tct tct
Ser Ser

cag tac
Gln Tyr
5

tct ctg

Ser Leu
90

Leu Tyr
Cys Glu
Leu Ser
Ser Cys

60

Tyr Arg
75
Leu

att tge

Asn Ser Ile Cys

gac
Asp

tgt
Cys
25

10

cca ggc
Pro Gly

agc
Sex

tgq
Cys

60
cgg
Arg

taa

Asn
Ser
Cys

45
Thr

His

tagt
Cys

ccg
Pro

tgc tcc
Cys Ser
45

aca gtg
Thr val

cat tat
His Tyr

aagcett

Asp Cys

15

Gly Ser
30

Ser Lys

Val Asp

Tyr Trp

acc aag
Thr Lys

ggg cag
Gly Gln
30

aaa

-Lys

gac
Asp

tgg
Txp

Pro
Phe
Cys
Arg

Ser
80

tgc
Cys
15

gat
Asp

144

192

240

285

48

96



acg gac
Thr Asp

cac ctc
His Leu

cag gtg
Gln Val
65

tge agg
Cys Arg
80

tgc tte
Cys Phe

<210> 12

tgc
Cys

aga
Arg
50

gag
Glu

aag
Lys

aat
Asn

<211> 101
<212> PRT )
<213> Rekombinantny Iudsky

<400> 12

agg
35
cac

His

ate
Ile

aac
Asn

tge
Cys

Met Tyr Ile His

1

Lys Gly Thr Tyr

Asp Cys

Leu Arg

50

val Glu
65

Arg Lys

Phe Asn

<210> 13
<211> 29

Arg
35
His

Ile

Asn

Cys

4

<212> DNA
<213> pekombinantnad ludska

<220>

<221> CDS

<222> (4)..(288)

20
Glu

Cys
Ser
Gln

Ser
100

gag
Glu

tgc

Cys-

tct
Ser

cag
Gln

tct
Ser
100

Pro

5
Leu
Cys
Leu

Ser

Tyr
85
Leu

tgt
Cys

ctc
Leu

tct
Ser

tac
Tyr
85

ctg
Leu

Gln
Tyr
Glu
Ser
Cys

70
Arg

gag
Glu

agce
Ser

tgc
Cys
70

cgg
Arg

taa

agce
Ser

tgc
Cys
55

aca
Thr

cat
His

ggc
Gly
40

tcc

Ser

gtg
Val

tat
TYr

aagctt

Asn Asn Ser

Asn Asp Cys

25

Ser Gly Ser

Cys
55
Thr

His

40
Ser

Val

Tyr

Lys
Asp

Trp

tce
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

‘tgg

Trp

Ile

10
Pro
Phe
Cys
Arg

Ser
90

tte
Phe

tge
Cys

cgg
Arg

agt
Ser
90

Cys
Gly
Thr
Arg
Asp

75
Glu

acc
Thr

cga
Arg

gac
Asp
75

gaa
Glu

Cys
Pro
Ala
Lys

60
Thr

Asn

gect
Ala

aag
Lys

60
ace
Thr

aac
Asn

Gly
Ser

45
Glu
val

Leu

tca
Ser
45

gaa
Glu

gtg
val

ctt
Leu

Lys
Gln

30
Glu
Met
Cys

Phe

gaa
Glu

atg
Met

tgt
Cys

tte
Phe

Cys
15
Asp

Asn
Gly
Gly

Gln
95

aac
Asn

ggt
Gly

ggc
Gly

cag
Gln
95

His
Thr
His
Gln
Cys

80
Cys

144 -

192

. 240

288

315



<400>
cat a

13
tg tcg att agce

Met Ser Ile Ser

1

aat gac tgt cca ggc
Asn Asp Cys Pro Gly

20

agc ggc tecc tte acc
Ser Gly Ser Phe Thr

tge t
Cys S

aca g

35
cc aaa tgc cga
er Lys Cys Arg
50

tg gac cgg gac

Thr Val Asp Arg Asp

65

cat tat tgg agt gaa
His Tyr Trp Ser Glu

80

aagct

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

<400>
Met S
1

t

14
94
PRT

tagt
Cys

ceyg
Pro

get
Ala

aag
Lys

acc
Thr

aac
Asn
85

Rekombinantnj

14
er Ile Ser Cys
- 5

Asp Cys Pro Gly Pro

Gly S

20
er Phe Thr Ala
35

Ser Lys Cys Arg Lys

50

Thr
Gly
Ser

Glu

val Asp Arg Asp Thr Val

65

Tyr Trp Ser Glu Asn

<210>
<211>
<212>

85

15
4
PRT

70
Leu

acc aag
Thr Lys

ggg cag
Gly Gln

tca gaa
Ser Glu

gaa atg
Glu Met
55

gtg tgt
Val Cys
70

ctt ttc
Leu Phe

Tudsky

Lys Cys
Gln Asp

Glu Asn

40

Met Gly
55

Cys Gly

Phg Gln

<213> Rekombinantny Iudsky
<400> 15 '

Asn S
1

er Ile Cys

tgc
Cys
gat
Asp
aac

Asn
40

ggt
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

His

Thr
25

His
Gln
Cys

Cys

cac
His

acg
Thr

25
cac
His

cag
Gln

tge
Cys

tgc
Cys

Lys

10
Asp
Leu
val
Arg

Phe
90

aaa
Lys

10
gac
Asp

cte
Leu

gtg
Val

agg
Arg

ttc
Phe
90

Gly
Cys
Arg
Glu
Lys

75
Asn

gga
Gly

tgce
Cys

aga
Axg

gag
Glu

aag
Lys
75

aat
Asn

Thr
Arg
His
Ile

60

Asn

Cys

acc
Thr

agg
Arg

cac
His

atc
Ile
60

aac
Asn

tgce
Cys

Glu
Cys

45
Ser

Gln

Ser

tac
Tyr

gag
Glu

tgc
Cys

45
tct
Ser

cag
Gln

tct
Ser

Leu
Cys

30
Leu
Ser

Tyr

Leu

ttg
Leu

tgt
Cys
30

cte
Leu

tet-

Ser

tac
Tyx

ctg
Leu

Tyr

15
Glu
Ser

Cys

Arg

tac
Tyr
15

gag
Glu

age
Ser

tgce
Cys

cgg-

Arg

taa

95

Asn
Ser
Cys
Thr

His
80

48

144

192

240

288

294



- 10 -

<210> 16
<211> 5
<212> PRT

.<213> pekombinantny Iudsky

)

<400> 16
Asn Asn Ser Ile Cys
1 5

<210> 17
<211s> 6
<212> PRT

<213> Rekombinantn§ Iudsky

<400> 17
Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5

<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Rekombinantny' Tudsky

<400> 18
Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 .

<210> 19
<211> 8
<212> PRT

<213> Rekombinantny Iudsky

<400> 19 .
His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5

<210> 20
<211> 9

© <212> PRT

<213> Rekombinantn§ Iudsky -

<400> 20
Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5

<210> 21
<211> 10
<212> PRT

<213> Rekombinantnyj , ludsky-



<400> 21

Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213>_Rekombinantn)’f Tudsky

<400> 22 .
Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 23
<211> 12
<212> PRT

<213> Rekombinantny ITudsky

<400> 23
Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 24
<211> 13
<212> PRT

<213> Rekombinantnf ITudsky

<400> 24
Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 25

<211> 14

<212> PRT

<213> Rekombinantnj Iudsky

<400> 25 .
Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 26
<211> 15
<212> PRT

<213> Rekombinantnf Tudsky

<400> 26
Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 2 10 15



<210> 27
<211> 16
<212> PRT i
_ <213> Rekombinantny ludsky

<400> 27 . o :
Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10 15

<210> 28

<211> 17

<212> PRT i .

<213> Rekombinantny Iudsky

<400> 28

Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr XIle His Pro Gln Asn Asn Ser Ile
1 5 10 15

Cys

<210> 29
<211> 18
<212> PRT

<213> Rekombinantny Iudsky

<400> 29
Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser
1 5 10 15

Ile Cys

<210> 30

<211> 4

<212> PRT

<213> Rekombinantny ludsky

<400> 30
Phe Asn Cys Ser
R §

<210> 31

<211> 5

<212> PRT

<213> Rekombinantn§ Iudsky

<400> 31
Phe Asn Cys Ser Leu
-1 - 5



<210> 32
<211> 6
<212> PRT .
<213> Rekombinantn§ Iudsky

<400> 32

Phe Asn Cys Ser Leu

1

<210> 33
<211> 7
<212> PRT
<213> Rekombinantnﬁ Iudsky

<400> 33

5

Cys

Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu

1

<210> 34
<211> 705
<212> DNA

<213> Rekombinantna Iudské

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(705)

<400> 34
ttg ccc gecc cag gtg gca
Pro Ala Gln val

Leu
1

aca
Thr

agc
Ser

" teg
Ser

tgg
Trp
65

gac

Asp

tgc
Cys

aag
Lys

gac
Asp
50

aac
Asn

cag
Gln

cgg

ctc

5

5

aga

Ala

gaa

Arg Leu Arg Glu

tgc
Cys
35

acc

Thr

tgg
Trp

gtg
val

20
tcg

Ser

gtg
val

gtt
val

gaa
Glu

ccg
Pro

tgt
Cys

cce
Pro

act
Thr
85

ggc
Gly

gac
Asp

gag
Glu
70

caa
Gln

ttt
Phe

tac
Tyr

caa
Gln

tcec
Ser
55

tgc
Cys

gce
Ala -

aca
Thr

tat
Tyr

cat
His

40
tgt
Cys

ttg
Leu

tgc
Cyp

ccc tac
Pro Tyr
10

gac cag
Asp Gln
25

gca aaa
Ala Lys

gag gac
Glu Asp

agc tgt
Ser Cys

act cgg
Thx Arg
90

gce
Ala

aca
Thr

gtc
val

agce
Ser

ggc
Gly
75

gaa
Glu

ccg
Pro

gct
Ala

ttc
Phe

aca
Thr
60

tcc
Ser

cag
Gln

gag
Glu

cag
Gln

tgt
Cys
45

tac
Tyr

cgc

aac
Asn

(93

ccc
Pro

atg
Met
30

acc
Thr

acc
Thr

kgt
Cys

cgce

ggg
Gly
15

tgc
Cys

aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser

atc
Ile
95

agc
Ser

tgc
Cys

acc
Thr

ctc
Leu

tct
Ser
80

tgc
Cys

48

96

144

192

240

288



acc tge agg ccc gge tgg tac tge
Thr Cys Arg Pro Gly Trp Tyr Cys
100

cgg ctg tge geg ccg ctg cge aag
Arg Leu Cys Ala Pro.Leu Arg Lys
115 120

aga cca gga act gaa aca tca gac
Arg Pro Gly Thr Glu Thr Ser Asp
130 135

ggg acg ttc tec aac acg act tca
Gly Thr Phe Ser Asn Thr Thr Ser
145 . 150

cag atc tgt aac gtg gtg gcc ate
Gln Ile Cys Asn Val Val Ala Ile
165

gtc tgc acg tcc acg tcc cecc acc
val Cys Thr Ser Thr Ser Pro Thr
180

cac tta ccc cag cca gtg tcc aca
His Leu Pro Gln Pro Val Ser Thr
195 200

cca gaa ccc agc act gct cca agc
Pro Glu Pro Ser Thr Ala Pro Ser
210 215

ccc age ccc cca gct gaa ggg age
Pro Ser Pro Pro Ala Glu Gly Ser
225 230

<210> 35

<211> 235

<212> PRT
<213>Rekombinantnf Tudsky

<400> 35
" Leu Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr
1 5

Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr
20

Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gln His
35 . 40

Ser Asp Thr Val Cys Asp Ser Cys
55 "

50

gcg
Ala
1p5
tagc
Cys

gtg
val

tce
Ser

cect
Pro

cgg
Arg
185

cga
Arg

acc
Thr

act
Thr

Pro
Asp
25

Ala

Glu

14

ctg
Leu

cgce
Axg

gtg
Val

acqg
Thr

efefef
Gly
170
agt
Ser

tce
Ser

tce
Ser

ggc
Gly

Tyr
10
Gln

Lys

Asp

age
Ser

ccg
Pro

tgc
Cys

gat
Asp
155

aat

Asn

atg
Met

caa
Gln

tte
Phe

gac
Asp
235

Ala

Thr

Val

Ser

aag cag
Lys Gln

ggce tte
Gly Phe
125

aag ccc
Lys Pro
140

att tgc
Ile Cys

gca age
Ala Ser

gcec cca
Ala Pro

cac acg
His Thr
205

ctg ctc

Leu Leu
220

Pro Glu

Ala Gln

Phe Cys
45

Thr Tyr
60

gag
Glu
110

ggc
Gly

tgt
Cys

agg
Arg

agg
Arg

ggg
Gly
190
cag
Gln

cca
Pro

Pro

Met
30

Thr

Thr

ggg
Gly

gtg
val

gee
Ala

cce
Pro

gat
Asp
175

gca
Ala

cca
Pro

atg
Met

Gly
15
Cys

Lys

Gln

tgc
Cys

gece
Ala

cCcg
Pro

cac

-His

160
gca

Ala

gta
val

act
Thr

ggc
Gly

Ser

Cys

Thr

Leu

336

.384

432

480

528

576

624

672

705



Trp

65
Asp
Thr
Axrg
Arg
Gly
145
Gln
Val
His

Pro

Pro
225

Asn

Gln

Cys

Leu

Pro

130

Thr

Ile

Cys

Leu

Glu

210

Ser

Trp

val

Axg

Cys

115

Gly

Phe

Cys

Thr

Pro

195

Pro

Pro

<210> 36
<211> 4
<212> PRT

<213>

<400> 36
Ala Gln Met Cys

1

<210> 37
<211> 5

<212>
<213>

PRT ' )
Rekombinantny. Tudsky

<400> 37
Thr Ala Gln Met Cys

1l

val

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser

180

Gln

Ser

Pro

Pro

Thr
85

Gly

Pro

Glu

Asn

vVal

. 165

Thr

5

Glu

Gln

Trp

Leu

Thr

Thr

150

val

Ser

val

Ala

Glu
230

Cys
Ala
Tyr
Arg
Ser
135
Thr
Ala
Pro
Ser
Pro

215

Gly

Leu

Cys

Cys

Lys

120

Asp

Ser

Ile

Thr
200

Ser

Ser

Rekombinantny Iudsk§

Ser
Thr
Ala
105
Cys
val
Ser
Pro
Arg
185
Arg

Thr

Thr

15

Cys

Arg

90

Leu

Arg

val

Thr

Gly

170

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

75

Glu

Ser

Pro

Cys

Asp

155

Asn

Met

Gln

Phe

Asp
235

Ser

Gln

Lys

Gly

Lys

140

Ile

Ala

Ala

Leu
220

Arg Cys

Asn Arg

Gln Glu
110

Phe Gly
125

Pro Cys

Cys Arg

Ser Arxg

Pro Gly
190

Thr Gln
205

Leu Pro

Ser

Ile

95

Gly

val

Ala

Pro

Asp

175

Ala

Pro

Met

Ser

.80
Cys
Cys
Ala
Pro
His
160
Ala
val

Thr

Gly
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<210> 38
<211> 6
<212> PRT

<213> Rekombinantni Tudsky

<400> 38 . .
Gln Thr Ala Gln Met Cys
1l 5

<210> 39

<211> 7

<212> PRT

<213> Rekombinantny Iudsky

<400> 39
Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5

<210> 490

<211> 8

<212> PRT

<213> Rekombinantny Tudsky

<400> 40
Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5

<210> 41
<211> 9
<212> PRT

<213> Rekombinantny ludsky

<400> 41 .
Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 )

<210> 42

<211> 10

<212> PRT

<213> Rekombinantny’ ITudsky

<400> 42
Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5 10

<210> 43
<211> 11
<212> PRT .o
<213> Rekombinantn\f Tudsky -



<400> 43
Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met
1 5 . 10

<210> 44
<211> 12
<212> PRT )
<213> Rekombinantnf. Tudsky

. "'":’5:.

<400> 44 )
Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln
1 5 10

<210> 45

<211> 13

<212> . PRT ,

<213> Rekombinantny Tudsky

<400> 45
Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala
1 5 10

<210> 46
<211> 14
<212> PRT

<213> Rekombinantny Tudsky

<400> 46
Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr
-1 S 10

<210> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Rekombinantn)" Yudsky

<400> 47
. Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln
1 5 10

<210> 48
<211> 16
<212> PRT

<213> Rekombinantn)’: Tudsky

<400> 48
Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp
1 5 10

Cys

Met Cys

Gln Met Cys

Ala Gln Met Cys

Thr Ala Gln Met Cys

15

Gln Thr Ala Gln Met Cys
15
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<210> 49
<211> 17
<212> PRT

<2 13> Rekomb:_nantny luds ky

-<400> 49
Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met
1 5 10 15

Cys

<210> 50
<211> 18
<212> PRT )
<213> Rekombinantn)': Yudsky

<400> 50
Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln
1 5 10 15

Met Cys

<210> 51

<211> 19

<212> PRT

<213> Rekombinantny Iudsky

<400> 51
Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala
1 5 10 15

Gln Met Cys”

<210> 52
<211> 20
<212> PRT .
<213> Rekombinantny Iudsky

' <400> 52
Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr
1 5 10 15

Ala Gln Met Cys
20

<210> 53

<211> 21

<212> PRT

<213> Rekombinantnf ludsky



- 19 -

<400> 53 -
Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln
1 5 10 15
Thr Ala Gln Met Cys. ‘%:
20 '
<210> 54
<211> 22
<212> PRT
<213> Rekombinantn{ Iudsky
<400> 54
Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp
1 5 10 15
Gln Thr Ala Gln Met Cys
20
<210> 55
<211> 23
<212> PRT
<213> Rekombinantn.? Tudsky
<400> 55
Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr
1 5 10 15
Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
. 20
<210> 56 °
<211> 24
<212> PRT
<213> Rekon1binantn>’, Tudsky
<400> 56 '
Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr
1 5 10 15
' Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20
<210> 57
<211> 25
<212> PRT
<213> Rekombinantn? Tudsky
<400> 57 '

Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pré Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu
1 5 10 15



- 20 -

Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys

20 25
<210> 58 :
<211> 26 b
<212> PRT
<213> Rekombinantny Iudsky
<400> 58
Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg
1 5 10 15
Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 25
<210> 59
<211> 27
<212> PRT
<213> Rekombinantn§ ludsky
<400> 59
Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu
1 5 10 15
Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 25
<210> 60
<211> 28
<212> PRT
<213> Rekombinantn;' Tudsky
<400> 60
Gln val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg
1 5 10 15
Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 25
- <210> 61
<211> 29
<212> PRT _ )
<2133 Rekombinantn)'l Iudsky
<400> 61 :
Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys
1 5 10 - 15

Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 -~ 25



- 21 -

<210> 62
<211> 30
<212> PRT

<213> Rekombinantn{ ludsky .

<400> 62 - * .

Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr
1 5 10 15

Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 25 30

<210> 63

<211> 31

<212> PRT ’
<213> Rekombinantny Tudsky

<400> 63
Leu Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser
1 5 10 15

Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 25 30

<210> 64

<211> 4

<212> PRT

<213> Rekombinantn)’t lIudsky

<400> 64
Ala Pro Leu Arg
1

pos

<210> 65
<211> 5
<212> PRT ) )
<213> Rekombinantny Tudsky

<400> 65
. Ala Pro Leu Arg Lys
1 5

<210> 66

<211> 6

<212> PRT

<213> Rekombinantny' Tudsky

<400> 66
Ala Pro Leu Arg Lys Cys
1 5
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<210> 67

<211> 7

<212> PRT

<213> Rekombinantny Yudsky

<400> 67 .
Ala Pro Leu Arg Lys Cys Arg
1 5

<210> 68
<211> 31
<212> DNA

2 ' .
<213> Rekombinantna Iudska

<400> 68
ggttagccat atggacagcg tttgccccca a

<210> 69
<211> 33
<212> DNA

f213> Rekombinantna ludska

<400> 69
cccaagettt tacagagagc aattgaagca ctg

<210> 70
<211> 40
<212> DNA

<213> Rekombinantni ludska

<400> 70
actcgaggat .ccgcggataa ataagtaacg atccggtcca

<210> 71
<211> 41
<212> DNA

<213> Rekombinantna fudska

<400> 71

' caggtcggat cctatcagca gaagcactgg aaaaggtttt c

<210> 72
<211> 31
<212> DNA

<213> Rekombinantng Ludska

<400> 72
ggttagccat atggacagcg tttgcccecca a

31

33

40

41

31



<210> 73
<211> 34
<212> DNA

<213> pRekombinantn& Iudska

<400> 73 .
cgcggatece tattaattga agcactggaa

<210> 74
<211> 30
<212> DNA

<213> pekombinantna Iudska

<400> 74 .
ccccatatgt atatccaccc tcaaaataat

<210> 75
<211> 33
<212> DNA

<213> Rekombinantni Yudska

<400> 75
cccaagettt tacagagagc aattgaagca

<210> 76

<211> 38

<212> DNA

<213> Rekombinantnd Iudské

<400> 76 _
ccccatatgt cgattagetg taccaagtgce

<210> 77

<211> 33

<212> DNA

<213> Rekombinantn& ludska

<400> 77
cccaagc;tt tacagagagc aattgaagca

<210> 78
<211> 30
<212> DNA

<213> ‘peokombinantna ludska
<400> 78

x

¥
aagg

ctg

cacaaagg

ctg

cccecatatgt gtaccaagtg ccacaaagga |

34

30

33

38

33

30



<210> 79

<211> 33 -

<212> DNA

<213> Rekombinantna Iudské

<400> 73 o
cccaagcttt tacagagagc aattgaagca Ctg’

<210> 80
<211> 31
<212> DNA

<213> pekombinantna Iudska

<400> 80
ggttagccat atggacagcg tttgcccceca a

<210> 81

<211> 33

<212> DNA

<213> Rekombinantnd Iudska.

<400> 81
cccaagcttt taggtgcaca cggtgttctg ttt

24

_}‘.

AN

33

31

33



PATENTOVE NAROKY

1. Skratené receptory faktora nekrotizujiceho tumory

(skratené sTNFR) majuice nasledovny vzorec: R;-[Cys!®-Cys!®]-R,,
kde [Cys!’-Cys!®] predstavuje zvy3ky 19 aZ 103 sTNFR-I (schéma
Cislovania aminokyselinovych zvySkov je uvedend na obr. 1 (SEQ
ID NO:2) na ulahCenie porovnania a kde dalej R; predstavuje
metionylovani alebo nemetionylovand aminoskupinu Cys!? alebo

aminokyselinového zvySku (alebo zvy3kov) aminokyselinového

konca vybranych zo skupiny:
C

IC

SIC

NSIC

NNSIC

QNNSIC

PONNSIC

HPQNNSIC

IHPQNNSIC
YIHPQNNSIC
KYTHPQNNSIC

“ GKYIHPQNNSIC
QGKYIHPQNNSIC
PQGKYIHPQNNSIC
CPQGKYIHPQNNSIC
VCPQGKYIHPQONNSIC
SVCPQGKYIHPQNNSIC
DSVCPQGKYIHPQNNSIC

a kde R; predstavuje karboxyskupinu Cys!®® alebo karboxyskupinu

(SEQ ID NO:15)
(SEQ ID NO:16)
(SEQ ID NO:17)
(SEQ ID NO:18)
(SEQ ID NO:19)

(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

20)
21)
22)
23)
24)
25)
26)
27)
28)
29)

karboxykoncového aminokyselinového zvysku vybraného zo

skupiny:



F
FN
FNC
FNCS (SEQ ID NO:30)
FNCSL (SEQ ID NO:31)
FNCSLC (SEQ ID NO:32)
FNCSLCL (SEQ ID NO:33);

a od nich odvodenych obmien alebo derivatov, ale za pred-
pokladu, Ze ked R; predstavuje metionylovanu alebo
nemetionylovani aminoskupinu aminokyselinovej sekvencie
VCPQGKYIHPQONNSIC alebo odtial odvodené N-termindlne skratenie
1 az 15 zvyskov, potom R;-[Cys'’-Cys'®]-R, nie je pridany
variant majuci vzorec R;-[Cys®-Cys!'®®]-FNCSLCL-R;, kde Rj
predstavuje karboxyskupinu aminokyselinovych zvySkov
Asn''’-Asn!®! 2z obr. 1 alebo skraitenie na karboxylovom konci

Asn!!''-Asn!'®® z obr. 1.

2. Skrateny sTNFR podla naroku 1, vybrany zo skupiny
skladajuicej sa z sTNFR-I 2,6D/C105, sTNFR-I 2,6D/C106, sTNFR-I
2,6D/N105, sTNFR-I 2,3D/d8, sTNFR-I 2,3D/d15 alebo sSTNFR-I
2,3D/d18.

3. Skrateny sTNFR podla néroku 1 alebo 2, ktory je na
karboxylovom konci fuiéeany s celou kon3tantnou doménou alebo
jej castou taZkého alebo lahkého retazca ludského imunoglo-

bulinu.

4. Skrateny sTNFR podla niektorého z narokov 1 az 3, ktory
je neglykozylovany.

5. Skrateny sTNFR podla niektorého z narokov 1 a% 3, ktory
je glykozylovany.



6. Skrateny sTNFR podla niektorého z nérokov 1 aZ 5, ktory

je konjugovany k polyméru rozpustnému vo vode.

7. Skrateny sTNFR podla né&roku 6, v ktorom je vo vode

rozpustnym polymérom polyetylénglykol.

8. Polyvalentny védzbovy protein faktora nekrotizujuceho
tumory (TNFbp) obsahujici najmenej jeden skrdteny sTNFR podla

ktoréhokolvek z narokov 1 az 7.

9. TNFbp podla naroku 8 obsahujici dimér skriteného sTNFR

podla naroku 3.

10. TNFbp podla ndroku 8 vSeobecného vzorca R;-X-R;, kde X
obsahuje linker, ktorym je vo vode rozpustny polymér a R; a R;
si biologicky aktivne molekuly kovalentne viazané na uvedeny
vo vode rozpustny polymér, pricom asponi jeden z R; a R; je

skrateny sTNFR podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 5.

11. TNFbp podla naroku 10, v ktorom vo vode rozpustnym
polymérom je polyetylénglykol.

12. TNFbp podla naroku 11, v ktorom je sTNFR vybrany zo
skupiny skladajucej sa z sTNFR-I 2,6D/C105db a sTNFR-I
2,6D/C106db.

13. Polynukleotid majlci sekvenciu kdédujicu skrateny sTNFR
podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 3 alebo sekvenciu k nej

komplementarnu.

14. Polynukleotid podla ndroku 13, ktory ma sekvenciu
nukleovej kyseliny zvolend zo sekvencii uvedenych na obr. 2,
3, 4, 5, 6 alebo 7 alebo sekvenciu, ktord je v kédujicich

oblastiach degenerovana.



15. Vektor obsahujici polynukleotid podla ndroku 13 alebo

14 operativne pripojeny k sekvencii riadiacej expresiu.

16. Prokaryotickd alebo eukaryotickd hostitelska bunka

obsahujica polynukleotid podla ndroku 13 alebo 14 alebo vektor

podla naroku 15.

17. Spbsob pripravy skrateného sTNFR, vy zna ¢uijau-
ci s a t ym, Ze sa kultivuje hostitelskd bunka podla
nadroku 16 za podmienok vhodnych na umoZnenie expresie skrate-
ného sTNFR hostitelskou bunkou a popripade sa skrateny sTNFR

izoluje.

18. Spésob podla naroku 17, vy zna c¢ujiaci s a

t ym, Ze hostitelskou bunkou je bunka E. coli.

19. Spésob podla naroku 17, vy zna ¢ujuci s a
t ym, Ze hostitelskou bunkou je bunka vajeénika ¢inskeho

chrc¢ka (CHO).

20. Skrateny sTNFR, ktory je rekombinantnym expresnym
produktom prokaryotickej alebo eukaryotickej hostitelskej

bunky podla naroku 16. N

\
he ]

21. Spbésob pripravy farmaceutickej kompozicie, vy z n a -
cdujici s a t ym, Ze sa terapeuticky U¢inné mnoZstvo
skrateného sTNFR podla ktoréhokolvek z n&rokov 1 aZ 7 alebo
naroku 20 alebo TNFbp podla ktoréhokolvek z nérokov 8 aZz 12
zmieSa s jednym alebo viacerymi farmaceuticky vhodnymi

nosicmi.

22. Farmaceutickd kompozicia, vy znacd¢dujaca s a

t vy m, Ze obsahuje skrateny sTNFR podla ktoréhokolvek



z narokov 1 aZ 7 alebo 20 v spojeni s farmaceuticky vhodnym

nosicom.

23. Farmaceuticka kompozicia, vy zna ¢u juaca s a
t ym , Ze obsahuje TNFbp podla ktoréhokolvek z narokov 8 aZ

12 v spojeni s farmaceuticky vhodnym nosicom.

24. Farmaceutickd kompozicia podla ktoréhokolvek z narokov
22 az 23, vy znacujuca s a t y m, Ze obsahuje

zmes s prediZenym uvolfiovanim.

25. Farmaceutickad kompozicia podla ktoréhokolvek z nérokov
22 az 24, vy znacujuca s a t ym, Ze je lyofi-

lizovana.

26. PouZitie skrateného sTNFR podla ktoréhokolvek 2z naro-
kov 1 aZz 7 alebo naroku 20 alebo TNFbp podla ktoréhokolvek
z nadrokov 8 aZ 12 na vyrobu lie€iva na lieCenie pacientov

postihnutych chorobou sprostredkovanou TNF.

27. PouZitie skrateného sTNFR podla ktoréhokolvek =z naro-
kov 1 az 7 alebo ndroku 20 alebo TNFbp podla ktoréhokolvek
z ndrokov*8 aZ 12 na vyrobu liediva na liecCenie pacientov
postihnutych diabetes, hyperalgéziou, zapalovou chorobou
ériev, ischemickym poSkodenim, reperfuiznym po$kodenim alebo

reumatickou chorobou.

28. PouZitie podla naroku 27, kde reumatickd choroba je
zvolend zo suboru pozostdvajlceho z reumatoidnej artritidy,
osteoartritidy, juvenilnej (reumatoidnej) artritidy,
ankyldéznej spondylitidy, dermatomyozitidy, psoriatickej

artritidy, sklerodermie, Sjégrenovho syndrému a vaskulitidy.



29. Pouzitie podla ktoréhokolvek z nadrokov 26 azZ 28, kde
lie¢ivo sa podava intravendézne, intramuskuladrne, intradermdl-

ne, subkutdnne, intraartikuldrne alebo infGziou.

30. PouZitie podla ktoréhokolvek z nérokov 26 aZ 29, kde
lie¢ivo sa podava pred podanim protizapalového liediva,

si€asne s nim alebo po fom.

31. PouZitie podla naroku 30, kde protizapalové lie&ivo je
zvolené zo suboru pozostavajuiceho z nesteroidnych protizapalo-
vych lie&iv (NSAID), kortikosteroidov, pomaly pésobiacich
antireumatickych lie¢iv (SAARD) alebo liec¢iv modifikujicich
chorobu (DM).

31. Pouzitie podla naroku 30, kde protizdpalovym lie&ivom
je inhibitor interleukinu (IL-1) zvoleny z antagonistu

receptora IL-1 (IL-lra) alebo rozpustného receptora IL-1.
32. Kit, vy znac¢dujuci s a t ym , Ze obsahuje

skrateny sTNFR podla ktoréhokolvek z ndrokov 1 aZ 7 alebo
ndroku 20 alebo TNFbp podla ktoréhokolvek z ndrokov 8 aZ 12.
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