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Nézev vynalezu:

Zkriceny rozpustny receptor faktoru
nekrotizujiciho tumory, zpiisob jeho pfipravy a
pouZiti, vazebny protein, polynukleotid, vektor,
buiika, farmaceuticka kompozice a zpisob jeji
pripravy a Kit o
Anotace:

Zkraceny rozpustny receptor faktoru nekrotizujiciho tumory
(STNFR) obecného vzorce R;-[Cys'*-Cys'®]-R,, kde [Cys'°-
Cys'%] piedstavuje zbytky 19 az 103 sTNFR-I z obrézku 1
(SEQ ID NO:2); R, predstavuje methionylovanou nebo
nemethionylovanou aminoskupinu Cys'® nebo
aminoterminalniho aminokyselinového zbytku a R,
predstavuje karboxyskupinu Cys'® nebo karboxyskupinu

karboxyterminalniho aminokyselinového zbytku, kde uvedené: -

sTNFRs maji sniZenou antigenicitu ve srovnani s rozpustnym
TNFR-] obsahujicim prvni tfi domény, a jeho deleéni a/nebo
substituéni mutein schopny inhibovat TNF, jakoZ i konjugat
tohoto zkraceného sTNFR s vodorozpustnym polymerem a
zpusob jeho pripravy a pouZiti, vazebny protein, )
polynukleotid, vektor, buiika, farmaceutickd kompozice a
zpusob jeji pripravy a kit.
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Zkriceny rozpustny receptor faktoru nekrotizujl;c;iio tumory, zpusob jeho pFipravy
a pouziti, vazebny protein, polynukleotid, vektor, buiika, farmaceuticka kompozice
a zpusob jeji pFipravy a kit

Oblast techniky

Vynalez se tykd zkraceného rozpustného receptoru faktoru nekrotizujiciho tumory (soluble
truncated tumor necrosis faktoc receptor, STNFR), zplsobu jeho pfipravy a pouziti pii 1é¢eni

10 zanétlivych chorob, polyvalentniho vazebného proteinu faktoru nekrotizujiciho tumory,
polynukleotidu kédujiciho tento protein, vektoru a prokaryontni nebo eukaryotni hostitelské
buriky obsahujici tento polynukleotid, farmaceutické kompozice obsahujici uvedeny sTNFR a
zpuisobu jeji ptipravy a prislusného kitu.

Dosavadni stav techniky

Zanét je obranna reakce téla na poranéni zpisobené napiiklad mechanickym poskozenim, infekei
nebo pisobenim antigentl. Zanétliva reakce se miiZe projevit patologicky, jestlize je zanét indu-

20 kovan nevhodnymi stimuly, jako napf. autoantigenem, projevuje se vyraznym zpisobem nebo
pfetrvava i po odstranéni Skodlivého agens. Takovato zanétliva reakce miize zahrnovat produkei
urcitych cytokini.

Zatimco etiologie zanéti neni doposud zcela objasnéna, znalost molekularnich aspekti zanétl

25 byla v posledni dobé& zlepsena. Tento vyzkum vedl k identifikaci ur€itych cytokini, o kterych se
ptedpoklada, ze hraji vyraznou roli ve zprostfedkovani zanétu. Cytokiny jsou extracelularni pro-
teiny, které modifikuji chovani bunék, zejména téch buné€k, které jsou v nejblizSim okoli mista
syntézy a uvoliiovani cytokini. Faktory nekrotizujici tumory (TNFs) tvoii tfidu cytokind produ-
kovanych fadou typl bunék, véetné monocyti a makrofagu.

30
JiZ dfive byly popsany nejméné dva typy TNF, konkrétn€ TNF alfa (TNF-a) a TNF beta (TNF-3
nebo lymfotoxin), oba jsou aktivni jako trimémi molekula a pfedpoklada se, Ze iniciuji pfenos
bunéénych signali propojenim receptorti (Engeimann et al. (1990), J. Biol. Chem., 265:14497—
14504).

35

Rada diikazi naznaduje, 2e TNF—o a TNF-B jsou hlavnimi cytokiny zanétu. Tyto znAmé TNFS
maji dulezité fyziologické udinky na fadu rozdilnych cilovych bunék, které se G€astni v zanétlivé
odpovédi na riizné podnéty, napfiklad pfi infekci nebo poranéni. Proteiny podnécuji sekreci laten-
tni kolagenazy a prostaglandinu E, jak u fibroblastd, tak u synovialnich bunék, a dale zpisobuji,
40  Ze buriky osteocytl stimuluji resorpci kosti. Tyto proteiny zvysuji povrchové adhezivni vlastnosti
endotelovych bunék viigi neutrofilim. Také zpusobuji, Ze endotelové buiiky sekretuji koagulatni
aktivitu a redukuji jejich schopnost lyzovat srazeniny. Navic inhibici exprese enzymu lipoprotein
syntézu jedné tfidy proteinii zndmych jako ,reaktanty akutni faze, které plisobi na hypotalamus
45 jako pyrogeny (Selby et al. (1988), Lancet, 1 (8583): 483; Starness, Jr. et al. (1988); J. Clin.
Invest., 82:1321; OIiff et al. (1987), Cell, 50:555 a Waage et al. (1987); Lancet, 1 (8529):355).
Kromé& toho preklinické vysledky na raznych zvifecich modelech zanéti (vCetné revmatoidni
artritidy) naznaduji, Ze inhibice TNF miZze mit vyznamny dopad na vyvoj onemocnéni a jeho
zavaznost (Dayer et al., (1994), European Cytokine Network, 5(6): 563-571 a Feldman et al.
50 (1995), Annals Of The New York Academy Of Sciences, 66:272-278). Navic i nedavné
piedb&zné klinické zkousky u lidi srevmatoidni artritidou s inhibitory TNF ukazaly slibni
vysledky (Rankin et al. (1995), British Journal Of Rheumatology, 3(4):4334—4342; Eliott 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.
55
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Proteinové inhibitory TNF jsoti & §tavi techniky zriamé: EP 0 308 378 uvadi, e protein izolo-
vany z mo&i pacientd s hore¢kou vykazuje aktivitu inhibujici TNF. Uginek tohoto proteinu je
pravdépodobné dan kompetitivnim mechanismem na trovni receptord. EP 0 308 378 popisuje
protein dostate¢né Cisty pro to, aby mohl byt charakterizovan svym N-koncem. Nicméné, odkaz
ale nic nefika o jakékoliv sekvenci DNA nebo o rekombinantné produkovaném inhibitoru TNF.

V dosavadnim stavu techniky existuji udaje o rekombinantné pripravenych inhibitorech TNF.
Napiiklad EP 0393438 a EP 0422339 uvadé¢ji aminokyselinové a nukleotidové sekvence
zralého rekombinantniho lidského ,,30kDA inhibitoru TNF“ (znamého také jako p55 receptor
a jako sTNFR-I) a zralého rekombinantniho lidského ,,40kDa inhibitoru® (znamého také jako
p75 receptor a jako sTNFR-II), stejné€ jako jejich modifikované formy, jako napf. fragmenty,
funkéni derivaty a varianty. EP 0393 438 a EP 0422 339 také uvadéji metody izolace gend
kédujicich tyto inhibitory, klonovani ptislusnych genti ve vhodnych vektorech a bun&&nych
typech a expresi genli vedouci k produkci inhibitort. Bylo. prokézano, zZe zraly rekombinantni
lidsky 30kDA inhibitor TNF a zraly rekombinantni lidsky 40kDa inhibitor TNF jsou schopné
inhibovat TNF (E“ 0 393 4378, EP 0 422 339, WO 92/16221 a WO 95/34326.

sTNFR-I a sSTNFR-I jsou ¢leny receptorové superrodiny nervového ristového faktoru/receptoru
TNF, které zahrnuje receptor nervového ristového faktoru (nerve growth factor receptor, NGF),
antigen CD40 B bunék, antigen Fas a antigeny CD27 a CD30 (Smith et al. (1990), Science,
248:1019-1023). : '

Nejkonzervativnéj$im znakem v této skupiné bunéénych povrchovych receptori je na cystain
bohata, extracelularni doména vazajici ligand, kterd miiZze byt rozdélena do Ctyf opakujicich se
motivi o asi 40 aminokyselinach a ktera obsahuje 46 cysteinovych zbytkii na znaéné konzer-
vovanych pozicich (Smith et al. (1990), viz vyse).

EP 393 438 dale pojednava o 40 kDa inhibitoru TNF oznaeném A51 a 40kDa inhibitoru TNF
oznadeném A53, které jsou zkracenymi verzemi rekombinantniho 40kDa proteinu inhibitoru TNF
o uplné délce, a v nichZ jsou odstranény aminokyselinové zbytky 51 nebo 53 na karboxykonci
zralého proteinu. Odbornik si uvédomuje, Ze ¢tvrtd doména jak 30kDa inhibitoru TNF, tak 40kDa
inhibitoru neni nutna pro inhibici TNF. Tento fakt byl potvrzen riznymi vyzkumnymiskupinami.
Byly pfipraveny varianty 30kDa a 40kDa inhibitoru TNF s odstranénymi doménami se zjisténim,
¥e varianty bez &tvrté domény si zachovavaji plnou vazebnou aktivitu pro THF; naproti tomu
varianty bez prvni, druhé nebo tieti domény si TNF vazebnou aktivitu nezachovavaji (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).

Vzhledem k relativné nizké inhibici cytotoxicity, kterou vykazuje 30kDa inhibitor TNF a 40kDa
inhibitor TNF (Butler et. al. (1994), Cytokine, 6(6):616-623), piipravily rizné skupiny diméry
proteind inhibitor@ TNF (Butler et al. 1994, viz vy$e a Martin et al. (1995), Exp. Neurol,,
131:221-228). Diméry mohou ale vyvolat protilatkovou odpovéd’ (Martin et al. (1995), viz vyse
a Fisher et al. (1996), The New England Journal of Medicine, 334(26):1697-1702).

Cilem predkladaného vynalezu je poskytnou funkéné aktivni zkracené sSTNFRs. Tento a dalsi cile
piedkladaného vynalezu budou ziejmé z nasledujiciho popisu.

Podstata vynalezu

Podle prvniho aspektu se pfedmétem vynalezu A) zkraceny rozpustny receptor faktoru nekrotizu-
jiciho tumory (sSTNFR) obecného vzorce

R,-[Cys”~Cys'”]-R,,
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kde ’ '
[Cys'*—Cys'®] predstavuje zbytky 19 az 103 sTNFR-I z obrazku 1 (SEQ ID NO:2); a

5 kde R, piedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou aminoskupinu Cys'> nebo
aminoskupinu aminoterminalniho aminokyselinového zbytku ze skupiny

o

IC

SicC

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)
THPQNNSIC (SEQ 1D NO:20)
YIHPONNSIC (SEQ ID NO:21)
KYIHPQONNSIC (SEQ ID NO:22)
GKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:23)
QGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:24)
PQGKYIHPQNNSIC {SEQ ID NO:25)
CPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPQGKYIHPQONNSIC (SEQ ID N0:27)
SVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ 1D NO:28)
DSVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:29),

10

a kde R, predstavuje karboxyskupinu Cys'® nebo karboxyskupinu karboxyterminalniho amino-
kyselinového zbytku vybraného ze skupiny:

F

EN

FNC

FNCS (SEQ ID NO:30)
FNCSL (SEQ ID NO:31)
FNCSLC (SEQ ID NO:32}
FNCSLCL (SEQ ID NO:33},
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kde uvedené sSTNFRs maji snizéficu anitigenicitu ve sroviiani s rozpustnym TNFR-I obsahujicim
prvni tfi domény, a jeho dele¢ni a/nebo substitu¢ni mutein schopny inhibovat TNF, jakoZ i konju-
gat tohoto zkraceného s TNFR s vodorozpustnym polymerem, s vyhodou polyethylenglykolem.

Ve vyhodném provedeni B) je zkraceny sTNFR definovany vyse vybrany ze skupiny skladajici
se zsTNFR 2.6D/C105 [NH,-MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys'"*~Cys'®]-FNCSL-COOH],
sTNFR-I ~ 2.6D/N105  [NH,~-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys"’~Cys'®]-FN-COOH],
sTNFR-I 2.3D/d8 [NH,~-MYIHPQNNSIC-[Cys'’~Cys'®]-FNCSL-COOH], sTNFR-I 2.3D/d15
[NH,MSIS—[Cys'*~Cys'®]-FNCSL-COOH) a sTNFR-I 2.3D/d18 [NH,-M-[Cys”-Cys'®]-
FNCSL-COOH].

V jiném vyhodném provedeni C) je zkraceny sTNFR nebo karboxylovém konci fizovan s celou
konstantni doménou nebo jeji éasti tézkého nebo lehkého retézee lidského imunoglobulinu.

Zkraceny sTNFR podle vynalezu miiZe byt neglykosylovany nebo glykosylovany.

Piedmétem vynélezu je dale také polyvalentni vazebny protein faktoru nekrotizujiciho tumory
(TNFbp) obsahujici nejméné jeden zkraceny sTNFR definovany vyse. TNFbp podle vynalezu
obsahuje v jednom z vyhodnych provedeni dimér zkraceného sTNFR podle provedeni C).

V jiném vyhodném provedeni ma TNFbp obecny vzorec
R,~X-Rs,

kde X obsahuje linker, ktery je ve vodé rozpustny polymer a R, a R, jsou biologicky aktivni
molekuly kovalentné vazané na uvedeny ve vodé rozpustny polymer, pfi¢emz alespori jeden z R,
a Ry je zkraceny sTNFR definovany vyse.

Pfedmé&tem vynalezu je dale také polynukleotid majici sekvenci kodujici zkraceny sTNFR podle
vynélezu nebo sekvenci k ni komplementarni.

Predmétem vynalezu je déle také vektor obsahujici vySe uvedeny polynukleotid operativn€ pfipo-
jeny k sekvenci fidici expresi.

Predmétem vynalezu je dale také prokaryontni nebo eukaryontni hostitelska burika obsahujici
tento polynukleotid nebo vektor.

Predmétem vynalezu je dale také zpusob pfipravy zkraceného sTNFR, pii kterém se kultivuje
uvedena hostitelska bufika za podminek vhodnych pro umoznéni exprese zkraceného sTNFR
hostitelskou buiikou a poptipadé se zkraceny sTNFR izoluje. Hostitelskou buiikou je s vyhodou
buiika E. coli nebo butika vajeéniku ¢inského kiecka (CHO).

Piedmétem vynélezu je také farmaceuticka kompozice, obsahujici zkraceny sTNFR nebo TNFbp
definovany vyse ve spojeni s farmaceuticky vhodnym nosi¢em.

Pfedmétem vynalezu je také pouZiti zkraceného sSTNFR podle vynélezu pro vyrobu léciva pro
léZeni pacientii postizenych chorobou zprostfedkovanou TNF, jako je diabetes, hyperalgesie,
zanétliva choroba stiev, ischemické poSkozeni, reperfuzni poskozeni nebo revmatické choroba.
Revmaticka choroba miiZze byt zvolena ze souboru sestavajiciho z revmatoidni artritidy, osteo-
artritidy, juvenilni (revmatoidni) artritidy, ankylozujici spondylitidy, dermatomyozitidy, lupénko-
vé artritidy, sklerodermie, Sjégrenova syndromu a vaskulitidy.

Piedmétem vynalezu je také kit, ktery obsahuje zkrécen)’lb sTNFR nebo TNFbp podle vynalezu.

Dalsi aplikace, které rovnéZz spadaji do rozsahu vynalezu, jsou uvedeny dale.
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Vynélez se tedy tyka funk&né aktivnich zkracenych forei §TNFR-I a sSTNFR-II, které jsou déle
zmifiované jako ,,zkraceny (zkracené) sTNRF(s)“. Zkracené sTNRFs jsou modifikované formy
sTNFR-I a STNFR-II, které neobsahuji &tvrtou doménu (aminokyselinova rezidua Thr'?-Asp'®
u STNFR-I a aminokyselinova rezidua Pro'*~Thr'” u sTNFR-II); &4sti tieti domény (amino-
kyselinova rezidua Asn'''-Cys'*® u STNFR-I a Pro'®-Lys'* u sTNFR-II); a které ptipadné
neobsahuji ¢ast prvni domény (aminokyselinové rezidua Asp'-Cys'® u sTNFR-I a Leu'-Cys™
u sTNFR-II). Tyto nové inhibitory TNF (napf. TNF-a a/nebo TNF—[3) maji obecné uplatnéni.

Zkracené sTNFRs podle pf'edklédéného vynalezu zahrnuji proteiny, které odpovidaji vzorci Ry~

[Cys”-Cys'®]-R, a R,[Cys*’~Cys'"*]-R;. Tyto proteiny jsou zkrdcené formy STNFR-I
a STNFR-II. :

Vzorcem ,,R —[Cys'*~Cys'®]-R,* se rozumi jeden nebo vice proteind, kde [Cys'*~Cys'®] odpo-
vidaji sSTNFR~I reziduim 19 aZ 103 -pfi Cislovani aminokyselinovych zbytkl podie schématu na
obrazku 1 (SEQ ID NO:2); kde R, predstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou
aminoskupinu Cys'® nebo aminokonec nékterého aminokyselinového zbytku(i) znasledujici sku-

piny:

o

IC

SIC

NSIC (SEQ ID NO:15)
NNSIC (SEQ ID NO:16)
ONNSIC (SEQ ID NO:17)
PQONNSIC ~ (SEQ ID NO:18)
HPQNNSIC (SEQ ID NO:19)
IHPQNNSIC ~ (SEQ ID NO:20)
YIHPQNNSIC (SEQ ID NO:21)
KYTIHPQNNSIC {SEQ ID NO:22)
GKYTHPQNNSIC (SEQ ID NO:23)
QGKYIHPONNSIC (SEQ ID NO:29)
PQGKY IHPQNNSIC ~ (SEQ ID NO:25)
CPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:27)
SVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:28)

DSVCPQGKYIHPQNNSIC ' (SEQ ID NO:29),

a kde R, predstavuje karboxyskupinu Cys'®

nebo karboxykonec aminokyselinového zbytku
vybraného ze skupiny: '
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F

EN

FNC

FNCS (SEQ ID NO:30)
FNCSL (SEQ ID NO:31)
FNCSLC (SEQ ID NO:32)
FNCSLCL (SEQ ID NO:33),

a jejich varianty, avSak za predpokladu, ze jestlize R; pfedstavuje methionylovanou nebo ne-
methionylovanou aminoskupinu aminokyselinové sekvence VCPQGKYIHPQNNSIC nebo
zkraceni N—konce o 1-15 rezidui, pak protein R;—[Cys'*~Cys'®]-R, neni variantou R,—[Cys"*—
Cys'®]-FNCSLCL-R;, kde R; piedstavuje karboxyskupinu aminokyselinové sekvence Asn'''—
Asn'®" z obrazku 1 nebo jejiho zkraceni na karboxykonci.

Priklady zkraceného sTNFR-I podle predkladaného vynalezu zahrnuji nésledujici molekuly:
NH,-MDSVCPQGK YIHPQNNSIC—[Cys'*~Cys'®]-FC-COOH (také zmifiovana jako sSTNFR-I
2.6D/C105); NH,~MDSVPQGK YIHPQNNSIC—{Cys'’~Cys'*1-FNCSL-COOH (také zmitiova-
né jako sTNFR-I 2.6D/C106); NH,-MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys"~Cys'*]-FN-COOH
(také zmifiovana jako sTNFR-I 2.6D/N105); NH,-MYIHPQNNSIC-[Cys'*~Cys'*]-FNCSL-
COOH (také zmifiovana jako sTNFR-I 2.3D/d8); NH,~-M-[Cys'°~Cys'*]-FNCSL-COOH (také
zmitiovana jako sSTNFR-I 2.3D/d18) a NH,~MSIS—[Cys"’~Cys'*]-FNCSL-COOH (také zmitio-
vana jako sSTNFR-I 2.3-D/d15) bud’to methionylované nebo nemethionylované, a jejich varianty
a derivaty. :

Vzorcem ,,R~[Cys**~Cys'*]-Rs“ se rozumi jeden nebo vice proteinii, kde [Cys**-Cys'"] pied-
stavuje rezidua Cys’? az Cys'” sTNFR-I pfi ¢islovani aminokyselinovych zbytki podle schématu
na obrazku 8 (SEQ ID NO:35) a kde R, pfedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou
aminoskupinu Cys®® nebo aminokyselinového. zbytku(t) aminokonce vytranych ze skupiny:

c

MC

QMC

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)
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LREYYDQTAQMC - ~ (5EQ 1D 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)
VAPTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:59)
QVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:60)
AQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:61)
PAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:62)
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQOTAQMC = . (SEQ ID NO: 63),

a kde Rs predstavuje karboxyskupinu Cys”g nebo karboxyskupinu karbbxykonce aminokyseli-
novych zbytka vybranych ze skupiny: :

A

AP ;
APL

APLR (SEQ ID NO:64)

APLRK (SEQ ID NO:65)

APLRKC {SEQ ID NO:66)

APLRKCR (SEQ ID NO:67)

a jejich varianty, aviak ze predpokladu, Ze jestlize R, piedstavuje methionylovanou nebo

10 nemethionylovanou aminoskupinu aminokyselinové sekvence TCRLREYYDQTAQMC nebo
zkraceni N—konce o 1 aZ 15 zbytki, pak Ry—~[Cys’>~Cys''*]-R; neni variantou se vzorcem Ry~
[Cys*>~Cys'*]-APLRKDCR-Rg, kde R piedstavuje karboxyskupinu aminokyselinové sekvence
Pro'?—Thr'” z obrazku 8 nebo jejiho zkraceni na karboxykonci.
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Podle jednoho aspektu pfedklé’idéﬁéﬁé Vynalezu mohou byt zkracené sTNFRs pripraveny v gly-
kosylované nebo neglykosylované formé&. Zkracené sTNFRs jsou pfipravovany technikami
rekombinantniho genového inzenyrstvi. Kromé& toho se zkracené sTNFRs mohou syntetizovat
chemickymi technikami nebo kombinaci rekombinantnich a chemickych metod.

V jiném aspektu predkladaného vynalezu mhou zkracené sTNFRs byt modifikovany pfipojenim
zkracenych STNFRs k ve vod€ rozpustnému polymeru. Tak napiiklad, zkracené sSTNFRs mohou
byt konjugovany k jedné nebo vice molekulam polyethylenglykolu s cilem zlepSit farmakokine-
tickou uéinnost zvétSenim zdanlivé molekulové hmotnosti molekuly.

Dalsi aspekt pfedkladaného vynalezu zahrnuje rizné polynukleotidy kodujici zkracené sTNFRs.
WVhodné nukleotidové sekvence zahrnuji naptiklad ty, které jsou konkrétn€ uvedené na obrazcich,
stejné jako degenerované sekvence a jejich prirozené se vyskytujici alelické varianty. Takovéto
sekvence nukleovych kyselin mohou byt pouZzity pfi expresi zkracenych sTNFRs v eukaryontnich
nebo prokaryontnich hostitelskych buikach, kde jsou produkty exprese nebo jejich derivaty
charakterizovany schopnosti ovliviiovat aktivitu TNF.

Dal§im aspektem piedkladaného vynélezu jsou vektory obsahujici polynukleotidy kédujici zkra-
cené sTNFRs funk&né spojené s amplifikaénimi sekvencemi a/nebo sekvencemi fidicimi expresi.
Jako prokaryontni, tak eukaryotni hostitelské buriky mohou byt stabilné transformovany nebo
transfekovany takovymito vektory pro expresi zkracenych sTNFRs. Predkladany vynalez dale
zahrnuje rekombinantni produkci zkracenych sTNFRs. Hostitelské butiky obsahujici takovéto
polynukleotidy jsou pé&stovany ve vhodném Zivném médiu a buitkami exprimované zkracené
sTNFRs jsou pfipadné izolovany z hostitelskych bun¢k a/nebo ze Zivného média.

Podle dal3iho aspektu zahrnuje pfedkladany vynalez farmaceutické kompozice obsahujicizkrace-
né sTNFRs nebo jejich derivaty. Typicky mohou byt zkracené sTNFRs nebo jejich derivaty
pripravené ve spojeni s farmaceuticky vhodnymi nosi¢i. Pro usnadnéni vyroby, uskladnéni, mani-
pulaci, vpraveni a/nebo G&innosti zkracenych sSTNFRs a jejich variant se mlZe pouZit fada
pomocnych latek. : '

Dalsi aspekt pfedkladaného vynalezu se vztahuje k metodam ovlivnéni aktivity TNF. Konkrétng
nemoci zprostfedkované TNF (napf. nemoci zprostfedkovné TNF—a a/nebo TNF-{3) mohou byt
lé¢eny podavanim terapeuticky u¢innych mnoZstvi zkracenych sTNFRs nebo jejich derivati.

Polynukleotidy kdédujici kracené sTNFRs se také mohou vyuzit pro aplikaci v buné¢né terapii
nebo v genové terapii.

Zkracené sTNFRs podle predkladaného vynalezu jsou vhodné zejména pro produkci proteinu ve
velkych mnoZstvich. Naptiklad, sSTNFR-I ma deaminované misto uvniti aminokyselinové sek-
vence, 111 aZz 126 (aminokyseliny Asn'"'-Gly'*). Ptedpoklada se, Ze absence tohoto mista zvy-
$uje biochemickou stabilitu purifikovaného proteinu a snizuje moznou degradaci produktu, coZ se
projevi zvySenim stability proteinu pfi jeho skladovani. Zkracené sTNFRs maji méné disulfido-
vych mistk neZ ostatni diive popsané proteiny inhibitord TNF. Napfiklad, sSTNFR-I mé dva
disulfidové mustky uvnitf sekvence aminokyselin 111 az 126 a tfi disulfidové mistky uvnitf
sekvence aminokyselin 127 az 161; sSTNFR-II ma pak disulfidovy mistek mezi Cys'” a Cys'?,
Cys'* a Cys'’, a Cys'® a Cys'”. Snizeny poéet disulfidovych mistka je dillezity proto, Ze vys3i
podet téchto vazeb miize komplikovat proces opétovného skladani protein. Je pfekvapive, ze
zkracené sTNFRs maji méné mist pro antigenni epitopy, coZ maji ostatni dfive popsané proteiny
inhibitord TNF (napt. zkracena forma sTNFR-I majici prvni tii domény mé nové epitopy (neo—
epitopy) vzniklé odhalenim urgitych zbytkd, viz. ptiklad III), coz znacn€ sniZuje antigenicitu
a dale dochazi k vyznamnému sniZeni rychlosti odbouravani (clearance) pfi opakovaném podava-
ni. Predpoklada se, Ze sniZena imunogenicita zkracenych sTNFRs je vhodna pro lé€eni onemoc-
néni zprostredkovanych TNF, zahrnujicich zejména chronicka zanétliva onemocnéni.
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Dalii aspekty a vyhody vynaleZil buddi odbornikiim v 6bdfu zfejmé z nasledujiciho popisﬁ, kde
je podrobné popsana provedeni predkladaného vynélezu.

Detailni popis vynalezu

Predkladany vynalez je zaloZen na neofekavaném zjisténi, ze jak u sSTNFR-I, tak i sSTNFR-II
miZe byt zmen3ena jejich velikost nejenom odstranénim ¢tvrté domény, ale také Casti tieti domé-
ny a pripadné i ¢asti prvni domény pii zachovani biologické aktivity a snizeni antigenicity. Pro-
dukce téchto biologicky aktivnich zkracenych sTNFRs nebo jejich derivati se poklada za vyhod-
nou minimalné z nasledujicich dévodi. Za prvé tyto molekuly mohou byt o jedno potencialné
destabilizujici deaminované misto méné. Za druhé tyto molekuly maji méné disulfidovych mist-
ki coz usnadiiuje piipadnou purifikaci a opétovné skladani. Za treti tyto molekuly maji mensi
pocet mist pro moZné antigenni epitopy.

Zde pouzivany termin ,zkraceny(¢) sSTNFR(s)“ zahrnuje jeden nebo vice biologicky, aktivnich
syntetickych nebo rekombinantnich molekul vzorce R;—[Cys'’~Cys'®}]-R, nebo R,~[Cys*-
Cys'"’1-R;s a jejich varianty (v&etné inzerénich, substituénich a delednich), které jsou popsany
nize.

Zde pouZivany termin ,biologicky aktivni“ znamena, ze zkraceny sSTNFR vykazuje podobné
TNF inhibi¢ni vlastnosti jako sSTNFR-I a/nebo STNFR-IL, i kdyZ ne nutné vechny a ne nutné
v plném rozsahu. Obecné, zkracené sTNFRs a jejich derivaty maji schopnost inhibovat TNF.
Biotesty zkracenych sTNFRs jsou popsany nize v pfikladu II. Vybér konkrétnich TNF inhibi¢-
nich vlastnosti zavisi na poZadovaném pouziti zkraceného sTNFR.

Podle jednoho aspektu pfedlozeného vynalezu zkracené sTNFRs mohou byt vyhodné produko-
vany rekombinantnimi technikami v bakterialnich, sav¢ich nebo hmyzich bunénych systémech
a mohou byt bud’ v glykosylované nebo neglykosylované formé proteinu. Alternativné mohou
byt syntetizovany chemicky. Produké&ni metody preferované v sou€asnosti jsou popsané detailné
nize.

V3echny zkracené sTNFRs mohou byt typicky izolovany a purifikovany do znané Cistoty.
a zbavené tak ostatnich proteinovych materialu (napf. nezkracenych sSTNFRs). Vyhodné je zkra-
ceny sTNFR zasi 80 % zbaven ostatnich proteini, které mohou byt pfitomné vzhledem k pro-
duké&ni technice pouZité pii pripravé zkracenych sTNFRs. Vyhodnéji je STNFR z si 90 % zbaven
ostatnich protein@, zejména kdyZ je asi z 95 % zbaven ostatnich proteini a nejvyhodnéji pak,
kdyz je priblizn& z > 98 % zbaven ostatnich proteini. Je viak cenné, Ze pozadovany protein mize
byt pred podavanim kombinovan s dal$imi aktivnimi sloZzkami, chemickymi kompozicemi a/nebo
s vhodnymi farmaceutickymi materialy, jak je podrobnéji popsano nize.

Zkracené sTNFRs

Zkracené sTNFRs podle predkladaného vynalezu mohou byt jednim nebo vice proteiny reprezen-
tovanymi nasledujicim vzorcem:

R,-[Cys"”~Cys'®]-R,,

kde [Cys”~Cys'®] predstavuje rezidua 19 az 103 s TNFR-I (pfi oznageni aminokyselinovych
zbytkil pouzitém na obrazku 1 (SEQ ID NO:2)), kde R; pfedstavuje methionylovanou nebo
nemethionylovanou aminoskupinu Cys'® nebo aminokonce aminokyselinového zbytku(i) vybra-
nych z nasledujici skupiny:



5

i

CZ 296835 B6
]

C

IC

SIC

NSIC (SEQ
NNSIC (SEQ
QNNSIC (SEQ
PQNNSIC (SEQ
HPQNNSIC (SEQ
IHPQNNSIC (SEQ
YIHPQNNSIC (SEQ
KYIHPQNNSIC (SEQ
GKYIHPONNSIC (SEQ
QGKYIHPONNSIC (SEQ
PQGKYIHPQNNSIC (SEQ
CPQGKYIHPQNNSIC - (SEQ
VCPQGKYTIHPQNNSIC (SEQ
SVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ
DSVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ

a kde R, pfedstavuje karboxyskupinu Cys‘lo3 nebo aminokyselinové zbytky karboxykonce vybra-

né z nasledujici skupiny:

F

FN

FNC

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

FNCSLCL (SEQ ID NO:33),

a jejich varianty, av8ak za predpokladu, Ze jestlize R, predstavuje methionylovanou nebo
nemethionylovanou aminoskupinu aminokyselinové sekvence VCPQGKYIHPQNNSIC nebo
zkraceni N—konce a 1-15 rezidui, pak protein R,—[Cys"~Cys'®]-R; neni variantou R,—[Cys"’—
Cys'®}-FNCSLCL-R;, kde R; predstavuje karboxyskupinu aminokyselinové sekvence Asn

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

ID
ID

ib
ID
ID

NO:15)
NO:16)
NO:17)
NO:18)
NO:19)
NO:20)
NO:21)
NO:22)
NO:23)
NO:24)
NO:25)
NO:26)
NO:27}
NO:28)
NO:29),

Asn'® z obrazku 1 nebo jejiho zkraceni na karboxykonci.

V dal$im zakladnim provedeni zkracené sTNFRs podle pfedkladaného vynéalezu mohou byt jed-

nim nebo vice proteiny reprezentované nasledujicim vzorcem:

-10 -
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Ry-{Cys™-Cys"*}-Rs;

kdg [Cys32—.Cys]’15] reprezentuje rezidua Cys™* az Cysm STNFR-II podle schématu ¢&islovani
atmmokyselm.ovych zbytkl na obrazku 8 (SEQ ID NO:35), kde R, predstavuje methionylov'anou
5 nebo nemethionylovanou aminoskupinu Cys’® nebo aminokyselinového zbytku(i1) aminokonce

vybranych ze skupiny:
C
MC
oMC
AQMC 1 (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 o  (SEQ ID N0:43)
LREYYDQTAQMC ' (SEQ ID NO:44)
RLREYYDQTAQMC ' (SEQ ID NO:45)
CRLREYYTQTAQMC (SEQ ID NO:46)
TCRLREYUDQTAQMC (SEQ ID NO:47) ‘
STCRLRUYYDQTAQMC (SEQ ID_NG:48)
GSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:49)
PGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ 1D NO:50)
EPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:51) ‘
PEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:52) f
AQEPGSTCRLREYYDQTAQMC | (SEQ ID NO:53)
YAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:54)
PYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC | (SEQ ID NO:55)
TPYAPEPGSTCRLREYYDOTAQMC (SEQ ID NO:56) 5
FTPYAPEPGSTCSLREYYDQTAQMC (SEQ 1D NO:57)
AFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:58)

VAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:59)

-11 -
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‘QVAE‘TPYAQEPGSTCRLREYXDQTAQMC ' (SEQ ID NO:60)

AQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:61)
PAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:62)
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:63),

a kde R; predstavuje karboxyskupinu Cys'" anebo karboxyskupinu karboxykonce aminokyseli-
novych zbytkt vybranych ze skupiny:

A

AP

APL

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

APLRKCR (SEQ ID NO:67)

a jejich varianty, avSak za pfedpokladu, Ze jestlize R, pfedstavuje methionylovanou nebo
nemethionylovanou aminoskupinu aminokyselinové sekvence TCRLREYYDQTAQMC nebo
zkraceni N—konce o 1 a7 15 zbytkd, pak R,~[Cys*~Cys''’]-Rs neni variantou se vzorce Ry—
[Cys®*~Cys']-APLRKCR-R, kde Ry predstavuje karboxyskupinu aminokyselinové sekvence
Pro'”-Thr'” z obrazku 8 nebo jejiho zkraceni karboxykonce.

Dalsi aspekt predkladaného vynélezu zahrnuje jednu nebo vice variant R,—[Cys"”-Cys'”}-R,
a Ry—[Cys*’~Cys**~Cys'"*}-R;s bud’ methionylovanych nebo nemethionylovanych. Termin ,,zkra-
ceny (zkracené) sTHFR(s)* tedy zahrnuje jednu nebo vice pfirozené se vyskytujicich alelickych
variant R,—[Cys"*~Cys'®]-R; a R~[Cys*>~Cys'"*]-R; a jednu nebo vice dalsich variant proteini,
ve kterych byly aminokyselinové zbytky v aminokyselinovych sekvencich R,—[Cys"~Cys'®]-R?
a R[Cys’~Cys'"’]-Rs odstranény (,,dele¢ni varianty®), v&lenény (,inzeréni varianty) nebo
substituovany (,,substitucni varianty*).

Delece aminokyselinovych sekvenci jsou typicky v rozsahu od asi 20 aminokyselinovych zbytki;
zpravidla se ale jedna o asi 1-10 zbytki a nejéast&ji o 1-5 zbytkd, takZe nedojde k naruSeni kon-
formace proteinu. Jsou zamysleny delece na N-konci, C—konci a vnitfnich intrasekvenci. Poget
celkovych deleci a/nebo naslednych deleci je zvolen tak, aby se zachovala terciarni struktura
proteinu v ovlivnéné doméné, napt. kiiZzova vazba mezi cysteiny.

Delece uvnitf aminokyselinové sekvence R;~[Cys"*~Cys'®]-R; a uvniti aminokyselinové sek-
vence Ry—[Cys*>~Cys'’]-Rs se mohou provadét v oblasti nizké homologie se sekvencemi ostat-
nich &lent receptorové rodiny NGF/TNF ve skuping bunéénych povrchovych membranovych
proteini. Delece uvniti aminokyselinové sekvence R— [Cys”’~Cys'®}-R; a uvniti aminokyselino-
vé sekvence Ry [Cys32—Cys”5] —-Rs se mohou také provadét v oblasti vyznamné homologie se
sekvencemi ostatnich &lent receptorové rodiny NGF/TNF, a pak je vétsi pravdépodobnost
vyznamné modifikace biologické aktivity. Sekvenéni podobnost mezi cleny receptorové rodiny
NGF/TNF je konkrétné zv1até vysoka v oblastech odpovidajicich prvnim dvéma disulfidovym
smy&kam domény 1, celé doméné 2, a prvni disulfidové smycce domény 3 (Banner et al. (1993).
Cell, 73:431-445). Pfikladem dvou dele¢nich variant odvozenych od R,~[Cys"”~Cys']-R; jsou
R,~[Cys"*~«(AThr**~Cys'®}-R, a R,—[Cys'’<(ACys"”~Lys*')-Cys'”]-R,, kde R, a R, odpovidaji
vy$e uvedené definici. Pikladem tii dele¢nich variant odvozenych do R4—[Cys**~Cys'"*}-Rs jsou

-12-
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R, Cys”~(ACys'"*)Cys'"*]Rs; R;—~[Cys"’~«(ACys'"*~Lys'")Cys'’]-R; a R4~[Cys”«(ACys'"*~
Arg'®)Cys'"]-Rs; kde R, a R, odpov1da vyse uvedené definici.

Adice aminokyselinovych sekvenci miZe zahrnovat fize na amino— a/nebo karboxykonci v roz-
sahu délek od jednoho rezidua do jednoho sta nebo vice rezidui, stejné jako interni intrasekvené¢ni
inzerce jednoho nebo vice aminokyselinovych rezidui. Interni adice se mohou pohybovat zpra-
vidla v rozsahu 1 az 10 aminokyselinovych zbytkd, ¢astéji pak v rozsahu 1 az 5 aminokyselino-
vych zbytkl a nejéastéji pak v rozsahu 1 az 3 aminokyselinovych zbytki.

Adi¢ni varianty aminokonce zahrnuji pfidani methioninu (napfiklad jako vysledek piimé exprese
proteinu v bakterialnich rekombinantnich buné&¢nych kulturach), nebo dalsich aminokyselinovych
rezidui ¢i sekvenci. Dalsi ptiklad inzerce na aminokonci zahrnuje fizi signalni sekvence, stejné
jako nebo s ostatnimi pre— a prosekvencemi pro usnadnéni sekrece proteinu z rekombinantnich
hostltelskych bunék. U prokaryontnich hostitelskych bunék, které nerozeznavaji a nezpracovavaji
piirozené signalni sekvence sSTNFR-I nebo s TNFR-II, mohou byt signalni sekvence nahrazeny
prokaryotnimi signalnimi sekvencemi vybranymi napfiklad ze skupiny. zahrnujici alkalickou fos-
fatazu, penicilinazu nebo vedouci sekvenci tepelné odolného enterotoxinu II. U bunék kvasinek
mohou byt signalni sekvence vybrany naptiklad ze skupiny zahrnujici kvasinkovou invertazu,
alfa faktor nebo vedouci sekvenci kyselé fosfatazy. V sav¢ich buiikach je exprese pfirozenych
signalni sekvenci sSTNFR-I nebo s TNFR~II (EP393 438 a EP 422 339) dostate¢na, i kdyZ i jiné
savéi signalni sekvence mohou byt vhodné (napfiklad sekvence odvozené od ostatnich ¢lent
rodiny NGF/TNF).

Adiéni varianty na karboxykonci nezahrnuji pfidani jednoho nebo vice aminokyselinovych rezi-
dui, které by vedlo k rekonstrukci, STNFR-I nebo sTNFR~-II v uvedeném potadi. Je Zddouci, aby
adi¢ni varianty na karboxykonci nezahrnovaly pfidani jednoho nebo vice karboxykoncovych
kyselinovych rezidui, které by vedly k rekonstrukei tieti nebo &tvrté domény sTNFR-I nebo
sTNFR-II. Pfikladem adi¢ni varianty na karboxykonci mohou byt chimérické proteiny zahmujici
fuzi R—[Cys"~Cys'®}-R, nebo R,—[Cys**~Cys'"*]-Rs s celou nebo s &asti konstantni domény
t&zkého nebo lehkého fetézce lidského imunoglobulinu. Jsou preferovany takové chimérické pro-
teiny, ve kterych kazda imunoglobulinové ¢ast zahrnuje viechny domény kromé& prvni domény
konstantni oblasti t&zkého fetézce lidského imunoglobulinu, jako jsou IgG IgA, IgM anebo IgE,
zejména pak IgG, napt. IgG1 nebo IgG3). Pro odbornika v oboru je zfejmé, Ze jakakoliv amino-
kyselina kazdé z imunoglobulinovych &asti mize byt deletovana nebo substituovana s jednou
nebo vice aminokyselinami, nebo jedna ¢&i vice aminokyselin mtize byt pfidano potud, pokud se
TNF vazebna &ast stile vaze k TNF a imunoglobulinova &ast vykazuje jednu nebo vice svych
charakteristickych vlastnosti.

Dalsi skupinou jsou varianty se substituci aminokyselin. VSechny tyto varianty maji nejméné
jeden aminokyselinovy zbytek v R;—[Cys’~Cys'®]-R, nebo R4~[Cys**~Cys'"*}-Rs odstranén
a nahrazen odlisnym zbytkem na jeho misté. Substitu€ni varianty zahrnuji alelické varianty, které
jsou charakterizovany zmé&nami v pfirozené se vyskytujicich nukleotidovych sekvencich v druho-
vé populaci, které mohou nebo nemusi mit za nasledek zmény aminokyselin. Pfi vyb&ru moZnyh
mist pro mutace mohou odbormnici v oboru pouzit jakoukoliv zndmou informaci o vazebném nebo
aktivnim misté polypeptidu.

Jedna metoda pro identifikaci aminokyselinovych zbytkd nebo oblasti pro mutagenezi proteinu se
nazyva ,mutageneze alaninovym vyhlazenim,, (alanine scanning mutagenesis) (Cunningham
a Wells (1989), Science, 244:1081-1084, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem). V této metodé je
identifikovan aminokyselinovy zbytek nebo skupina cilovych zbytki proteinu (napf. nabité zbyt-
ky, jako napt. Arg, Asp, His, Lys a Glu) a nahrazen neutralni nebo negativni nabitou aminokyse-
linou (nejlépe alaninem nebo polyalaninen) s cilem ovlivnit interakci aminokyselin s okolnim
vodnym prostfedim uvniti nebo vné buiiky. Ty zbytky, které vykazuji funkéni citlivost ksubstitu-
c¢im, jsou dale analyzovany v&lenénim dal3ich nebo jinych zbytkiina misto substituce. Tak je pfe-
dem ur&eno misto pro zavedeni modifikace aminokyselinové sekvence a pro dal3i optimalizaci
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provedeni mutace v daném misté se miiZe provést alaninové vyhledavani nebo nahodna metage-
neze a vysledné variantni polypéptidy js6u podiobeny screeningu na zjisténi optimalni kombina-
ce poZadované aktivity a stupné aktivity.

Mista, ktera jsou pfedmétem zajmu pro substituéni mutagenezi zahrnuji ta mista, kde jsou amno-
kyseliny vyskytujici se v R;~[Cys'*~Cys'®]-R, nebo R,~[Cys**~Cys'"’}-Rs vyznamné odlisné
(co se tyCe podstatné Casti postranniho fetézce, naboje a/nebo hydrofobicity) od STNFR podob-
nym proteinim, jako jsou napf. STNFRs z rliznych jinych druhii nebo jinych c]enu receptorové
rodiny NGF/TNF.

Dal$i zajmova mista zahrnuji ta, ve kterych jsou urcita rezidua podobna nebo identicka s odpo-
vidajicimi misty v sSTNFR-I podobnym proteiniim a sTNFR-II podobnym proteiniim. Takovéato
mista jsou obecné diileZita pro biologickou aktivitu proteinu. Napiiklad zku$eny odbornik chape,
Ze pred timto vynalezem nebyl vliv zkraceni sSTNFR—-I a sSTNFR-II na jejich pfislusnou trojroz-
mérnou strukturu predvidatelny. Ale na zaklad€ zde uvedenych vysledkt odbornik zajisté pocho-
pi, Ze prvni principy vyvoje strategie pro tvorbu variantnich proteini se mohly ¢aste¢né zakladat
na dfive vysvétlenych adajich pro sSTNFR-I a sSTNFR-II o plné délce. V souvislosti s tim byly
objasnény nasledujici informace tykajici se STNFR-I (Banner et al. (1993), viz vySe a Fu et al.
(1995), Protein EnGlneering, 8(12): 1233-1241). Jako potencialné diilezita pro stabilizaci odpo-
vidajici strukturu domény 1, 2 a 3 byla identifikovana rezidua Tyr’, Thr*’, His’® v doméné 1, rezi-
dua Phe®, Ser®, Asp®” v doméné 2 a rezidua Tyr” a Ser'” v doméné 3. Rezidua Pro'? a His”
byla identifikovana jako potencialné vzajemné se ovliviiujici se Ser**~Tyr®” na podjednotce C
TNF-a.. Rezidua Glu*~Phe® byla identifikovana jako podstata smy&ky, ktera potencialné intera-
guje s rezidui Leu”’—Arg” podjednotky A TNF—a. Reziduum Gly* bylo identifikovano jako vza-
jemné se ovliviiujici s Asn'>~Pro® na podjednotce A TNF—a. Rezidua His**~Leu® byla identifi-
kovana jako dilezity prvek v konformaci prodlouzeného fetézce a interakce postranniho fetézce
se zbytky Arg’'~Ala*® na podjednotce A TNF—a. byla potencialné identifikovana s reziduem His®®
sTNFR-I, které se specificky vzijemng ovliviiuje s reziduem Arg’. Rezidua Lys*~Arg® byla
identifikovana jako dilezity prvek v konformaci prodlouzeného fetézce a bylo zjiSténo, ze vyka-
zuji interakce postranniho fetézce a hlavniho fetézce s rezidui Ala"*-Glu'*® a reziduem Glu* na
podjednotce A TNF-a.. U rezidua Met® byla identifikovana mozna interakce s reziduem Tyr'"?®
na podjednotce A TNF-a.. Zjistilo se, Ze rezidua His**—Phe'® tvofi smy&ku, ktera se vzajemné
ovlivituje s rezidui Thr'>-Leu” a Asn'’ podjednotky C TNF-a a s reziduem Trp®® s TNFR-,
specificky se ovliviiujicim s rezidui Ser’’~Thr’? a podjednotce C TNF-o, Leu'® sSTNFR-I, které
je vtésné blizkosti s reziduem Asn"’ na podjednotce C TNF-a. a reziduem GIn'® STNFR-],
které se vzajemné specificky ovliviiuje s reziduem Pro'"® na podjednotce A TNF—a.. Pro odborni-
ka v oboru je zfejmé, Ze nejprve by méla byt substituci modifikovana tato mista, a to relativné
konzervativnim zplisobem.

Takovéto konzervativni substituce jsou uvedeny v tabulce 1 pod zahlavim ,,Preferované substitu-

e“. Jestlize takovéto substituce vyvolaji zmény biologické aktivity, pak mohou byt zavedeny.
podstatnej §i substituéni zmény (Pfikladné substituce) a/nebo se mohou provést dalsi adice/delece
a poté analyza vyslednych produkti.
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TABULKA 1: Substituce. aminokyselin

Pavodni Preferované PFikladné

zbytek substituce substituce

Ala (A) Val Val; Leu; 1ie

Arg (R) Lys Lys; Gln; Asn

Asn {N) Gln Gln; His; Lys; Ara

Asp (D) Glu Glu

Cys {C) Ser Ser

Gln (O} Asn Bsn

Glu (£} Asp Asp

Gly {G) Pro Pfo

His {H) Arg ' Asn; Gln; Lys; Arq

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

Leu (L) Ile norleucin;
Ile; Val; Met; Ala; Phe

Lys (K} .__Arg | Aras 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 Sex

Trp (W) Tyr ' Tyr

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

Val (V) Leu Ile; Leu; Met; Phe;
Ala; '‘norleucin

Pii zménach obdobné povahy se miZe brat vivahu hydropaticky index aminokyselin. Kazdé
aminokyseling byl ptifazen hydropaticky index na zéakladég jejich hydrofobicity a charakteristik
naboje. Hodnoty jsou nasledujici: izoleucin (+4,5); valin (+4,2); leucin (+3,8); fenylalanin (+2,8);
cystain/cystein (+2,5); methionin (+1,9); alanin (+1,8); glycin (-0,4); ethreonin (-0,7); serin
(-0,8); tryptofan (-0,9); tyrosin (~1,3); prolin (-1,6); histidin (-3,2); glutamat (-3,5); glutamin
(~3,5); aspartat (-3,5); asparagin (-3,5); lysin (-3,9) a arginin (-4,5).

Vyznam hydropatického indexu aminokyselin p¥i porovnavani interaktivnich biologickych funkci
proteint je odbornikéim obecné znam (Kyte a Doolittle (1982), J. Mol. Biol, 157:105-131, jehoZ
popis je zde zahrnut odkazem). Je znamé, Ze uréité aminokyseliny mohou byt substituovany za
jiné s podobnym hydropatickym indexem nebo skére a stéle je zachovana podobna biologicka
aktivita. Délaji-li se zmény zaloZené na hydropatickém indexu, preferuji se substituce amino-
kyselin, jejichz hydropaticky index je v rozsahu +2, nebo 1épe v rozsahu +1, nebo nejlépe +0,5.
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Odbornikiim je také znamé, e substituce podobnych aminékyselin miZe byt efektivné provedena
na zaklad¢ hydrofilicity, zejména tehdy, kdyz biologicky funkéni ekvivalentni protein nebo
peptid takto vytvoreny je zamyslen pro pouziti k imunologickym uéeliim tak, jak je tomu v tomto
pripadé. .

Patent US 4 554 101 (jehoZ popis je zde zahrnut odkazem) uvadi, Ze nejvétsi mistni primérna
hydrofilicita proteinu (ur€ovand hydrofilicitou svych pfilehlych aminokyselin) koreluje s jeho
imunogenicitou a antigenicitou, tj. s biologickymi vlastnostmi proteinu.

Jak je detailn€ uvedené v patentu US 4 554 101, byly jednotlivym aminokyselinovym zbytkiim
pfifazeny nasledujici hodnoty hydrofilicity: arginin (+3,0); lysin (+3,0); aspartat (+3,0 + 1); glu-
tamat (+3,0 + 1); serin (+0,3); asparagin (+0,2); glutamin (+0,2); glycin (0); threonin (-0,4); pro-
lin (0,5 £1); alanin (-0,5); histidin (-0,5); cystein (—1,0); methionin (-1,3); valin (-1,5); leucin
(~1,8); izoleucin (-1,8); tyrosin (-2,3); fenylalanin (-2,5) a tryptofan (-3,4).

Délaji-li se zmény zaloZené na podobné hodnoté hydrofilicity, preferuji se substituce aminoky-
selin, jejichZ hodnoty hydrofilicity jsou v rozsahu 2, nebo 1épe v rozsahu +1, nebo nejlépe £0,5.

Patent US 4 554 101 také popisuje identifikaci a pfipravu epitopli z primarni aminokyselinové
sekvence na zakladé hydrofilicity. Metodou uvedenou v patentu US 4 554 101 by byl odbornik
schopen identifikovat epitopy uvnitf sekvence aminokyselin, jako jsou zde popsané sTNFR sek-
vence. Tyto oblasti jsou zde uvadény jako ,,epitopové vnitini oblasti“ (epitopic core regions).

Rada védeckych publikaci byla zaméfena na predpovéd’ sekundérni struktury a identifikaci epito-
pu analyzou sekvence 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 (jejichz popisy jsou zde zahrnuty odkazem). Kromé
toho jsou v soudasnosti k dispozici pocitaové programy pro pomoc s pfedpovédi antigennich
C4sti a epitopové vnitini oblasti proteind. Pfikladem jsou programy zaloZené na Jameson—Wolfo-
vé analyze (Jameson a Wolf (1998); Comput. Appl. Biosci., 4(1):181-186 a Wolf et al. (1988),
Comput. Appl. Biosci., 4(1):187-191, jejichz popisy jsou zde zahrnuty odkazem), program
pepPlot® (Brutlag et al. (1990), CABS, 6:237-245 a Weinbergen et al. (1985), Science,
228:740-742, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem) a ostatni nové programy pro pfedpovéd’ ter-
ciarni struktury proteini (Fetrow a Bryant (1993), Biotechnology, 11:479—483, jehoZ popis je zde
zahrnut odkazem).

Ocgekava se, ze konzervativni modifikace aminokyselinovych sekvenci (a odpovidajici modifika-
ce kédujicich sekvenci nukleovych kyselin) v R,—[Cys"*-Cys'®]-R, nebo R [Cys*>Cys'*}Rs
poskytnou modifikovanému proteinu podobné funkéni a chemické charakteristiky.

Naproti tomu se miZze dosdhnout vyznamné modifikace ve funkci a/nebo chemické charakteris-
tice R,—[Cys"*-Cys'®]-R, nebo R,~[Cys**~Cys''*]-Rs vybérem substituci, které se vyrazné lisi
svym vlivem na zachovani: (a) struktury polypeptidové kostry v oblasti substituce (napfiklad
froubovicové konformace nebo konformace listu), (b) naboje nebo hydrofobicity proteinu v cilo-
vém misté, (c) prevazng &asti postranniho fetézce. P¥irozené se vyskytujici rezidua jsou rozdélena
do skupin zaloZenych na vlastnostech postranniho fetézce:

1) hydrofébni: norleucin, Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) neutralni hydrofilni: Cys, Ser, Thr;

3) kyselé: Asp, Gluy;

4) zasadité: Asn, Gln, His, Lys, Arg;
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5) rezidua, ktera ovliviiuji orientaci retézce: Gly, Pro; a

6) aromatické: Trp, Typr, Phe.

Nekonzervativni substituce mohou zahrnovat vyménu ¢lena jedné z téchto skupin za jiného.
Takovéto zamény rezidui mohou byt vneseny do oblasti R;—[Cys'*~Cys'®]-R, a R,~[Cys*~
Cys'"’]-Rs, které jsou homologni nebo nehomologni s jinymi &leny rodiny receptort NGF/TNF.

Specifické mutace sekvenci R;—[Cys'*~Cys'®]-R, nebo R,~[Cys*’~Cys'*]-Rs mohou zahrnovat
substituci nepfirozené(non-native) aminokyseliny na N—konci, C—konci nebo na jakémkoliv
misté proteinu, které je modifikovano pfidanim N-vazaného nebo O-vazaného karbohydratu.
Takovéto modifikace mohou byt zvIasté uziteCné, naptiklad pfi ptidani aminokyseliny (napf.
cysteinu), coz je vyhodné pro pfipojeni ve vode€ rozpustného polymeru pfi tvorb€ derivati, jak je
popsano dale. Piiklad je vidét na obrazku 5, kde pfirozené se vyskytujici Asn'®” v STNFR- je
zaménén za Cys pro usnadnéni pripojeni molekuly polyethylenglykolu (pfiklad I).

Sekvence R;—[Cys*~Cys'®]-R, nebo R,~[Cys**~Cys'"*]-Rs miize byt dale modifikovana s cilem
piidat glykosylaéni misto nebo odstranit N-vazané nebo O—vazané glykosylaéni misto. Asparagi-
nové rozpoznavaci misto pro glykosylaéni pfipojeni zahrnuje tripeptidovou sekvenci, kteréd je
specificky rozpoznana pfisluSnym bunéénym glykosylaénim enzyme. Tyto tripeptidové sekvence
jsou Asn—Xaa-Thr nebo Asn—Xaa—See, kde Xaa miZe byt jakékoliv aminokyselina jina nez Pro.
Prokazana nebo predpovézena asparaginova rezidua sTNFR-I existuji na pozicich 14, 105 a 111.
Prokazana nebo piedpovézena asparaginova rezidua sTNFR-II existuji na pozicich 149 a 171.
Pro modifikaci nebo piidani N-vazanych nebo O—vazanych glykosyla¢nich mist se mize provést
fada aminokyselinovych substituci nebo deleci a vysledkem je protein s pozménénou glykosylaci.

Ve specifickém provedeni jsou varianty v podstaté homologni s aminokyselinovou R~[Cys"—
Cys'®]-R, nebo R4—[Cys*>~Cys'"*]-Rs. Termin ,,v podstaté homologni®, jak je zde pouZit, zna-

.mena stupeii homologie, ktery pfednostné pfesahuje 70 %, nebo 1épe je vyssSi nez 80 %, vyssi neZ

90 % a nejlépe je dokonce vyssi nez 95 %. Procento homologie zde popsané se vypo€ita jako
procento aminokyselinovych zbytkd nalezenych v mensi ze dvou sekvenci, které se shoduji
s identickymi aminokyselinovymi rezidui v porovnavané sekvenci, pfi¢emz se v délce 100 ami-
nokyselin mohou zavést &tyfi mezery (gaps) pro usnadnéni tohoto porovnani tak, jak je uvedeno
v Dayhoff (1972), v Atlas of Protein Sequences and Structure, 5:124, National Biochemical
Research Fourndation, Washington, D.C., jehoZ popis je zde zahrnut odkazem. Jako. v podstaté
homologni jsou také zahrnuty zkracené sTNFRs, které mohou byt izolovany diky. kiizové reakci
protilatek se sekvenci aminokyselin v SEQ ID NO:2 a SEQ ID NO: 35, vu vedeném potadi,
nebo jejichz geny mohou byt izolovany pomoci hybridizace s DNA SEQ ID NO:1 nebo SEQ ID
NO:34, nebo s jejich segmenty.

Priklady sTNFRs podle pfedkladaného vynélezu zahrnuji nésledujici molekuly: NH,~
MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys'*~Cys'®]-FC-COOH (také uvadéna jako sTNFR-I
2.6D/C105); NH,-MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys'*~Cys'®]-FNCSL-COOH (také uvadéna
jako STNFR-1 2.6D/C106); NH,~-MDSVCPQGKYIHPQNISIC-[Cys"*~Cys'®]-FN-COOH
(také uvadéna jako STNFR-I 2.6D/N105); NH,-MYIHPQNNSIC-[Cys'"~Cys'*]-FNCSL-
COOH (také uvadéna jako sSTNFR-I 2.3D/d8); NH,~-M-[Cys'*~Cys'**]-FNCSL~COH (také uva-
déna jako sTNFR-I 2.3D/d15), bud’to methionylované nebo nemethionylované, a jejich varianty
a derivaty.

P¥iprava variant zkracenych sTNFRs je popséna podrobnéji nize. Takovéto varianty se mohou
pfipravit zavedenim odpovidajicich nukleotidovych zmén do DNA kdédujici zkracené sTNFRs
nebo in vitro chemickou syntézou pozadovanych zkracenych sTNFRs. Odbornici dile zajisté
pochopi, Ze se mize provést mnoho kombinaci deleci, inzerci a substituci za predpokladu, Ze
vysledné sTNFRs jsou biologicky aktivni.
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Techniky mutageneze pro zéménu, 1nzer01 nebo deleci Jednoho nebo vice vybranych aminokyse-
linovych rezidui jsou odbornikiii zriamé (napt. patent US 4 518 584, jehoz popisu je zde zahrnut
odkazem). Pti konstrukci kaZdé varianty sekvence aminokyselin se uplatni dvé zakladni promén-
né, a to umisténi mutacniho mista a povaha mutace. Pfi navrhu kazdé varianty bude umisténi
kazdé mutace a jeji povaha zaviset na modifikované biochemické charakteristice (¢i modifikova-
niych biochemickych charakteristikach). Kazdé muta¢ni mistomuize byt modifikovano individual-
né nebo v sérii, napf. (1) nejprve substituci s vybéry konzervativnich aminokyselin a poté s radi-
kalnéjSim vybérem v zavislosti na dosazeném vysledku, (2) odstranénim cilového aminokyseli-
nového rezidua, nebo (3) v¢élenénim aminokyselinovych rezidui do sousedstvi vybraného mista.

Chemicky modifikované derivaty nebo zkracené sTNFRs mize odbornik pfipravit zde popsanym
postupem. Konjugaty se mohou pfipravit pouzitim glykosylovanych, neglykosylovanych nebo
deglykosylovanych zkracenych sTNFRs. Typicky se pouZziji neglykosylované zkricené sTNFRs.
Mezi vhodné chemické slouceniny pro upravu zkracenych sTNFRs patfi ve vodé rozpustné poly-

ery.

Ve vodé rozpustné polymery jsou Zadouci, protoZe protein, ke kterému jsou pfipojeny, nebude
precipitovat ve vodném prostredi, jako naptiklad ve fyziologickém prostredi. Je Zadouci, aby po-
lymer byl farmaceuticky piijatelny pro pfipravu terapeutickych produktii nebo smési. Odbornik
bude schopny vybrat pfislusny polymer v zavislosti na tvaze, zda konjugat polymer/protein bude
pouzit terapeuticky, a v kladném pfipad¢ je volba zvazovana vzhledem k Zaddouci dévce, cirkulac-
ni dobé a odolnosti k proteolyze.

Mezi vhodné, klinicky akceptovatelné, ve vodé rozpustné polymery patii, bez omezeni, poly-
ethylenglykol (PEG), polyethylenglykolpropionaldehyd, kopolymery ethylenglykolu/propylen-
glykolu, monomethoxypolyethylenglykol, karboxymethylceluléza, dextran, polyvinylalkohol
(PVA), polyvinylpyrrolidon, poly—1,3—dioxalan, poly-1,3,6—trioxan, kopolymer ethylenu/anhyd-
ridu kyseliny maleinové, poly(3—aminokyseliny) (bud’ homopolymer nebo nahodné kopolymery),
poly—(n—vinylpyrrolidon) polyethylenglykol, homopolymery polypropylenglykolu (PPG) a dalsi
polyalkylenové oxidy, kopolymery polypropylenoxid/ethylenoxidu, polyoxyethylované polyoly
(POG) (napi. glycerol), polyoxyethylovany sorbitol nebo polyoxyethylovana glukéza, kolonové
kyseliny (colonic acids, produkt E. coli) nebo jiné karbohydratové polymery, Ficoll nebo dextran
a jejich smési.

Polyethylenglykolem se zde rozumi jakakoliv z forem, ktera byla pouZzita k pfipravé derivath
jinych proteind, jako napf. mono—(C,—Cjo)alkyloxy— nebo aryloxypolyethylenglykol. Vzhledem
ke své stabilité ve vodé milZze pfi vyrobé byt vhodny polyethylenglykolpropionaldehyd.

Kazdy z ve vodé rozpustnych polymerti muze mit jakoukoliv molekulovou hmotnost a miZze byt
rozvétveny nebo nerozvétveny. Tyto ve vodé rozpustné polymery maji obvykle priimérnou mole-
kulovou hmotnost v intervalu pfiblizné 2 kDa aZ pfiblizné¢ 100 kDa (termin ,,pfiblizné“ naznacu-
je, Ze v preparatech ve vodé rozpustnych polymert se vyskytuji nékteré molekuly s vyS$3i nebo
rlaopak niz§i molekulovou hmotnosti, nez je uvedend molekulova hmotnost) Preferovana pru-
mérna molekulova hmotnost ve vodé rozpustnych polymeru se pohybuje mezi prlbllzne 5 kDa az
priblizné€ 50 kDa, 1épe mezi pfiblizn& 12 kDa az pfiblizn€ 40 kDa a nejlépe mezi prlbhzne 20 kDa

aZ pfiblizné 35 kDa.

Obecné plati, ze &im vy3si je molekulova hmotnost nebo &im vice je dany polymer rozvétveny,
tim vy$3i je pomér polymer:protein. V zavislosti na pozadovaném terapeutickém profilu (napf.
délka postupného uvolfiovani; vlivy, existuji-li, na biologickou aktivitu; snadno manipulace;
stupefi nebo absence antigenicity a jiné znamé ucinky ve vod€ rozpustnych polymeri na tera-
peutické proteiny) se mohou pouZit polymery o jinych velikostech.

Kazdy z ve vodé rozpustnych polymert by mél byt k proteinu pfipojen s ohledem na ovlivnéni
funk&nich nebo antigennich domén proteinu. Obecné ize fici, Ze derivatizace miiZe byt provedena
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za podminek vhodnych pro reakei proteinu s aktivovanou molekulou polymeru. Mezi aktivova-
telné skupiny polymeru, které mhohou byt pouZity pro pfipojeni polymeru k aktivnim zbytkiim na
proteinu, patii skupina: sulfonova, maleinimidova, sulthydrylova, thiolova, triflatova, tresylatova,
azidirinova, oxiranova a 5—pyridylova.

Obvykle jsou ve vodé¢ rozpustné polymery pripojeny k proteinu na o— nebo g—aminoskupinach
aminokyselin nebo k reaktivni thiolové skuping, avSak je rovnéz zamysleno pfipojeni skupiny ve
vodé rozpustného polymeru k jakékoliv reaktivni skupin€ proteinu, ktera je za vhodnych reaké-
nich podminek dostatecné reaktivni pro pfipojeni ke skupiné polymeru rozpustnému ve vodeé.
Polymer rozpustny ve vodé miZe tudiz byt kovalentné navdzan k proteinu prostfednictvim
reaktivnich skupin, jako napiiklad volné aminoskupiny nebo karboxylové skupiny. Aminokyseli-
nové zbytky s volnou aminoskupinou mohou zahrnovat lysinova rezidua a N—koncové aminoky-
selinové zbytky. Aminokyseliny s volnou karboxylovou skupinou mohou zahmovat zbytky kyse-
l]lny asparagove, zbytky kyseliny glutamové a zbytky aminokyselin na C—konci. Amlnokyselma-
mi s reaktivni thiolovou skupinou mohou byt cysteinova rezidua.

Postupy pro piipravu proteinii konjugovanych s polymery rozpustnymi ve vodé budou obecné
zahrnovat nésledujici kroky: (a) reakci proteinu s polymerem rozpustnym ve vodé za podminek,
kdy se protein ptipoji k jednomu nebo vice ve vodé€ rozpustnych polymertim, (b) ziskani reakéni-
ho produktu. Reakéni podminky pro kazdou konjugaci mohou byt zvoleny z podminek v soucas-
nosti znamych nebo z podminek v budoucnu vyvinutych, nicméné tyto podminky by mély byt
zvoleny tak, aby se vyloudilo nebo omezilo plisobeni reakénich podminek, jako je teplota, roz-
poustédla nebo hodnota pH, které by mohly inaktivovat modifikovany protein. Obecné lze fici, Ze
se optimalni reak&ni podminky pro reakce uréi ptipad od pfipadu na zéklad€ znamych parametrii
a pozadovaného vysledku. Napfiklad, ¢imZ vétsi bude pomér ve vode rozpustny polymer/protein
v konjugatu, tim vétsi bude procento konjugovaného produktu. Optimalni pomér (ve smyslu
ugdinnosti reakce, takZe nedochazi k prebytku nezreagovaného proteinu nebo polymeru) miize byt
uréen takovymi faktory, jako je stupefi derivatizace (napf. mono—, di—, tri— atd.), molekulova
hmotnost vybraného polymeru, to, zda je polymer rozvétveny nebo nerozvétveny, a pouZzité
reakéni podminky. Pomér ve vodé rozpustného proteinu (napi. PEGu) ku proteinu bude obecné
vrozsahu 1:1 aZ 1:100. Z kazdé smési se miZe ziskat standardnimi purifika¢nimi technikami,

jakymi jsou naptiklad mimo jiné dialyza, vysolovani, ultrafiltrace, iontovad vyménna chromatog-

rafie, gelova filtratni chromatografie a elektroforéza, jeden nebo vice purifikovanych konjugati.

Mize se vyskytnout pozadavek na protein chemicky modifikovany na N-konci. Ve vodé rozpust-
ny polymer miZe byt zvolen na zékladé molekulové hmotnosti, vétveni atd., podilu ve vod€ roz-
pustného polymeru k proteinovym (nebo peptidovym) molekulam v reakéni smési, typu provade-
né reakce a zplisobu ziskani zvoleného proteinu na N-koncové chemicky modifikovaném protei-
nu. Zplisobem k ziskani proteinu chemicky modifikovaného na N—konci (tj. odd€lenim takového
produktu od ostatnich monoderivatizovanych sloZek, je-li to nezbytné) miiZze byt purifikace pro-
teinu chemicky modifikovaného na N—konci z populace chemicky modifikovanych proteinovych
molekul. Selektivni chemickd modifikace na N-konci se muZe provést redukéni alkylaci, ktera
vyuzije rozdil reaktivitu odlisnych typd primarnich aminoskupin (lysin oproti N—konci) dostup-
nych v uréitém proteinu pro deprivatizaci daného proteinu. Za vhodnych reakénich podminek se
dosahne v podstaté selektivni derivatizace proteinu na N-konci s polymerem obsahujicim karbo-
nylovou skupinu. Napfiklad je moZné selektivn& pfipojit ve vodé rozpustny polymer k N-konci
proteinu provedenim reakce pfi pH, které umozm vyuzit vyhodu rozdili vhodnotach pak mezi e—
aminoskupinou lysinovych zbytki a

ct—aminoskupinou N—koncové aminokyseliny daného proteinu. Takovouto selektivni derivatizaci
se fidi pfipojeni ve vodé rozpustného polymeru k proteinu: konjugace s polymerem se uskutedni
pfednostné na N—konci proteinu a nedochazi k vyznamné modifikaci ostatnich reakénich skupin,
jako tfeba aminoskupin na lysinovém postrannim fetézci. Pfi reduk¢nim alkylaci mize byt ve
vodé rozpustny polymer stejného typu, jak je popsano vyse, a mél by mit jednu reaktivni aldehy-
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dovou skupinu pouzitelnou k vazbg& na proteinu. MiiZe se pouzit polyethylenglykolpropionalde-
hyd obsahujici jednu reaktivni aldehydovou skupinu.

Predkladany vynalez se konkrétné zabyva chemicky upravenymi proteiny, které obsahuji mono—
nebo poly— (napi. 2-4) PEG slozky. Pegylace miize byt provedena jakoukoliv reakci v soucas-
nosti za timto ¢elem pouZzivanou. Postupy slouzici k pfipravé pegylovaného proteinového pro-
duktu zpravidla zahmuji tyto kroky: (a) reakci proteinového produktu s polyethylenglykolem
(naptiklad s reaktivnim esterem nebo aldehydovym derivatem PEGu) za podminek, které umozni
pfipojeni proteinu k jedné nebo vice molekulam polyethylenglykolu; a (b) ziskani reak&niho pro-
duktu (reakénich produktr). Obecné lze fici, Ze optimalni reakéni podminky téchto reakci se sta-
novi pfipad od ptipadu na zaklad€ znamych parametrii a pozadovaném vysledku.

Odbornikiim je zndmo mnoZstvi zptisobi pro ptipojeni polymerurozpustného ve vodé k proteinu.
Naptiklad pfihlaska EP 0 401 384, jejiz popis je zde zahrnut odkazem; viz také Malik et al.
(1992), Exp. Hematol., 20:1028-1035; Francis (1992); Focus on growth Factors, 3(2):4-10
(publikovano Mediscript, Mountain Court, Friern Barnet Lane, London N20 OLD, UK);
piihlasky EP 0 154 316; EP 0401 384; WO 92/16221; WO 95/34326; a ostatni zde citované
publikace, které se vztahuji k pegylacim, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem.

Pegylace se miize konkrétné provést acylacni reakci nebo alkylaéni reakci s reaktivni molekulou
polyethylenglykolu. Mezi proteinové produkty podle predkladaného vynalezu patti pegylované
proteiny s navazanou (navazanymi) molekulou (molekulami) polyethylenglykolu, kde je (jsou)
tato (tyto) molekula (molekuly) pfipojena (pfipojeny) prostfednictvim acylovych nebo alkylo-
vych skupin. Takovéto produkty mohou byt monopegylované nebo poly—pegylované (napfi.
obsahuji 2-6 a vyhodné 2-5 PEG skupin). PEG skupiny jsou obecné pfipojené k proteinu na o~
nebo g-aminoskupinach aminokyselin, nicméné do rozsahu vynalezu rovnéZz spada pripojeni
téchto PEG skupin k jakékoliv aminoskuping pfipojené k proteinu, ktera je dostateCné€ reaktivni
na to, aby mohlo byt za vhodnych reakénich podminek ptipojena k PEG skupiné.

Pegylace acylaci obecné zahrnuje reakci aktivniho esterového derivatu polyethylenglykolu (PEG)
s proteinem. Polymer (polymery) vybrany pro acyla¢ni reakci by mél mit jednu reaktivni estero-
vou skupinu. Pro pegylaci se miZze pouZit jakdkoliv znima nebo nasledné objevena reaktivni
PEG molekula. Preferovanym aktivovanym PEG esterem je PEG esterifikovany s N-hydroxy-
sukcinimidem (NHS). ,,Acylaci“ se zde bez jakychkoliv omezeni rozumi nésledujici typy vazeb
mezi terapeutickym proteinem a polymerem rozpustnym ve vod¢, jakym je napf. PEG: amidova,
karbamatova, uretanova a podobné (viz Chamow (1994), Bioconjugate Chem., 5 (2):133-140;
jehoz popis je zde zahrnut odkazem). Jako reakéni podminky mohou byt zvoleny jakekoliv pod-
minky v sou¢asnosti pouzivané nebo v budoucnosti objevené, nicméné je tieba se vyhnout pod-
minkam, jako napiiklad teplotg, rozpoustédiu a hodnoté pH, které by vedly k inaktivaci modifi-
kovanych proteint.

Vysledkem pegylace acylaci bude zpravidla polypegylovany protein. Ve vyhodném provedeni je
spojujici vazbou vazba amidova. RovnéZ je vyhodné, aby vysledny produkt byl v podstaté pouze
(napf. z vice nez 95 %) mono-, di— nebo tri-pegylovan. Nicmén€, miZe také dojit ke vzniku
n&kterych produktd s vy$§im stupném pegylace v mnoZstvich zavislych na pouzitych specific-
kych reak&nich podminkach. Je-li to Zadouci, mohou se ze smési oddélit Cist3i pegylované pro-
dukty (zejména od nezreagovanych reaktantil) standardnimi purifikaénimi postupy, mezi které
patii naptiklad: dialyza, vysolovani, ultrafiltrace, iontovd vyménna chromatografie, gelova
filtraéni chromatografie a elektroforéza.

Pegylace alkylaci obecné& zahrnuje reakci koncového aldehydového derivatu PEGu s proteinem
za pritomnosti redukéniho &inidla. Pro reakci redukéni alkylaci by vybrany protein (proteiny)
mé&l(y) mit jednu reaktivni aldehydovou skupinu. Piikladem reaktivniho PEG aldehydu je poly-
ethylenglykolpropionaldehyd, ktery je ve vodé stabilni, nebo jeho mono C1 az C10 alkyloxy
nebo aryloxy derivaty (viz patent US 5 252 714, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem).
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Vysledkem pegylace alkylaci muze také byt protein s vice PEG molekulami (poly—pegylovany).
Kromé toho je mozné ovlivnit reakéni podminky s cilem podstatné uptednostnit pegylaci jenom
na a—aminoskupiné na N-konci proteinu (tj. proteinu s jednou PEG molekulovou, mono-pegylo-
vany protein). V obou pfipadech (monopegylace nebo polypegylace) jsou PEG skupiny vyhodné
pfipojeny k proteinu pfes ~CH,—NH- skupinu. Pokud jde o —-CH,~ skupinu, -tento. typ vazby je
zde zminovan jako ,,alkylova“ vazba.

Xedukéni alkylace slouzici k pfipraveé v podstaté homogenni populace produktu monopolymer/-
protein bude obvykle zahrnovat nasledujici kroky: (a) reakci proteinu s reaktivni molekulovou
PEG za podminek pro redukéni alkylaci a pti pH umoziujicim selektivni modifikaci o—amino-
skupiny na aminokonci daného proteinu, a (b) ziskani reakéniho produktu (produktd). Pfiprava
derivati redukéni alkylaci pro produkci produktd s jednou molekulovou PEG vyuziva rozdili
v hodnotach pak mezi aminoskupinami lysinu a o—aminoskupinou na N-konci (hodnota pak
odpovida hodnoté pH, pfi kterém je 50 % aminoskupin protonizovano a 50 % protonizovano
neni).

Tato reakce je provadéna pifi hodnoté pH, kterd umozni vyuzit rozdilii v hodnotach pKa mezi e~
aminoskupinami lysinovych rezidui a a—aminoskupinou rezidua na N-konci proteinu. Obecné
Ize Fici, Ze pfi nizSich pH bude Zadouci pouzit vétsi nadbytek polymeru vzhledem k proteinu (4.

¢im méné reaktivni je N-koncova oc—amlnoskupma tim vétSi mnoZstvi polymeru je nutno pouZit
k dosazeni optimalnich podmmek) JestliZe je hodnota pH vyssi, nemusi byt pomér polymer ku
proteinu tak vysoky (tj. jsou dostupné reaktivn&jsi skupiny, takze je zapotfebi méné molekul
polymeru). Pro ugely piedkladaného vynéalezu bude hodnota pH zpravidla v rozsahu 3-9, a ve
vyhodném provedeni 3—6. Pro redukéni alkylaci by redukéni ¢inidlo mélo byt stabilni ve vodnych
roztocich a ve vyhodném provedeni by redukéni €inidlo také mélo byt schopné redukovat pouze
Schiffovu bazi vytvofenou v po&atku procesu redukéni alkylace. Vhodna redukéni ¢inidla mohou
byt vybrdna zborohydridu sodného (tetrahydroboritan sodny), kyanoborohydridu sodného,

dimethylaminboranu, trimethylaminboranu a pyridinboranu. Zv1a§t¢ vhodnym redukénim &inid-
lem je kyanoborohydrid sodny. Ostatni reakéni parametry, jako je napiiklad rozpoustédlo, reak¢-
ni &as, teplota a zpiisob purifikace produktu, mohou byt uréeny piipad od pfipadu na zékladé
publikovanych informaci tykajlcwh se prlpravy derivati proteinii s polymery rozpustnyml ve
vode. :

Pfi takovéto selektivni piipravé derivati probiha pfipojeni ve vodé€ rozpustného polymeru (ktery
obsahuje reaktivni skupinu, jako naprlklad aldehyd) k proteinu. Konjugace s polymerem probéh-
ne pfednostné na N-konci proteinu a: nedojde k vyznamné modifikaci ostatnich reaktivnich sku-
pin, jako jsou aminoskupiny lysmoveho postranniho Fetézce. Preparat bude typicky tvoren z vice.
nez 90 % konjugatem homopolymer/protein (zpravidla z vice nez 95 % konjugatem monopoly-
mer/protein), pfiemZ ostatni pozorovatelné molekuly budou nezreagované (tj. protein postra-
dajici molekulu polymeru).

Specifickym provedenim podle pfedkladaného vynélezu je pouZiti nev€tvené monomethoxy-
polyethylenglykolaldehydové molekuly s primérnou molekulovou hmotnosti bud’ pfiblizné
20 kDa, nebo pfiblizné 33 kDa (napf. v rozmezi 30 kDa az 35 kDa), nebo terciarniho butyl
polyethylenglykolaldehydu s primé&rnou molekulovou hmotnosti pfiblizné 33 kDa (napf. v roz-
mezi 30 kDa az 35 kDa) konjugovanych redukénich alkylaci k sTNFR-I 2.6D/N105.

Pegylace také miZe byt specificky provedena s pouZitim ve vodé rozpustnych polymerd obsahu-
jicich alespoti jednu reaktivni hydroxyskupinu (napf. polyethylenglykol), které mohou reagovat
s ¢inidlem nesoucim reaktivni karbonylovou, nitrilovou nebo sulfonovou skupinu pro pfeménu
hydroxylové skupiny na reaktivni Michaeliv akceptor. Tim se vytvofi ,aktivovand spojka®
(linker) pouzitelna k modifikaci nejriizngj$ich proteinti za ielem poskytnuti zlepSenych biolo-
gickych aktivnich konjugatii. Termin ,,reaktivni karbonyl, nitril nebo sulfon znamena karbonylo-
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vou, nitrilovou nebo sulfonovou, skupinu, ke které je pr1p0_|ena dvouhlikova skupina nesouci na
druhém uhliku reaktivni misto pro specifickou reakci s triolovou skupinou (WO 92/16221).

Aktivované spojky mohou byt monofunkcnl, bifunk¢ni nebo multlfunkcm. Uzite¢nymi Cinidly
nesoucimi reaktivni sulfonovou skupinu, které mohou byt pouzité v té€chto postupech jsou, bez
omezeni, chlorsulfon, vinylsulfon a divinylsulfon.

V jednom provedeni je ve vod€ rozpustny polymer aktivovan Michaelovym akceptorem. WO
95/13312 popisuje (kromé jiného) ve vode rozpustné, sulfonem aktivované polyethylenglykoly,
které jsou vysoce selektivni pro vazbu ke triolovym skupinam namisto aminoskupin na moleku-
lach nebo na povrsich. Tyto derivaty PEGu jsou v del§im ¢asovém: intervalu odolné viici hydro-
lyze ve vodném prostiedi pfi hodnotach pH pfiblizn€ 11 nebo méné, a mohou vytvaret vazby
s molekulami za tvorby konjugatd, které jsou rovnéz stabilni vici hydrolyze. Vazba, kterou jsou
konjugovany PEGy a biologicky aktivni molekula, zahrnuje sulfonovou skupinu pfipojenou ke
thiolové skupiné a ma strukturu PEG-SO,—~CH,-CH,—S—-W, kde symbol W pfedstavuje biolo-
gicky aktivni molekulu a kde ¢inidlem nesoucim sulfonovou skupinu je vinylsulfon nebo aktivni
ethylsulfon. Dvéma zv1asté uziteCnymi homobifunkénimi derivaty jsou PEG—bls—chlorsu]fon
a PEG-bis-vinylsulfon.

PCT Mezinarodni prihlaska &. US 96/19459 (WO 97/32607), jejiz popis je zde zahrnut odkazem,
uvadi postup pfipravy sulfonem aktivovanych linkerd ziskanim slou¢eniny s reaktivni hydroxy-
lovou skupinou a pfeménou také hydroxylové skupiny na reaktivni Michaeliv akceptor, ¢imZ je
vytvofena aktivovana spojka, pfi¢emz jako rozpoustédlo se pfi konverzi pouZzije tetrahydrofuran
(THF). PCT Mezinarodni pfihlagka &. US 96/19459 (WO 97/32607), jejiz popis je zde zahrnut
odkazem, uvadi postup pro purifikaci aktivovanych spojen, ktery vyuzivd chromatografii
s hydrofobnimi interakcemi k separaci linkerui podle velikosti a funkénosti koncové skupiny.

Predkladany vynalez se konkrétné zabyva nasledujicimi prokaryontné exprimovanymi moleku-
lami, chemicky pozmé&nénymi tak, aby obsahovaly poly— (napf. 2 az 4) PEG slozky, kterymi
jsou: sSTNFR-I 2.6D/C105, sTNFR-I 2.6D/C106, sTNFR-I 2.6D/N105, sTNFR-I 2.3D/d8,
sTNFR-I 2.3D/d18 a sTNFR-I 2.3D/d15, bud’to methionylované, nebo nemethionylované
a jejich varianty.

Polyvalentni forma (formy)

Miize se také pripravit polyvalentni forma (formy), tj. molekuly obsahujici vice nez jednu aktivni
slozku. V jednom provedeni miZze mit molekula TNF ligandu vice vazebnych mist pro faktor .
nekrotizujici tumory (napf. kombinace zkraceného sTNFR produktu). Molekula ma dale nejméné
jedno vazebné misto pro faktor nekrotizujici tumory a (v zavislosti na poZadovanych vlastnostech
polyvalentni formy) nejméné jedno vazebné misto pro jinou molekulu (napf. kombinace nejméné
jednoho zkraceného sSTNFR produktu a nejméné jednoho antagonisty receptoru interleukinu-1
(,,JL-1ra®), jak je popséano dale.

V dal$im provedeni se také mohou vytvofit polyvalentni formy, napf. chemickym spojenim nej-
méné jednoho zkraceného sTNFR produktu s jinou slougeninou, vyhodné jiného zkraceného
produktu sTNFR, s jakoukoliv klinicky akceptovatelnou spojkou (linkerem) (napt. ve vodé roz-
pustnym polymerem, jak je popsano déle). V zasadé by spojka neméla dodavat novou imunoge-
nicitu (vzhledem k novym aminokyselinovym reziduim nebo pozméiovat hydrofobicitu a nabo-
jovou rovnovahu struktury tak, aby doslo ke skodlivému ovlivnéni jeji biodistribuce a odbourava-
ni.

Jestlize jsou takovéto polymery pouzity jako spojky, mohou jimi byt homopolymery, ndhodné

nebo blokové kopolymery a terpolymery zaloZené na vyse uvedenych monomerech, nerozvétve-
né nebo rozvétvené, substituované nebo nesubstituované. Polymer mize mit jakoukoliv délku
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nebo molekulovou hmotnost, avak tyto charakterlstlky mohou ovlivnit biologické viastnosti.
Primé&rma molekulova hmotnoét polymert zvlats vhodiia ke snizeni rychlosti odbouravani ve
farmaceutickych aplikacich se pohybuje vrozmezi 2000 az 35 000 daltonii. Pro optimalizaci
nebo vytvoreni pozadovanych biologickych aktivit mize byt délka polymeru navic rozmanita.

Mezi aktivované skupiny, které se mohou poZzit pro pfipojeni ve vode€ rozpustného polymeru ke
dvéma nebo vice proteinim, patfi nasledujici: skupina sulfonova, maleinova, sulfhydrylova,
thiolova, triflatovak, tresylatova, azidirinova, oxiranova a 5-pyridylova.

Ve specifickém piipadé se mohou bifunkéni nebo multifuknéni aktivované spojky s alespoii jed-
nim Michaelovym akceptorem pfipravit podle patentové prihlasky US 08/473 809 a purifikovat
podle patentové prihlasky US 08/611 918.

Aktivni slozky mohou byt pfipojeny pouzitim konven¢nich pfipojovacich technik (viz PCT
publikovana piihlaska WO 92/1622 a viz PCT publikovana piihlaSka WO 95/34326, jejichz
popis je zde zahrnut odkazem). Kromé toho PCT publikovana ptihlaska WO 92/16221 popisuje
pfipravu riznych dimerizovanych sTNFR-I inhibitorovych molekul, napf. dimerizovany c105.
sTNFR-1. Piikladny. polyvalentni vazebny protein k faktoru nekrotizujicim tumory, ktery ma
vzorec (STNFR-I 2.6D/C106),—(20kDa PEG), je uveden v prikladu I.

V jiném provedeni miZe bivalentni molekula sestivat ze dvou tandemovych opakovani zkrace-
nych sSTNFR produktii odd&lenych oblasti polypeptidového linkeru. Volba polypeptidovych spo-
jek je podobna navrhu vloZeni kratké smycky sekvenci mezi domény u De novo navrhovanych
proteind (Mutter (1998), TIBS, 13:260-265 a Regan a DeGrado (1988), Science, 241:976-978,
jejichZ popis je zde zahrnut odkazem). Ukazalo se, Ze spojka vhodné pro jednofetézcové protilat-
ky je Gginna pro vytvoreni dimérické formy rekombinantniho lidského sSTNFR-II (Neve et al.
(1996), Cytokme 8(5): 365—370 Jehoz pOplS je zde zahrnut odkazem) ‘N&kolikrat odllsnych
majl velikost mezi 12 aZ 25 aminokyselinami (aminokyseliny ma31c1 nereaktivni postranni skupl-
ny, napf. alanin, serin a glycin), které spole¢né vytvafi hydrofilni sekvenci s n€kolika opacné
nabitymi zbytky pro zvySeni rozpustnosti a jsou flexibilni (Whitlow a Filpula (1991), Methods: A
Companion to Methods in Enzymology, 2:97-105 a Brigido et al. (1993), J. Immunol., 150:469~
479, jejichz popis je zde zahrnut odkazem).

V jiném provedeni mohou byt zkricené sTNFRs chemicky pfipojené k biotinu a konjugéty
biotin/zkracené sTNFRs se dale mohou vazat na avidin, ¢imZz vznikne tetravalentni molekula
avidin/biotin/zkraceny sSTNFR. Zkracené sTNFR mohou byt také kovalentné ptipojené k dinitro-
fenolu (DNP) nebo k tetranitrofenolu (TNP) a vysledny konjugat je precipitovan s anti~-DNP
nebo s anti~TNP IgM za tvorby dekamérnich konjugatl s hodnotou valence 10 pro TNF vazebna
rnista.

Jesté v dal$im provedeni se mohou pfipravit rekombinantni fuzni proteiny se zkracenym sTNFR,
kde kazda rekombinantni chimérickd molekula ma sekvenci sTNFR takovou, jak je popsano
vyse, kterou jsou substituovany bud’to jedna, nebo obé imunoglobulinové molekuly tézkych

a lehkych fetézcl, a majici celé nebo &asti konstantnich domén, av§ak nejméné jednu konstantni
doménu, tézkého nebo lehkého fetézce lidského imunoglobulinu. Tak napfiklad, kazdy takovyto
chiméricky zkraceny sTNFR/IgG1 fazni protein miiZe byt pfipraven ze dvou chimérickych geni:
chiméry zkraceny s TNFr/lidsky kapa lehky fetézec (zkraceny sSTNFR/Cx) a chiméry zkraceny
sTNFR/lidsky gama-1 t&zky tetézec (zkraceny sTNFR/Cg-1). Po transkripci a translaci dvou
chimérickych genii, jak je popsano dale, mohou genové produkty byt uspotfadany do jedné
chimérické molekuly, ve které se zkraceny sTNFR chovéa jako bivalentni. Dalsi podrobnosti
vztahujici se ke konstrukci takovychto chimérickych molekul jsou uvedeny v patentu US
5116 964, PCT publikované ptihlasce WO 89/09622, PCT publikované pfihlasce WO 91/16437
a EP 0 315 062, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem.
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Jesté v dalsim provedeni mohou byt pfipraveny rekombinantni fazni proteiny se zkrdcenym
sTNFR, kde kazda rekombinantni chimérickd molekula ma sSTNFR sekvenci popsanou vyse
a alespori ¢ast regionu 186401 osteoprotegrinu (OPG), jak je popsano v Evropské patentové
prihlasce ¢. 96309363.8, zvefejnéné jako EP 870023.

Polynukleotidy

Pfedkladany vynalez také poskytuje polynukleotidy, které koduji zkracené sSTNFRs. Na zakladé
uvedeného popisu a s pouZitim tabulky univerzalnich kodoni, miize primérny odbornik snadno
uréit v8echny nukleotidové sekvence, které kdéduji aminokyselinové sekvence zkracenych
sTNFRs. V souasnosti preferované sekvence nukleovych kyselin zahrnuji ty polynukleotidové
sekvence, které koduji sTNFR-I 2.6D/C105, sTNFR-I 2.6D/C106, sTNFR-I 2.6D/N105,
sTNFR-I 2.3D/d8, sTNFR-I 2.3D/d18 a sTNFR~I a 2.3D/d15. Piiklady ruznych polynukleotid
jsou uvedeny na obrazcich 2, 3,4,5,6a 7.

Pro ptipravu téchto polynukleotidi a pro expresi kédovanych proteini se mohou pouZit techniky.
rekombinantni exprese, provedené ve shodé s popisy vysvétlenymi déle. Tak napftiklad, vloZenim
sekvence nukleové kyseliny, ktera koduje zkraceny STNFR, do vhodného vektoru, mize odbor-
nik v oboru snadno vytvofit velké mnoZstvi pozadované nukleotidové sekvence. Tyto sekvence
mohou byt déle pouZity pro pfipravu detekéni sond nebo amplifikaénich primerid. Alternativné
muze byt polynukleotid kddujici zkraceny sTNFR v¢lenén do expresnich vektord. Zavedenim
expresnich vektorii do vhodného hostitele se mize produkovat pozadovany zkraceny sSTNFR ve
velkych mnozstvich.

Jak je popséano v dal$im textu, existuje mnoZstvi dostupnych systémi hostitel/vektor pouzZitelnych
ke zmnoZeni poZzadovanych nukleotidovych sekvenci a/nebo k produkci zkracenych sTNFRs.
Tyto systémy zahrnuji, bez omezeni, plastidové, virové a inzeréni vektory a prokaryontni a euka-
ryontni hostitele. Odbornik miZe pfizpisobit systém hostitel/vektor, ktery je schopny propagace
nebo exprese heterologni DNA, pro produkci nebo expresi sekvenci podle ptedkladaného vynale-
Zu.

Kromé toho odbornici dale zajisté pochopi na zékladé pfedkladaného popisu, Ze nové sekvence
nukleovych kyselin zahrnuji degenerované sekvence nukleovych kyselin kédujici zkracené
sTNFRs, které maji sekvence uvedené v sekci Obrazky, a ty sekvence nukleovych kyselin, které
hybridizuji (pfednostné za stringentnich hybridiza¢nich podminek) s komplementarnimi sekven-
cemi zminénych sekvenci nukleovych kyselin (Maniatis et al. (1982), Molecular Cloning (A
Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, strany 387-389). Piikladnymi stringentni-
mi hybridizaénimi podminkami jsou podminky hybridizace vpufru 4x SSC pfi 62-67 °C nasledo-
vana promyvanim po dobu asi jedné hodiny v 0,1 x SSC pfi 62-67 °C. Jinym pfikladem strin-
gentnich hybridiza¢nich podminek je provedeni hybridizace v 45-55% formamidu, 4x SSC pfi
4045 °C. Do rozsahu vynalezu rovnéZ spadaji sekvence DNA, které hybridizuji k sekvencim
nukleovych kyselin vyznagenych na obrazcich 1 a 9 za mirnéjsich hybridiza¢nich podminek
a které kéduji zkracené sTNFRs. Pfiklady takovychto méné stringentnich hybridizatnich podmi-
nek jsou 4 x SSC pti 45-55 °C nebo hybridizace s 30-40% formamidem pfi 40-45 °C.

Piedkladany vynalez také poskytuje rekombinantni konstrukty DNA obsahujici DNA vektoru
spolu se sekvencemi DNA kédujicimi zkracené sTNFRs. V kazdém takovémto DNA konstruktu
je sekvence nukleové kyseliny kodujici zkraceny sSTNFR (s nebo bez signalnich peptidi) opera-
tivné spojena s vhodnou fidici nebo reguladni sekvenci schopnou fidit replikaci a/nebo expresi
zkraceného sTNFR ve vybraném hostiteli.
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Xekombinantni exprese

Priprava polynukleotidl

Sekvence nukleovych kyselin kodujici zkracené sTNFRs mohou byt snadno ziskany riznymi
postupy zahrnujicimi, bez omezeni, chemickou syntézu, screening knihovny cDNA nebo geno-
mové knihovny, screening expresni knithovny a/nebo PCR amplifikaci cDNA. Tyto a jiné meto-
dy, pouzitelné pro izolaci takovych sekvenci nukleovych kyselin, jsou uvedeny v Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, (1989); Ausubel et al., eds Current Protocols in Molecular biology, Current
Protocols Press, (1994); a Berger and Kimme, Methods in Enzymology: Guide to Molecular
Cloning Techniques, Vol. 152, Academis Press, Inc., San Diego, CA, (1987) jejichz popis je zde
zahrnut odkazem.

Chemicka syntéza sekvenci nukleovych kyselin, které koduji zkracené sTNFRs, miize byt prove-
dena s pouzitim v oboru dobfe znamych postupt, které uvadi napfiklad Engels et al., (1989)
Algew. Chem. Intl. Ed., 28:716-734 a Wells et al., (1985), Gene, 34:315, jejichz popis je zde
zahrnut odkazem. Zminéné postupy zahrnuji, mimo jiné, syntézy nukleovych kyselin s pouZitim
fosfotriesterové, fosforamiditové a H—fosfonatové metody. Dlouhé sekvence nukleovych kyselin,
naptiklad sekvence del3i nez pfiblizn& 100 nukleotidii, mohou byt syntetizovany ve formé nékolr
ka fragment@. Fragmenty mohou potom byt spojeny ligaci dohromady tak, Ze vytvareji sekvence

nukleovych kyselin kodujici zkracené sTNRFs. Vyhodnym provedenim j Je syntéza na polymer-
nim nosi¢i s pouzitim standardni fosforamiditové chemie.

Jinou moZnosti ziskani pfislusné sekvence nukleovych kyselin je screening vhodné knihovny.
cDNA (tj. knihoven pfipravenych z jedné nebo vice tkatiového zdroje, o kterych se pfedpoklada,
Ze exprimuji dany protein), nebo genomové knihovny. (tj. knihovny. pfipravené z celkové geno-
mové DNA). Zdrojem pro ¢cDNA knihovnu je obvykle tkan z jakéhokoliv druhu, ve které se
predpoklad4 exprese poZadovaného proteinu, ve které se predpokladd exprese poZadovaného
proteinu v dostate¢nych mnozstvich. Zdrojem pro genomovou knihovnu miiZze byt jakékoliv tkar
nebo tkané z jakéhokoliv savce nebo jiného druhu, ve které se predpoklada, Ze nese gen kodupcl
zkraceny sTNFR.

Hybridizaéni média mohou byt testovana na pfitomnost DNA kédujici zkraceny sTNFR s pouZi-
tim jedné nebo vice nukleotidovych sond (oligonukleotidy, cDNA nebo fragmenty genomové
DNA, které maji prijatelny stupefi homologie s cDNA nebo klonovanym genem), které budou
selektivng hybridizovat s cDNA nebo s genem (geny) pfitomnymi v knihovné. Typické sondy
pouzité pro screening koduji malou oblast sekvence DNA ze stejného nebo podobného druhu,
kterym je druh, ze kterého byla p¥ipravena knihovna. Sondy mohou byt také degenerované, jak je
popsano dale.

Hybridizace se obvykle provadi hybridizaci (annealing) oligonukleotidové sondy nebo cDNA ke
klonim za takovych podminek stringence, které brani nespecifickym vazbam, ale které umoziuji
navazani téch kloni, jeZ vykazuji znaény stupefi homologie se sondou nebo primerem. Typické
stringentni hybridiza¢ni a promyvaci podminky zavisi ¢aste¢né na velikosti cDNA nebo oligo-
nukleotidové sondy (tj. poétu nukleotidit) a na tom, zda je sonda degenerovana. Pfi volb& hybridi-
za¢niho média je také zvaZovana pravdépodobnost identifikace daného klonu (1., zda je testova-
na cDNA nebo genomova knihovna).

JestliZe je jako hybridizaéni sonda pouzit fragment DNA (jako napiiklad cDNA), jsou typickymi
hybridizaénimi podminkami podminky popsané v Ausubel et al. (1994), eds., viz vySe. Po hybri-
dizaci je hybridizaéni médium odmyto za vhodnych stringentnich podminek, které zavisi na fadé
faktort, jako jsou velikost sondy, oSekavana homologie sondy a klonu, testované hybridizacni
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médium, podet testovanych klonti a podobné. Priklady stringentnich promyvacich roztokd, které
maji zpravidla nizkou iontovou sflua jsou pouzivany pii relativné vysokych teplotach, jsou nasle-
dujici: 0,015 M NaCl, 0,05 M citronan sodny a 0,1% SDS pfi 55-65 °C; jiny promyvaci roztok
ma slozeni 1 mM Na,EDTA, 40 mM NaHPO,, pH 7,2 a 1 % SDS pii teploté priblizné 40-50 °C;
dalsi promyvaci roztok mé slozeni 0,2 x SSC a 0,1 % SDS pfi teploté€ priblizn¢ 50-65 °C.

Existuji rovnéz ukazkové protokoly pro stringentni promyvaci podminky, jestlize jsou to scree-
ning hybridizaénich médii pouzity oligonukleotidové sondy. Prvni protokol naptiklad vyuZiva 6 x
SSC s 0,05 % pyrofosfatu sodného pii teploté piiblizné mezi 35-63 °C v zavislosti na délce
sondy. Naptiklad sondy o 14 bazich jsou promyvény pii 3540 °C, sondy o 17 bazich pfi 45—
50 °C, sondy o 20 bazich pii 52-57 °C a sondy o délce 23 bazi pii 57-63 °C. Jestlize je pozoro-
vana vysoka intenzita nespecifickych vazeb pozadi, miZe byt teplota zvySena o 2-3 °C. Druhy
protokol vyuziva k promyvani tetramethylamonium chlorid (TMAC). Jeden takovy promyvaci
roztok ma slozeni 3 M TMAC, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 a 0,2 % SDS.

Jinou vhodnou metodou pro ziskani vhodnych sekvenci nukleovych kyselin je polymerdzova
fetézova reakce (PCR). PHi této metodé je za pouziti enzymu reverzni transkriptazy pfipravena
cDNA z poly(A)+RNA nebo celkové RNA. Nasledné jsou pfidany k této cDNA dva primery,
typicky komplementarni ke dvéma oddélenym oblastem cDNA (oligonukleotidy), kédujici zkra-
ceny STNFR, spolu s polymerazou, jako je napf. Taq polymeraza, ktera ampllﬁkuje oblast cDNA
mezi dv€ma primery.

Oligonukleotidové sekvence zvolené jako sondy nebo primery by mély byt pfiméfené dlouhé
a dostatedné specifické tak, aby se minimalizovala tvorba nespecifickych vazeb, ke kterym muize
dochéazet béhem screeningu nebo PCR amplifikace. Konkrétni sekvence sond nebo. primert je
zpravidla zaloZena na konzervovanych nebo vysoce homolognich sekvencich oblasti. Sondynebo
primery mohou byt pfipadné zcela nebo &astedné degenerované, tj. mohou napiiklad obsahovat
smés sond/primerd, kde vSechny koduji stejnou aminokyselinovou sekvenci, avSak s vyuZzitim
riiznych kodont. Alternativou k pfipravé degenerovanych sond je umisténi inosinu do nékterych

nebo do viech pozic kodond, které jsou mezidruhové odliSné. Ollgonukleotldove sondy nebo pri-
mery mohou byt pfipraveny postupy chemické syntézy DNA, jak bylo popsano vyse.

Jak je popséno vyse, variantni sekvence je pfirodni (napf. alelicka varianta) nebo synteticka sek-
vence, ktera obsahuje jednu nebo vice nukleotidovych substituci, deleci a/nebo inzerci pfi srovna-
ni se sekvenci uvedenou na obrazcich 2, 3, 4, 5, 6 a 7, a jeZ vede k expresi aminokyselinové
sekvence variant pii porovnani s puvodni (wild type) aminokyselinovou sekvenci. Pfiprava synte-
tickych variantnich sekvenci je odbornikim dobfe zndma a je popsana napfiklad v Sambrook et
al. (1989), viz vyse a Wells et al. (1985), Gene, 34:315, jejichz popis je zde zahrnut odkazem.

Vektory

DNA kédujici zkracené sTNFRs miiZe byt za u&elem dal3iho klonovani (amplifikace DNA) nebo
za G&elem exprese vloZena do vektord. Vhodné vektory jsou komeréné dostupné nebo se mohou
specialné pfipravit. Vybér nebo konstrukce vhodného vektoru bude zaviset (1) na tom, zda bude
vektor pouzit k amplifikaci DNA nebo k expresi DNA; (2) na velikost DNA vkladané do vekto-
ru; (3) na zamyslené hostitelské burice, ktera bude timto vektorem transformovana.

Kazdy z vektorii obsahuje sekvenci nukleovych kyselin, ktera koduje pozadovany protein, funke-
né spojenou s jednou nebo vice sekvencemi fidicimi expresi nebo regulaénimi, schopnymi fidit
nebo jinak ovliviiovat expresi poZzadovaného proteinu vybranou hostitelskou buiikou. Kazdy
vektor obsahuje rizné komponenty v zavislosti na jeho funkci (amplifikace DNA nebo exprese
DNA) a jeho kompatibilité se zamy3lenou hostitelskou butikou. Komponénty vektoru zpravidla
zahrnuji, bez omezeni, jednu nebo vice z nasledujicich sekvenci: signalni sekvence, pocatek
replikace, jeden nebo vice selekénich a markerovych gent, promotory, zesilovaci prvky, sekven-
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ce pro ukonceni transkripce a podobné. Tyto komponenty mohou byt ziskany z pfirozenych zdro-
ji, nebo mohou byt syntetizovany znamymi postupy.

Prikladem vhodnych prokaryontnich klonovacich vektord mohou byt bakteriofagy, jako napf.
bakteriofagy odvozené od lambdy, nebo plastidy z E. coli. (napt. bpR322, colE1, pUC, F—faktor,
a plastidy odvozené od plastidi Bluescript® (Stratagene, LaJolla, CA)). Pro uvedené ucely miize
byt pouzita fada dal§ich vhodnych typi expresnich vektorii znamych v oboru, pouzivanych pro
hostitelské buriky popsané v dal$im textu., které jsou odbornikiim znama.

Signalni sekvence

Nukleova kyselina kodujici signalni sekvenci miize byt vioZzena na 5’ konci sekvence kédujici
kraceny sTNFR, napiiklad mize byt soucasti vektoru, nebo miize byt ¢asti nukleové kyseliny.
kodujici zkraceny sTNFR. Nukleové kyseliny kédujici ptirozené signalni sekvence sTNFR-I
a STNFR-II jsou znamé (EP 393 438 a EP 422 338). - v

Pocatek replikace

Kazdy z expresnich a klonovacich vektori obvykle obsahuje sekvenci nukleové kyseliny, ktera
umoZiiuje replikaci vektoru v jedné nebo vice vybranych hostitelskych butikach. V klonovacim
vektoru tato sekvence obvykle umozZiiuje replikaci tohoto vektoru nezavisle na replikaci chromo-
zomalni DNA hostitele a zahrnuje podatky replikace nebo autonomné se replikujici sekvence.
Takovéto sekvence jsou dobfe znama. Pogatek replikace z plazmidu bpR322 je vhodny pro vétsi-
nu gram-negativnich bakterii a rizné pocatky replikace (napf. SV40, polyoma, adenovirus, VSV
nebo BVP) jsou vhodné pro klonovani vektort v sav¢ich buiikach. U sav¢ich expresnich vektord
neni obvykle po&atek replikace potiebny (napf. pocatek replikace SV40 se Casto pouziva pouze
proto Ze obsahuje ¢asny promotor).

Selekéni gen

Jak expresni, tak klonovaci vektory typicky obsahuji n&jaky selekéni gen. Tento gen kéduje pro-
tein ,,selekéniho markeru® (zna¢ky), nezbytny pro pouZiti nebo rist transformovanych hostitel-
skych bungk, jestlize jsou p&stovéany v selekénim kultivaénim médiu. Hostitelské bufiky, které
nejsou danym vektorem transformované, nebudou obsahovat selek¢ni gen a proto nebudou prezi-
vat v kultivaénim médiu. Typlcke selekéni geny kodujl proteiny které: (a) propujéuji rezistenci
vigi antibiotikim nebo jinym toxiniim, napf. vi¢i ampicilinu, neomycinu, methotrexatu nebo
tetracyklinu; (b) komplementuji autotrofni deficience bun&k; nebo davaji Zivotné dilezité Ziviny,
které nejsou z kultivaénich médii dostupné.

Jiné selekéni geny mohou byt pouzity pro amplifikaci exprimovanych genii. Amplifikace je pro-
ces, pii kterém jsou geny nutné k produkci proteinu nezbytného pro rist opétovné tandemové
opakovéany v chromozémech nasledujicich generaci rekombinantnich bunék. Pfiklady vhodnych
selekénich markeri pro savéi butiky. zahrnuji dihydrofolét reduktazu (DHFR) a thymidin kinazu.
Transformované buiiky jsou vystaveny selek&nimu tlaku, kterému jsou schopny pfizplsobit se
a pre21t pouze transformované buiiky, a to diky markerim pﬁtomn)'/m ve vektorech. Selekéniho
tlaku je dosazeno kultivaci transformovanych bunék za podminek, pti kterych je koncentrace se-
lek&niho agens v médiu postupn& ménéna, coZ vede k amplifikaci jak selekénich gent, tak DNA
kodujici zkracené sTNFRs. Vysledkem je syntéza zvySeného mnoZstvi zkracenych sTNFRs
z amplifikované DNA.

Naptiklad, buiiky transformované selekénim genem pro DHFR jsou nejprve identifikovany kulti-
vaci viech transformantt v kultivaénim médiu obsahujicim methotrexat, kompetitivni antagonista
DHFR. Pii pouziti divokého typu DHFR jsou vhodnymi hostitelskymi buiikami linie bun&k z va-
je&niku kiedka, deficientni v aktivité DHFR (Urlaub a Chasin (1980), Proc natl. Acad. Sci., USA,
77(7):4216-4220, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem). Transformované buiiky jsou nasledne
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vystaveny zvySenym hladindm methotrexatu. To vede k syntéze mnohocetnych kopii genu pro
DHFR a soucasné s tim k syntéze mnohocetnych kopii jinych DNA obsaZenych v expresnim
vektoru, jako naptiklad DNA kodujici zkraceny sTNFR.

Promotory

Jak expresni, tak klonovaci vektory typicky obsahuji promotor, ktery je rozpoznavan hostitel-
skym organismem a je funkéné pripojen k sekvenci nukleové kyseliny kodujici zkraceny sTNFR.
Promotor je netranslatovand sekvence umisténd proti sméru transkripce (5') od start kodonu
strukturniho genu (zpravidla v rozsahu 100 az 1000 bp), ktera ridi transkripci a translaci dané
sekvence nukleové kyseliny, jako napiiklad sekvence kddujici zkraceny sTNFR. Promotor mize
byt b&€Zné zafazen do jedné ze dvou trid, tj. do tfidy inducibilnich promotorti, nebo konstitutiv-
nich promotord. Inducibilni promotor spousti zvySenou transkripci DNA pod svym fizenim jako
odpovéd’ na ur¢ité zmény kultivanich podminek, jako je napriklad pritomnost nebo absence
né&jaké nutriéni slozky, nebo zména teploty. Je znama cela fada promotorti rozpoznévanych fadou
potencialnich hostitelskych bunék. Promotor mize byt funkéné pfipojen k DNA koédujici zkrace-

ny sTNFR tak, Ze je restrikéni enzymy odstranén promotor ze zdrojové DNA a je vclenéna
pozadovana promotorova sekvence. Pfirozena promotorova sekvence sSTNFR-I nebo promoto-
rova sekvence sSTNFR-II miZe byt pouzita k fizeni amplifikace a/nebo exprese DNA kédujici
zkraceny sTNFR. Ve vyhodném provedeni se ale upfednostiiuje heterologni promotor, a to za
piedpokladu, Ye umoZiiuje ve srovnani s nativnim promotorem dosaZeni siln&j$i transkripce a vét-
Sich vyt&zkia exprimovaného proteinu a Ze je tento promotor kompatibilni se zvolenym hostitel-
skym buné&nym systémem, ktery byl vybran k pouziti. K fizeni amplifikace a/nebo exprese DNA
kodujici zkracené sTNFRs miize byt napfiklad pouzita _|akak011v z nativnich promotorovych sek-
venci ostatnich ¢leni rodiny NGF/TNF.

Promotory vhodné pro pouZiti u prokaryontnich v hostiteldi zahrnuji beta—laktamazovy a lakt6-
zovy promotorovy systém; promotor alkalické fosfatazy; tryptofanovy (trp) promotorovy systém;
systém genu bakterialni luminiscence (luxR) a hybridni promotory, jako naptiklad promotor tac.
Jiné znamé bakterialni promotory jsou rovnéZz pouzitelné. Jejich nukleotidové sekvence byly
publikovany a odbornik v oboru bude tudiz schopen s pouzitim linker nebo adaptoru, jestlize je
nutné doplnit poZzadovana restrik&ni mista, pfipojit tyto promotory k dané sekvenci (sekvencim).

Vhodné promotorové sekvence pro pouZiti v hostitelskych buiikach kvasinek jsou v soucasnosti
také dobr znamé. Promotory vhodné pro pouZiti v savéich buiikach jsou v souasnosti rovnéz
znamé a zahrnuji sekvence ziskané z genomu virll, jakymi jsou naptiklad polyoma virus, virus
driibezich nestovic (fowlpox virus), adenovirus (jako napf. adenovirus 2), bovinni papilloma
virus, ptaci sarkomovy virus), cytomegalovirus, retrovirus, virus zloutenky typu B a ve Vyhod-
ném provedeni opiéi virus 40.(SV40). Dal3i vhodnymi sav&imi promotory jsou heterologni savéi
promotory, naptiklad promotory proteini tepelného Soku (,,heat—shock promoters*) a promotor
aktinu.

Zesilovace

Expresni a klonovaci vektory obvykle obsahuji zesilujici sekvenci, kterd u vy38ich eukaryot vede
k zvy$eni intenzity transkripce sekvence DNA kédujici zkraceny sTNFr. Zesilovace transkripce
jsou elementy DNA fungujici v pozici cis, které jsou obvykle dlouhé 10 aZ 300 bp, a které ovliv-
fiuji promotor tak, aby dochézelo ke zvySeni intenzity transkripce. Zesilovace jsou relativné
orientaéné a poziéné nezavislé. Mohou se nalézat jak v pozici jak ve sméru 5', tak v pozici ve
sméru 3’ transkripéni jednotky. Kvasinkové zesilovade jsou vyhodné vyuZivany s kvasinkovym
promotory. Je znamo n&kolik sekvenci zesilovaci dostupnych ze sav¢ich genii (napf. genii kodu-
jicich globin, elastazu, albumin, alfa fetoprotein, a inzulin). Dalimi ptiklady zesilujicich prvki
pro aktivaci eukaryontnich promotori jsou virové zesilovace, jako napfiklad zesilova¢ SV40,
zesilova& ¢asného promotoru cytomegaloviru, zesilova¢ polyoma viru a zesilovace adenovird.
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I kdyz zesilova¢ muze byt jak na 3', tak na 5" konc1 DNA kodujici zkraceny sTNFR, typicky je
umistén na 5’ pozici od promotoru.

Ukoncent transkripce

Kazdy z expresnich vektorii pouZitych v eukaryotnich hostitelskych butikach zpravidla obsahuje
sekvenci nezbytnou pro ukonceni transkripce a ke stabilizaci mRNA. Takovéto sekvence jsou
bézné dostupné z 5’ a nékdy z 3’ netranslatovanych oblasti eukaryontnich DNA nebo- cDNA.
Tyto oblasti obsahuji nukleotidové segmenty transkribované jako polyadenolované fragmenty
v netranslatované ¢asti mRNA koédujici zkraceny sTNFR.

Konstrukce vektoru

Konstrukce vhodného vektoru, obsahujiciho jednu nebo vice z diive zminénych slozek (spolecné
se sekvenci kodujici zkraceny sTNFR), se dosédhne standardni ligacni technikou. Izolované
plazmidy nebo fragmenty DNA jsou roz$tépeny, upraveny a v pozadovaném pofadi ligovany ta,
aby se vytvofil poZzadovany vektor. Za i¢elem ovéfeni spravnosti vytvofené sekvence konstruktu
muiZe byt ligaéni smés pouzita k transformaci E. coli a uspé$né transformanty mohou byt
selektovany pomoci znamych postuptt popsanych vySe. Nasledné jsou z transformovanych bunék
pfipravena v&t§i mnoZstvi pfislusného vektoru a §t€penim restrikénimi endonukleédzami a/nebo
sekvenci je potvrzena pfitomnost poZzadované konstruktu.

Také se milize v sav&ich burikach pouzit vektor slouzici k transientni expresi DNA kodujici zkré-
ceny sTNFR. Obecné lze Fici, Ze transientni exprese zahrnuje pouZiti expresniho vektoru, ktery je
schopen u¢inné& se replikovat v hostitelské burice a tim dochazi k akumulaci mnoha kopii tohoto
expresniho vektoru v dané hostitelské butice, a nasledné se syntetizuji vysoké hladiny pozadova-
ného proteinu kédovaného expresnim vektorem. Kazdy transientni expresni systém, skladajici se
z expresniho vektoru a hostitelské builky, umoZiuje snadnou pozitivni identifikaci proteind kédo-
vanych klonovanymi cDNA, jakoZ i rychly screening takovychto proteini z hlediska jejich poZa-
dovanych biologickych nebo fyziologickych vlastnosti, naptiklad identifikace biologicky aktivni-
ho zkraceného sTNFR.

Hostitelské buiiky

Do rozsahu vynalezu rovnéZ spadd mnoZstvi rekombinantnich hostitelskych bunék, které obsahu-
ji sekvence nukleovych kyselin pouzitelnych k expresi pozadovaného proteinu Piikladné proka-
ryontni a eukaryotni hostitelské buriky zahmu_]l bufiky bakteridlni, sav¢i, hmyzi, buiiky hub
a kvasinek a buiiky rostlinné.

Prokaryontni hostitelské bufiky zahrnuji, bez omezeni, eubakterie, jako naptiklad gram—pozitivni
nebo gram-negativni organismy (napf. E. coli (HB101), DHS5a, DH10 a MC1061); zastupce rodu
Bacillus, jako je B. subtilis; zastupce rodu Pseudomonas, jako P. aeruginosa, poddruhy
Streptomyces; Salmonella typhimurium nebo Serratia marcescans. V charakteristickém
provedeni miZe byt pozadovany protein exprimovan v E. coli.

Mimo prokaryontnich hostitelskych bun&k mohou byt jako hostitelské buiiky vhodné pro expresi
zkracenych sTNFRs pouZity eukaryontni mikroby, jako napf. vlaknité houby nebo kvasinky.
7 nichZz eukaryontnich hostitelskych mikroorganismﬁ se nejéastéji pouiivé Saccharomyces
cerevisiae (pekatské kvasince), nicméné dobre popsané a snadno dostupné jsou i jiné rody, druhy
& kmeny. .

Zkracené sTNFRs mohou byt exprimované v glykosylované formé jakoukoliv z velkého poltu
vhodnych hostitelskych bungk odvozenych z mnohobunéénych organismii. Takovéto hostitelské
buiiky jsou schopné komplexniho zpracovéni a glykosylagnich aktivit. VétSinou miiZe byt pouzita
jakakoliv buné&na kultura z vyS§ich eukaryontnich bunék, a to jak buné€k obratlovci, tak bez-
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obratlovych, véetné bungk rostlinnych a hmyzich. V charakteristickém provedeni vynalezu muize
byt poZadovany protein exprimovan s vyuzitim bunék baculovird.

Mohou se pouzit butiky obratlovci, protoze jejich mnozeni v kultufe (tkanové kultury) je dobie
znamé. Ptiklady vhodnych linii sav¢ich hostitelskych bunék zahrnuji, bez omezeni, naptiklad
linii odvozenou z opi¢ich ledvin CV1 transformovanou SV40 (COS-7), linii z embryonélnich
lidskych ledvin (buiiky 293 nebo buriky 293 subklonované pro riist v suspenzni kultufe), butiky
z ledvin kieé¢ich mlad’at a buiky z vaje¢nikt kieckd. Dal$imi vhodnymi savéimi bunécnymi
liniemi jsou, bez omezeni, builky HeLa, mysi buiiky L-292 butiky, linie 3T3 odvozené z mysi
Swiss, Balb—c nebo NIH a kie&¢i bun&né linie BHK nebo HaK. V charakteristickém provedeni
vyndlezu mizZe byt poZzadovany protein exprimovan vbuiikach COS.

Hostitelsk4 burika miZe byt transfekovana a ve vyhodném provedeni transformovéna s pozado-
vanou nukleovou kyselinou, a to za vhodnych podminek umoziiujicich expresi této nukleové
kyseliny. Vybér vhodnych hostitelskych bunék a zpiisoby transformace, kultivace, amplifikace,
testovani (screeningu) a produkce a purifikace produktu jsou odbornikim v oboru dobfe zndmé
(Gething a Sambrook (1981), Nature, 293:620—625 nebo alternativné Kafman et al. (1985), Mol.
Cell. Biol., 5(7):1750-1759, nebo patent US 4 419 446, jejichz popisy. jsou zde zahrnuty odka-
zem). Napfiklad pro sav&i buiiky bez bunééné stény se muize pouZit postup vyuZivajici precipitaci
s fosfore¢nanem vapenatym. MiiZe byt rovnéZz pouzita elektroporace, mikroinjekce a jiné znamé
techniky.

Zkracené sTNFRs mohou byt rovnéz produkovany homologii rekombinaci nebo pomoci rekom-
binantnich postupd vyuZivajicich zavedeni fidicich prvki do bunék, které jiz obsahuji DNA
kédujici zkracené sTNFRs. Homologni kombinace je technika piivodné vyvinuta k cilené modifi-
kaci geni (targeting) pro produkci nebo opravu mutaci v transkrip&né aktivnich genech (Kucher-
lapati (1989), Prog. in Nucl. Acid Res. And Mol. Biol, 36:301, jehoZ popis je zde zahrnout odka-
zem). Zakladni technika byla vyvinuta jako metoda pro zavedeni specifickych mutaci do speci-
fickych oblasti savéiho genomu (Thomas et-al. (1986), Cell, 44:419-428; Thomas a Capecchi
(1987), Cell, 51:503-512 a Doetschman et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci., 85:8583-8587,
jejichZ popis je zde zahrnut odkazem), nebo pro opravu spec1ﬁckych mutaci uvniti defektivniho

renu (Doetschman et al. (1987), Nature, 330:576-578, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem).
Ptiklady takovych postupii jsou popsané v patentu US 5 272 071; WO 92/01069; WO 93/03183;
WO 94/12650 a WO 94/1560, jejichz popis je zde zahrnut odkazem.

Pfi homologni rekombinaci miize byt DNA sekvence uréena k vélenéni do genomu smérovana do
uréité oblasti genu, ktery je pfedmétem zajmu, pfipojenim k smérujici (targeting) DNA. Sméruji-
¢i DNA je sekvence DNA, kterd je komplementarni (homologni) k oblasti genomové DNA.
V pribéhu procesu replikace se malé useky smérujici DNA, které jsou komplementarni ke speci-
fické oblasti tenomu, dostanou do kontaktu s rodi¢ovskym fetézcem genomové DNA. Obecnou
vlastnosti DNA zavedené do bunék je jeji schopnost hybridizace a nésledné rekombinace s jiny-
mi &astmi endogenni DNA, a to prostfednictvim sdilenych homolognich oblasti. Jestlize je tako-
vy komplementarni fetézec pripojen k oligonukleotidu obsahujicimu mutaci nebo odliSnou
sekvenci DNA, je také zaglenén do nové syntetizovaného fetézce, jako vysledek rekombinace.
Diisledkem korekce pti syntéze DNA (,,proofreadingu®) je, Ze tato nova sekvence muZze slouzit
jako templat. PfenaSena DNA je tak zaclenéna do genomu.

Jestlize je sekvence urditého genu zndmé (napiiklad sekvence nukleové kyseliny pro zkraceny
sTNFR), muze byt sekvence Fidici expresi (isek DNA komplementarni ke zvolené oblasti genu)
syntetizovana nebo ziskana jinym zpisobem, jako napfiklad vhodnym' restrikénim St€penim
nativni DNA ve specifickych mistech ohrani€ujicich oblast zajmu. Tento sek slouZi jako sméru-
jici sekvence po vlozeni do buriky a bude hybridizovat ke své homologni oblasti uvnitf genomu.
Nastane-li tato hybridizace bun&k replikace DNA, bude zminény tisek DNA a jakakoliv dalSi
sekvence k nému pfipojena fungovat jako Okazakiho fragment a bude pfepsan (backstitched) do
nové syntetizovaného dcefiného fetézce DNA.
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K usekim smérujici DNA jsou pfipojeny oblasti DNA, které mohou interagovat s expresi zkra-
ceného sSTNFR. Tak naptiklad, do genomu piislusné hostitelské buiiky je vloZen prvek promo-
tor/zesilovag, supresor nebo exogenni prvek modulujici transkripci, a to v blizkosti a v orientaci
vhodné k ovlivnéni transkripce DNA kédujici pozadovany zkraceny sTNFR. Tento fidici prvek
nekoduje zkraceny sTNFR, ale misto toho fidi transkripci ¢asti DNA pfitomné v genomu hosti-
telské buiiky. Exprese zkraceného sTNFR neni tudiz dosazeno transfekci DNA, ktera koduje
sTNFR, ale pouZitim zacilujici DNA (obsahujici useky homologii k oblastem endogenniho genu,
ktery je predmétem zajmu) pfipojené k regulanim segmentim DNA, jez poskytuji sekvenci
endogenniho genu potiebné rozpoznavané signaly pro transkripci zkrdceného sTNFR.

Kultivace hostitelskych bunék

Zpusoby kultivace jednotlivych typt rekombinantnich hostitelskych bunék pouZivanych k pro-
dukci poZadovaného proteinu se budou lisit v zavislosti na mnoha faktorech a Gvahach; optimalni
vyrobni vystup pro danou situaci bude odbornikim zfejmy bez piiliSného experimentovani.
Rekombinantni hostitelské buiiky jsou kultivovany ve vhodném médiu a exprimovany zkraceny.
sTNFR je ptipadng ziskén, izolovan a purifikovan z kultivaéniho média (nebo z bunék, jestlize je
exprimovan intracelularng) s vyuZzitim vhodnych, odbornikiim zndmych prostiedkii.

Konkrétng, kazda zrekombinantnich bun€k pouzitych k produkci pozadovaného zkraceného
sTNFR mizZe byt péstovana v médiu vhodném k indukei promotori, selekci vhodnych rekombi-
nantnich hostitelskych bunék, nebo k amplifikaci genu kédujiciho pozadovany zkraceny sTNFR.
Do kultivaénich médii mohou byt (je-li to nezbytné) pfidany hormony a/nebo jiné ristové faktory
(naptiklad inzulin, transferin nebo epidermalni rustovy faktor), soli (chlorid sodny, vapnik, hoi-
¢ik a fosfat), pufry (naptiklad HEPES), nukleosidy (napfiklad adenosin a thymidin), antibiotika
(naptiklad gentamicin), stopové prvky (definované jako anorganické slouceniny zprav1dla pii-
tomné v koneénych koncentracich v f4du mikromoli) a glukdza nebo jiny. zdroj energie. Odbor-
nikéim je rovnéz zfejmé, ze do kultivaénich médii mohou byt ve vhodnych koncentracich prldany
rovnéz dalsi slougeniny. Odbornici rovnéZ dobife znaji vhodné podmlnky kultivace, jako je
napiiklad teplota, pH a podobné, zvolenych hostitelskych bunék.

Farmaceutické ptipravky

Farmaceutické piipravky budou obecné obsahovat terapeuticky 0&inné mnoZstvi zkrdcenych
sTNFRs a chemicky modifikovanych derivati zkracenych sTNFRs(spole¢né v této piihlasce
oznatované jako ,,zkraceny(é) sSTNFR produkty(y)“) spolu s pfisadou vehikula (nosie). Vehiku-
lum ve vyhodném provedeni zahrnuje jednu nebo vice farmaceuticky a fyziologicky pﬁjateln)’lch
latek pro formaci ptipravki ve smési se zkracenym(i) produktem(y) sTNF R(s) a latkou pro fizené
uvoliiovani.

Primarni rozpoustédlo ve vehikulu miZe byt svym charakterem vodné nebo nevodné. Vehikulum
miZe navic obsahovat dal$i farmaceuticky pfijatelné latky pro tipravu nebo udrZzovani hodnot pH
v rozmezi 5 aZ 6,5, nebo ve vyhodném provedeni v rozmezi 5,5 aZ 6 (jedna se naptiklad o pufry,
jako citratovy, fosfatovy, a aminokyseliny, jako je glycin); plniva pro lyofilizované pfipravky
(naptiklad mannitol a glycin); latky k modifikaci nebo udrzovani osmolarity (napf. mannitol nebo
chlorid sodny); povrchové aktivni latky (napt. polysorbat 20, polysorbat 80, Triton a Pluronic);
viskozity; &irosti; barvy; sterility; stability (napf. sachar6za a sorbitol); antioxidanty (napf. sifi-
&itan sodny a hydrogensifi¢itan sodny); konzervacni latky (napf. kyselina benzoova a kyselina
salicylova); latky pro vini pripravku; ochucovadla a fedici €inidla; latky ovliviiujici rychlost
rozpousténi (naptiklad solubilizaty a solubilizujici latky, jako napfiklad alkoholy, polyethylen-
glykoly a chlorid sodny); latky ovliviiujici rychlost uvoliiovani; emilzifikatory; suspenzni €inidla;
rozpoustédla; plniva; aplika¢ni vehikula; zfed'ovadla; pomocné latky (excipienty) a/nebo farma-
ceutické adjuvans. Rovnéz Ize formulovat dalsi Gi¢inné formy podani, jako naptiklad parenteralni
pomalu se uvoliiujici pfipravek, inhaladni mlhy, oralné aktivni pfipravky, nebo €ipky. Pfipravky
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mohou také zahrnovat zvlastni formy polymernich sloucenin, jako naptiklad polymery erodujici
(rozpadajici se) v celém objemu (napiiklad kopolymery kyselina polymlécna/kyselina polyglyko-
lova (PLGA), polymerni smési PLGA, blokové kopolymery polyethylenglykolu (PEG) a kyseli-
ny mlééné a glykolové, poly(kyanoakrylaty); polymery erodujici (rozpadajici se) v povrchové
vrstvé (napriklad poly(anhydridy) a poly(orthoestery)); estery hydrogelii (naptiklad polyoly
Pluronic, polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon, kopolymery anhydrid kyseliny maleinové/alkyl-
vinylether, celuléza, derivaty kyseliny hyaluronové, alginat, kolagen, Zelatina, albumin a §kroby
a dextrany) a jejich kompozitni smési; neb pfipravky na bazi liposomiti nebo mikrokuli¢ek. Tako-
véto ptipravky mohou ovlivilovat fyzikalni stav, stabilitu, rychlost uvoliiovani in vivo a rychlost
odbouravani (clearance) in vivo proteinli a derivatd podle vynalezu. Optimalni sloZeni farma-
ceutického pfipravku pro pozadovany protein bude odbornikem stanoveno, v zavislosti na zpuso-
bu podavani a pozadovaném davkovani. Priklady farmaceutickych piipravkt jsou uvedeny
v Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18" 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
94/21235, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem.

Specifické smési pro fizené uvoliiovani jsou dostupné od nasledu31c1ch vyrobect: Depotech
(Depofoam™, multivesikularni liposomy); Alkermes (ProLease™ mikrokulicky PLGA). V pied-
métném popise vyraz hyaluronam zahrnuje hyaluronan, kyselinu hyaluronovou, jeji soli (napfik-
lad hyluronat sodny), estery, ethery, enzymatické derivaty a zesitované gely kyseliny hyalurono-
vé (napiiklad hylan). Pfiklady forem hyaluronanu jsou uvedené v Peyron and Balazs (1974),
Path. Bio., 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.
(1995), 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; Meywers 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; patenty
US 4 582 865, US 4 605 691, US 4 636 524, US-4 713 448, US 4 716 154, US 4 716 224, US
4772 419, US 4851 521, US 4957 774, US 4 863 907, US 5 128 326, US 5 202 431, US
5336 767, US 5 356 883; Evropske patentové prihlasky EP 0 507 604 (A2) a EP 0 718 312 (A2);
a WO 96/05845, jejichz popis je zde zahrnut odkazem. Specifické hyaluronanove smési jsou
dostupné od nasledujicich dodavateli: BioMatrix, Inc. Ridgefield, NJ (Synvisc™, smés hylanu
ve formé kapahny a hylanu ve form¢ gelu v poméru 90:10); Fidia S.p.A. Abano Terme, Italy
(Hyalgan™, sodna sil kyselmy haluronové pochazejici z hiebi¢kl kohoutli (molekulova hmot—
nost prlblliné 500 000 az asi 700 000)); Kaken Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan (Artz™
1% roztok kyseliny hyaluronové pochazejici z hiebickl kohoutu o molekulove hmotnosti prlbllZ-
né 700 00); Pharmacia AB, Stockholm, Sweden (Healon™, kyselina hyaluronova pochazejici
z hiebick kohoutii o molekulové hmotnosti pfiblizné 4 x 106) Genzyme Corporation, Cam-
bridge, MA (Surgicoat™, rekombinantni kyselina hyaluronové); Pronova Biopolymer, Inc. Ports-
mouth, NH (kyselina hyaluronova FCH, vysokomolekuldrni (molekulova hmotnost pfiblizné 1,5
az 2,2 x 106) pripravena zkultur Streptococcus zeooepidemicus; hyaluronit sodny MV
(molekulova hmotnost pfiblizné 1,0 aZ 1,6 x 106) a hyaluronat sodny LV (molekulova hmotnost
pfiblizné 1,5 aZ 2,2 x 106); Calbiochem-Novabiochem AB, Lautelfingen, Switzerland (kyselina
hyaluronova, sodna sl (katalogové &islo 385908 v katalogu z roku 1997) pfipravena ze Strepto-
coccus sp.); Intergen Company, Purchase, NY (kyselina hyaluronova pochazejici z hiebinki
kohoutti o molekulové hmotnosti pfiblizn& 1 x 106); Diosynth Inc., Chicago, IL; Amerchol Corp., -
Edison, NJ and Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd., Tokyo, Japan.
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Jakmile byl farmaceuticky prlpravek formulovan, mize byt tento skladovan ve sterilnich ampul-
kach ve formé roztoku, suspenze, gelu, emulze, pevné latky nebo ve formé dehydratovaného
nebo lyofilizovaného prasku. Piipravky mohou byt skladovany bud’ ve formé uréené k ptimému
pouziti, nebo ve formé (naptiklad lyofilizované) vyZadujici pred vlastni aplikaci rekombinaci.

Ve vyhodném provedeni je provedeni vynalezu smérovano k pouzivani souprav (kitd) slouzicich
k ptipravé jednotlivych aplikaénich davek. Zminéné soupravy mohou obsahovat dvé nadobky:
prvni obsahujici vysuSeny protein a druhou obsahujici kapalny ptipravek. Soupravami spadajici-
rni do rozsahu tohoto vynalezu jsou jednokomorové nebo vicekomorové predpinéné injekéni stii-
kacky, piikladné pfeplnéné injek¢ni stiikacky (napi. kapalné stiikacky (liquid syringes), lyostfi-
kacky, jako napf. Lyo—Ject®, dvoukomorové predplnéné lyostiikacky) ktere jsou dostupné od
Vetter GmbH, Ravensburg, Némecko.

Pouziti

Zkracené STNFR produkty mohou byt uZite¢né jako latky pro vyzkum nebo jako teoretické
a diagnostické latky. Zkracené sTNFrs se mohou pouZit v in vitro a/nebo in vivo diagnostickych
testech pro kvantifikaci mnoZstvi pfirozeného sSTNFR-I neb sTNFR-II ve vzorcich tk&ni nebo
organt, nebo ke stanoveni a/nebo izolaci bun€k, které exprimuji TNF (Scallon et al., (1995) viz
vyse). V testech tkani nebo organd bude, ve srovnani se standardni vazebnou krlvkou 2
zkracenych sTNFRs, méné '*I radioaktivity ze zkricenych sTNFRs vézajicich se na TNF diky
neznalenému pfirozenému sTNFR-I nebo sTNFR-II vazajicimu se na TNF. Podobné L
zkracené sTNFRs se mohou pouZit pro detekci pfitomnosti TNF v riiznych typech bunék.

Tento vynéalez rovnéZz zahrnuje pouziti zkracenych sTNFr produkti pro tvorbu protilatek
a vysledné protilatky (konkrétné v&etn& téch, které se budou vazat také na pfirozeny sTNFR-I
nebo sTNFR-II). Je moZné pripravit protilatky, které se vazou ke zkraicenym sTNFRs, jako
napiiklad k epitopim uvniti aminokyselinové sekvence R—[Cys”~Cys']-R,, nebo uvnitt ami-
nokyselinové sekvence Rs~[Cys>~Cys''*]-Rs. Odbomik v oboru mﬁie_l pouZit dobfe znamé
publikované postupy k ziskidni monoklonélnich a polyklonalnich protilatek nebo rekombinant-
nich protilatek, které specificky rozpoznavaji a vaZou se na rizné proteiny, kédované amino-
kyselinovymi sekvencemi podle pfedkladaného vynalezu. Takovéto protilatky se potom mohou
pouzit k purifikaci a charakterizaci zralého, 30kDa TNF inhibitoru o plné delce a zralého 40kDa
TNF inhibitoru o plné délce.

Predkladany vynalez se také vztahuje ke zpisobim 1é&by urgitych nemoci a 1é¢ebnych stavii
(z nichz mnohé mohou byt charakterizovany jako zanétlivé onemocnéni), jeZ jsou zprostredko-
vany TNF. Onemocnéni nebo lé¢ebny stav se poklada za ,,onemocnéni zprostredkovane TNF<,
jestlize je spontanni nebo experimentalni onemocnéni spojeno se zvySenymi hladinami TNF
v télnich tekutinach nebo tkanich ptiléhajicich k mistu onemocnéni nebo s jejich indikaci uvnitf
tZla. Onemocnéni zprosttedkovand TNF mohou byt také rozpoznana za nésledujicich podminek:
(1) patologické nalezy spojené s chorobou mohou byt napodobeny experimentalné na zvifatech
podavanim TNF a (2) patologicky stav indukovany na experimentalnich zvifecich modelech
onemocnéni miZe byt inhibovan nebo odstran&n pouzitim latek, které inhibuji piisobeni TNF.
Mnoho onemocnéni zprostfedkovanych TNF spliiuje dvé z téchto tii podminek, jiné pak spliiuji
véechny tfi podminky. Netplny seznam onemocnéni zprostfedkovanych TNF spolu s odpovidaji-
cimi naslednymi stavy a symptomy, které viechny mohou byt lé¢eny metodami podle pted-
kladaného vynalezu, zahrnuje: syndrom respiraénich potiZi u dospélych; kachexie/anorexie; rako-
vina (napf. leukemie); syndrom chronické Unavy; odmitnuti §tépu hostitelem; hyperalgesie;
zané&tlivé onemocnéni stiev; zanétliva neuralni onemocnéni; ischemické/reperfizni poSkozeni,
v&etnd mozkové ischemie (poskozeni mozku jako vysledku traumatu, epilepsie, krvaceni nebo
mrtvice, coZ ve viech pripadech miZe vést k neurodegeneracim); diabetes (napf. juvenilni diabe-
tes mellitus typu 1); roztrouSena skleréza; o&ni onemocnéni) bolest; pankreatitida; plicni fibroza,
revmatoidni onemocnéni (napf. revmatoidni artritida, osteoartritida, juvenilni (revmatoidni) artri-
tida, séronegativni polyartritida, ankylozujici spondylitida, Reiteriiv syndrom a reaktivni artritida,
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lupénkova artritida, enteropaticka artritida, polymyozitida, dermatomyozitida, sklerodermie, sys-
tematicka skleréza, vaskulitida, mozkova varkulitida, Sjorgeniv syndrom, revmatick4 horecka,
polychondritida a revmaticka polymyalgie a arteritida velkych bunék; septick}'/ Sok, vedlejsi Gcin-
ky radiaéni terapie; systémovy lupus erythematodes; temporalm onemocnem kloubu mandlbuly,
tyroiditida a transplantace tkéani.

Zkracené sTNFR produkty mohou byt podavany pacientim v terapeuticky u¢innych mnozstvich
pro 1é¢bu onemocnéni zprostiedkovanych TNF (jako jsou definovany vyse), v€etné naptiklad
revmatickych onemocnéni (jako je Lymeska nemoc, juvenilni (revmatoidni) artritida, osteoartri-
tida, lupénkové artritida, revmatoidni artritida a stafylokoky vyvolana (,septicka) artritida.
Terminem ,,pacient” jsou myslena jako zvifata (napf. kocky, psi, koné€), tak lidé.

Zkraceny sTNFR produkt mize byt podavan lokaln€, enteralné a parenteralne véetné (a nikoliv
pouze) podani intravenodzni, intramuskularni, intraarteridlni, intrathekalni, 1ntrakapsularn1 intra-
orbitalni, intrakardialni, intradermalni, intraperitonealni, transtrachealni, subkutanni, subkutiku-
larni, intraaartikularni, subkupsularni, subarachnoidalni, intraspinalni, intraventrikulérni a intras-
ternalni injekci a infuzi. Zkraceny sTNFR produkt miize byt také podavan peroralné nebo. pres
mykézni membrany, tj, intranasdlng, sublingualné, bukaln€ nebo rektalng; Vzdy se jedna o systé-
movou aplikaci.

Preferuje se, kdyZ jsou zkracené sTNFR produkty aplikovany intraaartikalani, subkutanni, intra-
ruskularni nebo intravenézni injekci. Zkracené sTNFr produkty mohou byt také podévany konti-
rwalni infuzi (napfiklad implantované nebo externi infuzni zafizeni s regulaci nebo staly nebo
preruSovany pritok) tak, aby bylo zajisténo kontinualni dosaZeni pozadované hladiny zkraceného
sTNFr produktu v krvi po dobu podavam Prednostné se toho dosahuje prostredky kontinualni
infuze, napf. minipumpou, jak oje osmoticka minipumpa. Pfi téchto zpisobech je zajisténo, Ze
mnoZstvi 1é&iva je udrzovano na pozadované drovni a je mozné odebirat vzorky krve a sledovat
mnozstvi 1é¢iva v krevnim ob&hu. Komeréné jsou dostupné rtizné typy pump od dodavateld, jako
je MiniMed Inc., Sylmar, CA (napf. MT507) a AlzaCorp Palo Alto, CA (napf. osmoticka
pumpa Alzet, model 2MLID).

Rovnéz jsou uvaZovany jiné zplisoby kontinuélniho nebo téméf kontinualniho davkovani. Napf.
chemické tpravy mohou vést k formém s postupnym uvoliiovanim protemu coz vede k jeho
stalé pritomnosti v krevnim ob&hu v pfedvidaném mnoZzstvi zaloZzeném na ureném dévkovém
rezimu.

Zptsoby pouziti zkracenych sSTNFR produkti pro 1é¢bu onemocnéni zprostfedkovanych TNF
zahrnujicich zanétlivé stavy kloubt (napf. osteoartritidu, lupénkovou, artritidu a revmatoidni
artritidu) jsou popsany v Evropské patentové piihlasce EP 567 566, jejiz obsah je zde uveden
odkazem. V konkrétnim p¥ipadé mohou byt zkracené sTNFR produkty (naptiklad pfi 1éceni rev-
matoidni artritidy a osteoartritidy) podavany intraartikularng. V jiném specifickém ptipadé (pfi
1é&eni revmatoidni artritidy, zan&tlivého onemocnéni stfev, kachexie/anorexie nebo. roztrousené
skler6zy) mohou byt zkracené sTNFR produkty aphkovany subkutanné nebo intramuskularné.
V daldim specifickém pfipadé€, ktery vSak neomezuje rozsah vynélezu,’ mohou byt zkricené
sTNFR produkty podavany intraven6zné pro 1é&bu poskozeni mozku jako nisledku traumatu,
epilepsie, krvaceni nebo mrtvice. Mezi preferované zpiisoby 1é¢by artritidy patii: (1) jednotlivé
intraartikularni injekce zkraceného sTNFR produktu poddvaného opakované podie potieby pro
prevenci nebo pro lé¢eni propuknuvsi artritidy a (2) opakované subkutanni injekce zkraceného
sTNFR produktu. Zahajeni 1é&by pfi septickém Soku by mélo zadit co moZna nejdfive po sepsi,
nebo kdy? je nebezpe&i sepse diagnostikovano. Léba mize byt, napfiklad; zahajena bezprostied-
né po chirurgickém zékroku, nebo po nehodg, nebo po jakékoliv jiné udalosti, se kterou je spoje-
né riziko septického Soku. Mezi preferované zpisoby lé¢by pifi syndromu dychacich potiZi
u dospélych: (1) jednotliva nebo vicenasobna intratracheélni aplikace zkracenych sTNFr produk-
ti a (2) jednorazova davka (bolus) nebo nepfetrzita intravendzni infuze zkracenych sTNFR pro-
dukt. ‘
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Dalsim provedenim vynalezu je bunééna terapie, napfiklad implantace bunék produkujicich zkré-
cené sTNFR. Podle tohoto provedeni podle predkladaného vynalezu jsou pacientovi implanto-
vany buriky, které jsou schopné syntetizovat a vyluCovat biologicky aktivni formu zkraceného
sTNFr. Takovymito burikami produkujicimi zkracené sSTNFRs mohou byt buiiky, které normalné
sTNFR neprodukuji, ale které byly modifikovany pro produkci zkraceného sTNFR, nebo to
mohou byt buiiky, jejichZ schopnost produkovat zkraceny sTNFR byla ziskana transformaci
polynukleotidem vhodnym pro expresi a sekreci zkraceného sTNFR. Aby se minimalizovala
potencialni imunologicka reakce pacientii po podani zkraceného STNFR odlisnych druh, prefe-
ruje se, kdyZ jsou buriky ze stejného druhu jako pacient (napiiklad ¢lovek), nebo kdyZ jsou buriky
opouzdieny materiadlem, ktery poskytne zabrana proti jejich rozpoznavanim imunitnim systé-
mem, nebo kdyZ jsou buiiky umistény do imunologicky zvlastni anatomické polohy, jako napt.
do varlat, oka nebo centralniho nervového systému. :

Lidské nebo jiné buitky mohou byt implantované pacientim v biokompatibilnich, semipermeabil-
nich polymernich obalech nebo membréanach, které umozni uvolfiovani zkraceného sTNFR,
av3ak zabrani destrukei t&chto produkénich bun&k pacientovym imunitnim systémem nebo jinymi
Skodlivymi faktory z okolnich tkani. Nebo se mohou vlastni buriky pacienta, transformované
mimo organismus (ex vivo) tak, aby produkovaly zkraceny sTNFr, implantovat pacientovi pfimo .
bez takovychto obalii. Metodologie zapouzdfeni Zivych bunék membranou j je odbornikim v obo-
ru znama, takZe se miZe provést piiprava opouzdienych bunék a jejich implantace pacientiim.

V jiném pftipadé je mozné provadét genovou terapii in vivo, kdy se sekvence nukleové kyseliny
kodujici zkraceny sTNFr vnese piimo do pacienta. Naptiklad sekvence nukleové kyseliny, kodu-
jici zkraceny sTNFR, je vnesena do cilovych bungk mistni injekci konstruktu nukleové kyseliny
(s nebo bez vhodného doporudujiciho vektoru, napiiklad adenoasociovaného virového vektoru).
Dalgimi vektory mohou byt bez omezeni, vektory odvozené od retrovirt, adenovirii, viru herpes
simplex a papilloma viru. Fyzického pfenosu se mize dosdhnout in vivo lokalni injekci konst-
ruktu pozadované nukleové kyseliny nebo jiného vhodného transportniho vektoru obsahujiciho
pozadovanou sekvenci nukleovych kyselin, liposomy zprostfedkovanym prenosem, pfimou injek
¢i (obnaZzena DNA), receptorem zprostredkovanym pienosem komplexem ligand-DNA) nebo
bombardovanim mikro&asticemi (gene gun).

Priklady technik buné¢né a genové terapie jsou uvedeny v patentu US 4 892 538; patentu US
5011 472; patentu US 5 106 627; DE 4219626, WO 94/20517 a WO 96/22793, jejichZ popis je
zde zahrmut odkazem.

Bez ohledu na zpiisob podani vyZzaduje lé¢ba chorob zprostiedkovanych TNF davkovy nebo
celkovy davkovy rezim zkraceného sTNFR, ktery je Gi¢inny pro omezeni ¢i zmirnéni symptomu
onemocnéni. Dal3i faktory vyznamné pfi stanoveni vhodného davkovani mohou zahrnovat one-
mocnéni nebo stav, ktery ma byt lé&en, nebo kterému se da pfedejit, zivaznost onemocnéni,
zpasob podavani, vék, pohlavi a 1é&ebny stav pacienta. DalSi zpfesnéni vypocti nezbytnych pro
stanoveni vhodné davky pro lé&eni je odborniky v oboru provadéno rutinng, zejména ve svétle
informaci o davkovani v testech zde obsaZenych. Davka mizZe byt také stanovena s pouZzitim
znamych zkousek pro uréeni davkovéani pouzitych ve spojeni s vhodnymi tidaji o odpovédi na
davky. Specificka davka je kalkulovana podle pfiblizné t&lesné vahy nebo t€lesného povrchu
pacienta.

Frekvence davkovani zivisi na farmakokinetickych parametrech zkraceného sTNFr v pouzitém
pfipravku. Zkraceny sTNFR miiZe byt poda’m jedenkrat, nebo v pfipadé véin)'lch a dlouhotrvaji-
cich potizi miize byt poddvan denné v méné frekventovanych davkach, nebo mize byt podavan
s potateénim bolusem nasledovanym kontinualnimi divkami nebo postupnym uvoliiovanim.
Pti parenteralnim podavani miize mit kazda davka napiiklad aZ 10 mg, nebo spiSe az 15 mg, nebo
jesté vyhodnéji nez 20 mg. Pi podani do kloubni dutiny je farmaceuticky pfipravek pfednostné
aplikovan jako jedna injekce (napt. 3—10 ml injek&ni stiikatkou obsahujici davku mezi 5 mg/ml
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az 10 mg/ml) zkraceného sTNFr rozpousténého v roztoku izotonického, fosfitem pufrovaného

~ fyziologického roztoku. Piipravek miiZe byt aplikovan do kloubni dutiny napiiklad jednou za 7

az 10 dni. Takovymto zplisobem se provadi aplikace napfiklad 4 az 5 x, pfi¢emZ se divka se
muze, je-li to nezbytné, ménit.

V n&kterych piipadech mohou byt zkracené sTNFr produkty podavany jako dopln€k k jiné terapii
a také s jinymi farmaceutickymi pfipravky vhodnymi pro lé¢enou indikaci.- Zkraceny sSTNFR pro-

dukt a jakdkoliv z tradi¢nich nebo novych protizanétlivych latek (nebo vice t&chto latek) mohou
byt podavany samostatné nebo v kombinaci.

Zkracené sTNFR produkty (napf. proteiny R,—[Cys"”-Cys'”]-R,) a jakékoliv z doplitkovych
naci. Informaci o nasledujicich sloudeninéach je mozné nalézt v The Merck Manual of Diagnosis
and Therapy, Sixteenth Edition, Merck, Sharp & Dohme Research Laboratories, Merck & Co,
Rahway, NJ (1992), a v Pharmaprojects, PJB Publications Ltd.

Soudasna 1é&ba chorob zprostfedkovanych TNF, jako jsou definovany vyse, vCetné akutnich
a chronickych zanétt, jako jsou revmaticka onemocnéni, (napf. Lymska nemoc, juvenilni (rev-
matoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova artritida, revmatoidni artritida, a stafylokoky vyvo-
lana (,,septicka*) artritida) zahrnuje v prvni linii pouZiti 1é¢iv pro kontrolu bolesti a zanétu, klasi-
fikovanych jako nesteroidni protizantliva 1é¢iva (NSAIDs — non-steroidal anti—inflammatory
drugs). Druhotnd 1é¢ba zahrnuje kortikosteroidy, pomalu pisobici antirevmaticka 1éCiva
(SAARD:s — slow acting antirheumatic drugs), nebo léky modifikujici onemocnéni (DM — disease
modifying).

V charakteristickém provedeni je pfedkladany vynalez zaméfen na pouZiti zkrdceného sTNFR
produktu (napfiklad proteinu R,~[Cys’~Cys'®]-R,) a jakéhokoliv jednoho nebo vice z NSAID
pro lé&bu onemocnéni zprostfedkovanych TNF, jak jsou definovéna vyse, véetné akutnich a chro-
nickych zanétl, jako jsou revmatické choroby (napf. Lymska nemoc, Juvenilni (revmatoidni)
artritida, osteoartritida, lupénkova artritida, revmatoidni artritida a stafylokoky vyvolana (,,septic-
ka) artritida); odmitani §t&pu pfijemcem. Protizanétlivy ucinek NSAIDs je alespori Castecné
zaloZen na inhibici syntézy prostaglandinii (Goodman and Gilman v ,,The Pharmacological Basid
of Therapeutics,* MacMillan, 7tth Edition (1985)). NSAIDs mohou byt rozdéleny do deviti sku-
pin: (1) derivaty kyseliny salicylové; (2) derivaty kyseliny propionové; (3) derivéty kyseliny
octové; (4) derivaty kyseliny fenamové (fenamic acid); (5) derivéty kyseliny karboxylové; (6)
derivaty kyseliny maselné; (7) oxikamy; (8) pyrazoly a (9) pyrazolony.

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovano k pouZiti zkraceného sTNFR produktu
(napriklad proteinu R,—[Cys*~Cys'®]-R, v kombinaci (predb&zna 1é¢ba, nasledna lécba nebo
soub&zné lé&ba) s jednim nebo vice derivaty kyseliny salicylové, jejich prekurzory ve formé este-
r nebo farmaceuticky pfijatelnymi solemi. Zminéné derivaty kyseliny salicylové, jejich prekur-
zory ve form& estert nebo farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji: acetaminosalol, aloxiprin, aspi-
rin, benorylat, bromosaligenin, acetylsalicylat, vapenaty, cholin magnezium trisalicylat diflusinal,
etersalat, fendosal, kyselinu geltisovou, glykol salicylat, imidazol salicylat, lysin acetylsalicylat,
mesalamin, morfolin salicylat, 1-naftylsalicylat, olsalazin, parsalmid, fenylacetylsalicylat, fenyl-
salicylat, salasalazin, Do této kyseliny rovn&z patii strukturné podobné derivaty kyseliny sali-
cylové vykazujici obdobné analgetické a protizanétlivé u€inky.

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovano s pouZitim zkraceného TNF produktu (napiik-
lad proteinu R,~[Cys"’~Cys'”]-R,) v kombinaci (pfedb&zna 1é¢ba, naslednd 1écba nebo soub&zna
16¢ba) s jednim nebo vice derivaty kyseliny propionové, jejich prekurzory ve formé esterti nebo
farmaceuticky ptijatelnymi solemi. Zmin&né derivaty kyseliny propionové, jejich prekurzory ve
formé estertt nebo farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji: alminoprofen, benoxaprofen, kyselinu
bukloxovou, karprofen, dexindoprofen, fenoprofen, flunoxaprofen, fluprofen, flurbiprofen,
furkloprofen, ibuprofen, ibuprofen aluminum, ibuproxam, indoprofen, isoprofen, ketoprofen,
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loxoprofen, miroprofen, naproxen, oxaprozin, piketoprofen, pimeprofen, pirprofen, pranoprofen,
kyselinu protizinovou, pyridoxiprofen, suprofen, kyselinu tiaprofenovou a tioxaprofen. Do této

skupiny rovnéZ patfi strukturng podobné derivaty kyseliny propionové vykazujici obdobné anal-

getické a protizanétlivé ucinky.

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovano k pouziti zkraceného TNF produktu (napiik-
lad proteinu R,—[Cys"*~Cys'®}-R,) v kombinaci (pfedb&zna lé&ba, nasledna 16&ba nebo soub&zna

1é&ba) s jednim nebo vice derivaty kyseliny octové, jejich prekurzory ve formé esterd nebo far-
maceuticky pfijatelnymi solemi. Zminéné derivaty kyseliny octové, jejich prekurzory ve formé
esterd nebo farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji: acemetacin; alclofenak, amfenak, bufexamak,
cinmetacin, klopirak, delmetacin, diklofenak sodny, etodolak, felbinak, fenklofenak, fenklorak,
kyselinu fenklozovou, fentiazak, furofenak, glukametacin, ibufenak, indomethacin, isofezolak,
isoxepak, lonazolak, kyselinu metiazinovou, oxametacin, oxpinak, pimetacin, proglumetacin,
sulindak, talmetacin, tiaramid, tiapinak, tolmetin, zidometacin s zomépirak. Do této skupiny rov-
né% patii strukturné podobné derivaty kyseliny octové vykazujici obdobné analgetické a protiza-
nétlivé acinky. :

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovéano k pouziti zkraceného TNF produktu (napiik-
lad proteinu R,~[Cys"-Cys'”}-R;) v kombinaci (pfedb&Zna 1é¢ba, nasledna 16&ba nebo soubézna
16¢ba) s jednim nebo vice derivaty kyseliny fenamové, jejich prekurzory ve formé& esterti nebo
farmaceuticky pfijatelnymi solemi. Zminéné derivaty kyseliny. fenamové, jejich prekurzory ve
formé& esterti nebo farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji: kyselinu enfenamovou, etofenamat,
kyselinu flufenamovou, isonixin, kyselinu meklofenamovou, meklofenamat sodny, kyselinu
medofenamovou, kyselinu mefanamovou, kyselinu niflumovou, talniflumat, terofenamat, kyseli-
nu tolfenamovou a ufenamat. Do této skupiny rovnéZ patii strukturné podobné derivaty kyseliny
fenomové vykazujici obdobné analgetické a protizanétlivé u€inky. ;

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovéano k pouZiti zkraceného TNF produktu (napfik-
lad proteinu R;—Cys"*~Cys'®}-R;) v kombinaci (predbézna lé¢ba, nasledna 1é¢ba nebo soub&zna
14¢ba) s jednim nebo vice derivaty kyseliny karboxylové, jejich prekurzory ve forme esterii nebo
farmaceuticky pfijatelnymi solemi. Zmin&né derivaty kyseliny karboxylové, jejich prekurzory ve
formé esterti nebo farmaceuticky prijatelné soli zahrnuji: clidanak, diflunisal, flufenisal, inoridin,
ketorolak a tinoridin. Do této skupiny. rovnéZ patii strukturné podobné derivaty kyseliny karbo-
xylové vykazujici obdobné analgetické a protizanétlivé GCinky. : :

Charakteristické provedeni vynalezu je smé&rovano k pouZiti zkraceného TNF produktu (napiik-
lad proteinu R,—Cys"~Cys'®]-R,) v kombinaci (pfedb&zna 1é¢ba, nasledna 1écba nebo soubézna
1é¢ba) s jednim nebo vice derivaty kyseliny méselné, jejich prekurzory ve formé esterii nebo
farmaceuticky pfijatelnymi solemi. Zmin&né derivaty kyseliny maselné, jejich prekurzory ve
formé esterti nebo farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji: bumadizon, butibufen, fenbufen a xen-
bucin. Do této skupiny rovnéZ patii strukturné podobné derivaty kyseliny méselné vykazujici
obdobné analgetické a protizanétlivé Gcinky.

Charakteristické provedeni vynalezu je smé&rovano k pouZiti zkraceného TNF produktu (naprik-
lad proteinu R,~Cys"”-Cys'®]-R;) v kombinaci (pfedb&Zna 1é&ba, naslednd 1é¢ba nebo soubézna
16¢ba) s jednim nebo vice oxikamy, jejich. prekurzory ve formé esteri nebo farmaceuticky
pfijatelnymi solemi. Zminéné oxikamy, jejich prekurzory ve formé& esteri nebo farmaceuticky
pfijatelné soli zahrnuji: droxikam, enolikam, isoxikam, piroxikam, sudoxikam, tenoxikam a 4—
hydroxyl-1,2-benzothiazin 1,1-dioxid—4—(N-fenyl)-karboxamid. Do této skupiny rovnéz patii
strukturn& podobné oxikamy vykazujici obdobné analgetické a protizanétlivé uCinky.

Charakteristické provedené vynalezu je smérovéno k pouziti zkraceného TNF produktu (naptik-

lad proteinu R,—[Cys">~Cys'”]-R,) v kombinaci (pfedb&zna 1é¢ba, nasledné lécba nebo soubézna
1é&ba) s jednim nebo vice pyrazoly, jejich prekurzory ve formé esterd nebo farmaceuticky pfija-
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telnymi solemi. Zminéné pyrazoly; jejich prekurzory ve formé ester nebo farmaceuticky pfija-
telné soli zahrnuji: difenamizol a epirzol. Do této skupiny rovnéZz patfi strukturné podobné pyra-
zoly vykazujici obdobné analgetické a protizanétlivé uCinky.

Charakteristické provedeni vynélezu je smérovano k pouziti zkraceného TNF produktu (napfik-
lad proteinu R,;—Cys"*~Cys'®]-R, v kombinaci (ptedb&zna 1é&ba, nasledna 1é&ba nebo. soub&zna
1é¢ba) s jednim nebo vice pyrazolony, jejich prekurzory ve formé esterd nebo farmaceuticky
ptijatelnymi solemi. Zmin&né pyrazolony, jejich prekurzory ve formé esteri nebo farmaceuticky
pfijatelné soli zahrnuji: apazon, azapropazon, benzpiperylon, feprazon, mofebutazon, morazon,
oxyfenbutazon, fenylbutazon, pipebuzo, propylfenazon, ramifenazon, suxibuzon a thiazolinobu-
tazon. Do této skupiny rovnéz patfi strukturné podobné pyrazoly vykazujici obdobné analgetické
a protizanétlivé ucinky.

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovéano k pouZiti zkraceného TNF produktu (naptik-
lad proteinu R;—[Cys'’~Cys'*]-R,) v kombinaci (pfedb&zna 1é¢ba; nasledna Ié¢ba nebo soubézna
1é&ba) s jednim nebo vice z nasledujicich NSAIDs: kyselina e-acetamidokapronova, S—adenosyl-
methionin, kyselina 3—amino—4-hydroxymaéselna, amixetrin, anitrazafen, antrafenin, benzdazak,
bendaza lysinat, benzydamin, beprozin, broperamol, bukolom, bufezolak, benzydamin, beprozin,
broperamol, bukolom, bufezolak, ciproquazon, kloxamat, dazidamin, deboxamet, detomidin,
difenpiramid, difenpyramid, difisalamin, ditazol, emorfazon, fanetizol mesylat, fenflumizol,
floktafenin, flumizol, flunixin, fluproquazon, fopirtolin, fosfosan, guaimesal, guaimesal, guaiazo-
len, isonixirn, lefetamin, HCI, leflunomid, lofemizol, lotifazol, lysin klonixinat, meseklazon,
nabumeton, niktindol, nimesulid, orgotein, orpanoxin, oxaceprolm, oxapadol, paranylin, peri-
soxal, perisoxal citrat, pifoxim, piproxen, pirazolak, pirfenidon, proquazon, proxazol, thielavin B,
triflamizol, timegadin, tolektin, tolpedol, tryptamid a slou¢eniny oznacené firemnimi kédovymi
&isly, jako 480156S, AA861, AD1590, AFP802, AFP860, AI77B, AP504, AU8001, BPPC,
BW540C, CHINOIN 127, CN100, EB382, EP508, F1044, EK-506, GV3658, ITF182,
KCNTEI6090, KME4, 1LA2851, MR714, MR897, MY309, ONO3144, PR823, PV102, PV108,
2830, RS2131, SCR152, SH440, SIR133, SPAS510, SQ27239, ST281, SY6001, TA60, TAI-
901 (kyselina 4-benzoyl-1-indankarboxylovd), TVX2706, U60257, UR2301 a WY41770.

-----

uginky obdobné, jako maji vyse uvedené NSAIDs.

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovano k pouziti zkrdcenych sTNFR produkti
(napiiklad proteinu R,~Cys”’~Cys'®]-R,) v kombinaci (pfedb&zna 1écba, nasledna lécba nebo
soub&zné 1é¢ba) s jednim nebo vice s jednim nebo vice kortikosteroidy, prekurzory jejich esteri
nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi prolé&bu TNF zprostiedkovanych onemocnéni (jak
jsou definovana vyse), vEetn& akutniho a chronického zénétu, jako jsou revmaticka onemocnéni
(napk. Lymska nemoc, juvenilni (revmatoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova artritida, revma-
toidni artritida a stafylokoky vyvolana (,,septicka*) artritida); a roztrousena skleréza. Kortikoste-
roidy, jejich prekurzory ve formé esterl nebo jejich farmaceuticky akceptovatelné soli zahrnuji
hydrokortison a slouéeniny, které jsou odvozené od hydrokortisonu, jako napiiklad 21-acetoxy-
pregnenolon, alklomerason, ageston, amcinonid, beklomethason, betamethason, valerat beta-
methasonu, budenosid, chlorprednison, klobetasol, propionat, klobetasolu, klobetason, butyrat
Klobetasonu, klokortolon, kloprednol, kortikosteron, kortison, kortivazol, deflazakon, desonid,
desoximerason, dexamethason, diflorason, diflukortolon, difluprednat, enoxolon, fluazakort,
flukloronid, flumethason, pivalat, flumethasonu, flunisolid, flucinolon acetonid, flucinonid,
fluorocinolon acetonid, butyl fluokortin, fluokortolon, fluorokortolon, hexanoat, diflukortolon
valenat, fluorometholon, fluperolon acetat, flupredniden acetét, fluprednisolon, flurandenolid,
formokortal, halcinonid, halometason, haloprednon acetat, hydrokortamat, hydrokortison,
hydrokortison acetat, hydrokortison butyrat, hydrokortison fosfat, sodna sil hydrokortison 21—
sukcinatu, hydrocortison tebutat, mezipredon, medryson, meprednison, methylprednikolon;
nometason furoat, paramethason, prednikarbat, prednisolon, prednisolon 21-diedryaminoacetat,
sodna stil prednisolon fosfatu, sodna sil prednisolon sukcinatu, sodna sil 21-m—sulfobenzoatu,
sodna sl prednisolon 21-stearoglykolatu, prednisolon tebulat, prednisolon 21-trimethylacetét,
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prednison, prednival, prednyliden; prednyliden 21-diethylaminoacetat, tixokortol, tramcinolon,
triamcinolon acetonid, triamcinolon benetonid a triamcinolon hexacetonid. Do této skupiny

ucinky.

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovana k pouziti zkracenych sTNFR produkti
(naptiklad proteinu R,~Cys”’~Cys'®]-R,) vkombinaci (pfedbéZna 1é¢ba, nasledna 1é¢ba nebo
soudasna 1é¢ba) s jednim nebo vice pomalu u¢inkujicim antirevmatickym lé¢ivem (slow—acting
antirheumatic drug, SAAED) nebo antirevmatickym lé¢ivem modifikujicim onemocnéni (disease
modifying antirheumatic drug, DMARDS), jejich prekurzory ve formé ester(i nebo farmaceuticky
akceptovatelnymi solemi pro 16&bu TNF zprostfedkovanych onemocnéni (jak jsou definovana
vyse), véetné akutniho chronického zanétu, jako jsou revmatickd onemocnéni (napi. Lymska
nemoc, juvenilni (revmatoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova artritida, revmatoidni artritida
a stafylokoky vyvolana (,,septicka) artritida); a roztrouseni skleréza. SAADs nebo DMARD:s,
jejich prekurzory ve formé esterd nebo farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji: allokupreid sodny
auranofin, aurothioglukdézu, aurothioglykanid, azathioprin, brequinar sodny, bucillamin, 3-
aurothio—2—propanol-1-sulfonat vépenaty, chlorambucil, chloroquin, klobuzarit, kuproxolin,
cyklofosfamid, cyklosporin, dapson, 15-deoxyspergualin, diacerein, glukosamin, soli zlata (napf.
zlata sal cykloquinu, thiomaléat sodnozlaty, thiosiran sodnozlaty), hydroxychloroquin, hydroxy-
mo&ovinu, kebuzon, levamisol, lobenzarit, melittin, 6~merkaptopurin, methotrexat, mizoribin,
mykofenolat mofetin, myoral, dusikaty yperit (nitrogen, mustard), D—penicillamin, imidazoly
pyridinolu, jako napfiklad SKN86002 a SB203580, rapamycin, thioly, thymopoietin vincristin.
Do této skupiny rovnéZ patfi strukturné podobné SAARds nebo DMARDs vykazujici obdobné
analgetické a protizanétlivé ucinky.

Charakteristické provedeni vynélezu je smérovano kpouziti zkracenych sTNFR produktd
(naptiklad proteinu R,~[Cys'*~Cys'®]-R,) v kombinaci (pfedb&zna 1é¢ba, nasledna 1é¢ba nebo
soub&néa 1é¢ba) s jednim nebo vice inhibitory. COX2, jejich prekurzory ve formé esterii nebo
farmaceuticky akceptovatelnymi solemi pro 1é¢bu TNF zprostiedkovanych onemocnéni (jak jsou
definované vyse), véetné akutniho a chronického zangtu. Inhibitory COX2, jejich prekurzory ve
form& estert nebo jejich farmaceuticky. akceptovatelné soli zahrnuji podobné inhibitory COX
vykazujici obdobné analgetické a protizanétlivé Gcinky.

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovano k pouZiti zkracenych sTNFR produkti
(naptiklad proteinu R,—[Cys"*~Cys'®]-R; v kombinaci (pfedb&Zna 1é¢ba, nasledna 1é¢ba nebo
soub&zna 1é&ba) s jednim nebo vice bakteriostatiky (antimicrobials), prekurzory jejich esteri
nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi pro1é€bu TNF zprostiedkovanych onemocnéni (jak
jsou definované vyse), véetn& akutniho a chronického zanétu. Bakteriostatika, jejich prekurzory
ve formé& esteri nebo jejich farmaceuticky akceptovatelné soli zahrnuji napfiklad ampicilin,
amoxycilin, aureomycin, bacitracin, ceftazimid, ceftriaxon, cefotaxim, cefachlor, cefalexin, cefra-
din, ciprofloxacin, kyselinu klavulanovou (clavulanic acid), kloxacilin, dikloxacilan, erythromy-
cin, flukloxacilan, gentamicin, gramicidin, methicilan, neomycin, oxacilan, penicilin a vancomy-
¢in. Do této skupiny rovnéZ patii strukturn& podobna bakteriostatika vykazujici obdobné analge-
tické a protizanétlivé ucinky. '

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovano k pouZiti zkracenych sTNFR produktt
(napiiklad proteinu R,~[Cys”’~Cys']-R;) v kombinaci (pfedb&zna 1é¢ba, naslednd 1écba nebo
soubé&zna 1é¢ba) s jednou nebo vice z nasledujicich slouenin pro 1é¢bu onemocnéni zprostfed-
kovanych TNF (jak jsou definovana vy3e), vetnd akutnich a chronickych zané&ti: faktor stimulu-
jici rist kolonii granulocytd, thalidomid, BN 50730, tenidap, E 5531, tiapafant PCA 4248, nime-
sulid, panavir, rolipram, RP 73401, peptid T, MDL 201, 449A, (1R,3S)—cis—1-[9—+2,6—diamino-
purinyl)]-3-hydroxy—4—cyklopenten hydrochlorid, (1R, 3R)~trans—1-[9—(2,6—diamino)purin]-3—
acetoxycyklopentan, (1R,3R)~trans—1-[9-adenyl)-3-azidocyklopentan hydrochlorid a (1R,3R)-
trans—1—(6-hydroxy—purin-9—yl)-3-azidoxyklopentan.
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Charakteristické provedeni vynalezu je sméfovéno_g k pouziti zkracenych sTNFR produkti
(naptiklad proteinu R~[Cys"~Cys'®]-R;) v kombindci (predb&Zna 1é¢ba, nésledné 1éba nebo
soub&Zna 1é¢ba) s jednim nebo vice dal§imi inhibitory TNF. pro. 1é¢bu onemocnéni zprostredko-
vanych TNF (jak jsou definovéna vy3e), véetné akutnich a chronickych zénétd. Inhibitory TNF
zahrnuji slou¢eniny a chronickych zanéti. Inhibitory TNF zahrnuji slouceniny a proteiny, které
blokuji in vivo syntézu nebo extracelularni uvoliovani TNF, vetné nasledujicich sloucenin.

Dalsi inhibitory TNF zahrnuji protilatky proti TNF, napf. Fab fragment protilaitky MAK 195F
Fab (Holler et al. (1993), 1* International Symposium on Cytokines in Bone Marrow Transplan-
tation, 147; monoklonalni protilatka CDP 571 proti TNF (Rankin et al. (1995), Britis Journal of
Rheumatology, 34:334-342 (jejichZ popis je zde zahrnut odkazem); mySi monoklonalni protilat-
ka proti faktoru nekrotizujicimu tumor BAY X 1351 (Kieft et al. (1995), 7th European Congress
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 9, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem;
monoklonalni protilatka CenTNF cA2 proti TNF (Elliot et al. (1994), Lancet, 344:1125-1127
a Eliott et al. (1994), Lancet, 344:1105-1115-1110, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem).

Charakteristické provedeni vynalezu je smérovano k pouziti zkracenych sTNFr produktl (naptik-
lad proteinu R,;—[Cys"*~Cys'*]-R, v kombinaci (pfedbézna létba, nasledna 1é¢ba nebo soubézna
1é¢ba) s rozpustnym rekombinantnim lidskym antigenem Fas nebo s rekombinantnimi verzemi
tohoto antigenu (We 96/20206 a Mountz et al., J. Immunology, 155:4829-4837 a EP 0 510 691),
jejichz popis je zde zahrnut odkazem. WO 96/20206 popisuje sekretovany lidsky antigen Fas
(pfirozeny a rekombinantni, véetné Ig fizniho proteinu), zpiisoby izolace genti, zodpovédnych za
kédovani rozpustného rekombinantniho lidského antigfenu Fas, zpisoby klonovani genu ve vhod-
nych vektorech a vhodnych typech bunék a zpisoby. exprese genu pro produkei inhibitord. EP
0510 691 popisuje DNA kodujici lidsky antigen Fas, véetn& rozpustného antigenu Fas, vektory
exprimujici uvedené DNA a transformanty transfekované vektorem. Pfi parenterdlnim podavani
se davky fazniho proteinu s antigenem Fas pohylE)uji vrozmezi od 1 mikrogramwkg do
100 mikrogramivkg. )

Charakteristické provedeni vynalezu je sm&rovéano k pouZiti zkracenych sTNFr produktii (napfik-
lad proteinu R,—[Cys'*~Cys'®]-R,) v kombinaci (pfedb&zna 1éEba, nésledna 1é¢ba nebo soubézna
1¢ba) s jednim nebo vice inhibitory interleukinu—1 pro 1é¢bu onemocnéni zprostfedkovanych
TNF (jak jsou definovana vyse) véetn& akutniho a chronického zanétu, jako jsou revmatické one-
mocnéni (nap. Lymska nemoc, juvenilni (revmatoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova artriti-
da, revmatoidni artritida a stafylokoky vyvolana (,,se;ptické“) artritida); poskozeni mozku jako
nasledek traumatu, epilepsie, krvaceni nebo mrtvice; a roztrouSena skleréza. Ttidy inhibitori
interleukinu-1 zahrnuji antagonisty receptoru interl;eukinu—l (jakakoliv slou¢enina schopna
specificky branit aktivaci bun&&nych receptori pro IL-1), jako je IL-lra, jak je popsano dale;
monoklondlni protilatky proti receptoru IL-1 '(napf.{EP 623 674, jehoz popis je zde zahrnut
odkazem); IL-1 vazebné proteiny, jako napf. rozpustné receptory IL-1 (napf. patent US
5492 888, patent US 5488 032, patent US 5 464 937, patent US 5 319 071 a patent US

5 180 812, jejichz popis je zde zahrnut odkazem); monoklonalni protilatky, proti IL-1 (napf. WO

95/01997, WO 94/02627, WO 90/06371, patent US 4 935 343, EP 0 364 778, EP 0 267 611 a EP
0 220 063, jejichz popis je zde zahrnut odkazem); dopliikové proteiny receptoru IL-1, napt. WO
96/23067 (jehoz popis je zde zahrnut odkazem) a ostatni slou€eniny a proteiny, které blokuji in

vivo syntézu nebo extracelularni uvolfiovani IL~1.

Antagonistou receptoru IL-1 (IL-1ra) je lidsky protein, ktery pisobi jako pfirozeny inhibitor
interleukinu—1. Preferovani antagonisté receptoru spolu se zpiisobem jejich pfipravy a pouziti
jsou popsané v patentu US 5 075 222 (zde odkazovany jako '222 patent); WO 91/08285; WO
91/17184; AU 9173636; WO 92/16221; WO 93/21946; PCT Mezinarodni pfihlaska ¢&. US
97/02131 (publikovana jako EP 0 904 112), ktera uvadi farmaceutické kompozice zahmujici (a)
0€inné mnozstvi polymeru pro fizené uvoliiovani (napi. kyselina hyaluronova) a (b) G&inné
mnozstvi IL-1ra; WO 94/06457; WO 94/21275; FR 2706772; WO 94/21235; DE 4219626, WO
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94/20517; a WO 96/22793, jejichz popis je zde zahrnut odkazem. Proteiny zahrnuji glykosylova-
né stejné jako neglykosylované antagonisty IL-1 receptoru.

Patent US 5 075 222 (Hannum et al., o ndzvu ,Interleukin—1 inhibitors®) popisuje konkrétné tfi
preferované formy IL-l1ra (IL1rac, IL-1raB a IL-lIrax), z nichz kazda je odvozena ze stejné
DNA kodujici sekvence. Tento patent US (uvadény zde jako ,222 patent) je zde uveden zaménou
za preneseni jeho celého obsahu do popisu tohoto vynalezu. VSechny tii inhibitory interleukinu-1
maji podobné funkéni a imunologické aktivity. V 222 patentu jsou také uvedeny. zpisoby pro-
dukce inhibitorti IL-1, zejména IL—1ras. Jedna z popsanych metod zahmuje izolaci inhibitort
z lidskych monocytii (kde jsou pfirozeng produkovany). Druha zpopsanych metod zahrnuje
izolaci genu zodpové&dného za kédovani IL-Iras, klonovani genu ve vhodnych vektorech a ty-
pech bunék, expresi genu vedouci k produkci IL-1ras a ziskani IL-1ras. Preferovanou metodou
tohoto vynalezu je druh4 z metod, ktera je obecnym piikladem rekombinantnich DNA postupd.
V charakteristickém provedeni obsahuje IL~1ra methionylovou skupinu na N-konci jako diisle-
dek exprese v E. coli. Pfedkladany vynélez také zahrnuje modifikovany IL-1ras. Modifikovany
IL-1ras zahrnuje, naptiklad, muteiny takovychto inhibitorl, ve kterych je cysteinovy zbytek
nahrazen za aminokyselinu v jedné nebo vice pozicich aminokyselinové sekvence pfirozené se
vyskytujiciho inhibitoru. Takovéto muteiny mohou potom mistné selektivné reagovat s funkcio-
nalizovanymi jednotkami polyethylenglykolu (PEG) nebo s jinymi polyethery obsahujicimi
sulfhydrylové skupiny za tvorby riznych typi IL-1ra PEG. PCT pfihlaska WO 92/16221 uvadi
fadu modifikovanych IL-1ra typli a zpisoby pfipravy téchto inhibitor modifikovanych s PEGem.

Dalii téida inhibitora interleukinu—1 zahrnuje sloueniny schopné specificky bréanit aktivaci
bunéénych receptorti IL-1. Mezi takovéto slouceniny patii IL-1 vazebné proteiny, jako jsou roz-
pustné receptory a monoklonalni protilatky. RovnéZ jsou zahrnuty monoklonalni protilatky proti
receptorim.

Dal3i tfida inhibitor interleukinu—1 zahrnuje slougeniny a proteiny, které blokuji in vivo syntézu
a/nebo extracelularni uvoliiovani IL—1. Jedna se o latky, které zahrnuji agens ovliviiujici trans-
kripci IL-1 gent nebo upravu pre-proteinu IL-1. :

Vyse uvedené piiklady jsou jednim z piikladii vyuZiti vynalezu a nevyluduji jiné zpsoby vyuZzi-
nin a které je odbornik@ v oboru znim, nebo ktery by mohl byt odborniky v oboru vyvozen z po-
pisu pfedmétného vynélezu.

-----

mé& jednotlivych davek, a to za Gi&elem snadné aplikace a rovnomérného davkovani. Termin ,.for-
ma jednotlivé davky, jak je zde ming, oznaduje fyzicky oddélené jednotky vhodné jako jednotko-
vé davky aplikované 1é&enému savci, kdy kazda jednotka obsahuje pfesné stanovené mnoZstvi
dopliikovych protizanétlivych slougenin vypogitané tak, aby spolu s poZadovanym farmaceutic-
kym nosi¢em vyvolalo poZadovany terapeuticky uginek. Termin ,farmaceuticky pfijatelny
nosi¢“, jak je chapan v této ptihla3ce, zahrnuje jakékoliv z rozpoustédel, disperzni média, obalo-
va agens, antimikrobialni a antifungalni Einidla, izotonickd a absorpci zpomalujici ¢inidla a po-
dobné, ktera jsou kompatibilni s aktivni slozkou, se zpisobem podini a s dalimi slozkami
piipravku a ktera nejsou pro pifjemce $kodliva. PouZiti takovychto agens a medii je odbornikiim
v oboru zndmé (viz, naptiklad, Remington‘s Pharmaceutical Sciencs, 18th Ed. (1990), Mack
Publishing Co., Easton, PA 18042, strany 1435-1712, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem).
Do farmaceutického pfipravku mohou rovnéz byt zaclenény dalsi aktivni latky.

7a G&elem oralni terapeutické aplikace mizZe byt doplitkova protizanétlivé slou€enina formulova-
na s pomocnymi litkami (excipienty) a pouzita ve formé tablet k polknuti, bukalnich tablet,
pastilek, tobolek, elixirti, suspenzi, sirupt, oplatek a podobné, nebo mize byt pfimo zaclen¢na do
pfijimané potravy. Tablety, pastilky, pilulky, tobolky a dal$i formy mohou také obsahovat nasle-
dujici slozky: pojivo, jako napftiklad tragant, arabska guma (accacia), kukufi¢ny Skrob nebo Zela-
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tinu; pomocné latky, jako napiiklad fosfore¢nan vapenaty; rozvoliiovala, jako je kukufi¢ny Skrob,
kyselina alginova a podobné; mazivo (lubrikant), jako stearan hotenaty; sladidlo, jako je sacha-
rdza, laktéza nebo sacharin; nebo ochucovadlo, jako peprmint, libavkovy olej, visilovou nebo
pomerandovou prichut. Je-li jednotliva davka ve formé tobolek, miize krom€ vySe zminénych
latek rovnéz obsahovat kapalny nosi¢. K povrchové upravé nebo za Gcelem jinych modifikaci
formy jednotlivych ddvek mohou byt pouZity nejriznéjsi dalsi materialy. Tak napiiklad tablety,
pilulky nebo tobolky mohou byt potazené Selakem, cukrem nebo ob€ma soucasné. Veskery mate-
rial pouzivany pii ptipravé jakékoliv formy jednotlivych davek by samoziejmé mél byt ve farma-
ceutické &istoté a v pouzivaném mnoZstvi v podstaté netoxicky. Navic mize byt doplitkova proti-
zanétliva sloudenina za¢lenéna do pfipravku pro Fizené uvolfiovani 1éCiva. Mnozstvi téchto.
dopliikovych protizanétlivych slougenin v dané terapeuticky uzite¢né smési je volené tak, aby se
dosahlo vhodné davky.

-----

-----

ky, spolu s dal$imi slozkami vyjmenovanymi dale v textu, do vhodného, farmaceuticky pfijatel-
ného nosi¢e a s naslednou sterilizaci provedenou za uéelem piipravy disperzi mize byt dopliiko-
vé protizanétliva slouenina v&lenéna do sterilniho vehikula, které obsahuje zakladni disperzni
médium a dal$i poZzadované ingredience vybrané ze seznamu zvedaného vySe. Sterilni roztoky
niny ve formé prasku a (pfipadn&) jakékoliv dalsi pozadované ingredience z pfedchozi ptipravy
jejiho sterilniho roztoku filtraci, pfitemZ praek se pfipravi jakymkoliv vhodnym zpisobem
(napf. vakuovym susenim nebo lyofilizaci).

-----

nebo télesného povrchu pacienta. Mezi dalii faktory zohledtiované pfi stanoveni vhodného
davkovani patii povaha lé¢eného nebo pfedchazeného akutniho nebo chronického zanétlivého
cnemocnéni nebo patologického stavu, zavaZnost tohoto onemocnéni, zpiisob aplikace a vék,
pohlavi a zdravotni stav pacienta. Odbornici snadno provedenou dali zpfesnéni vypocti nezbyt-
nych ke stanoveni vhodného davkovani pfi 16€b& zahrnujici aplikaci jakéhokoliv z vySe uvede-
nych piipravkii. Davkovéni se také miZe stanovit pomoci znAmych testli pro uréeni davky pouZi-
tych spolu s odpovidajicimi udaji o reakci organismu na podévanou davku.

Do rozsahu tohoto vynalezu tudi napfiklad spadéa skuteGnost, Ze Ize ménit davky dopliikovych
protizanétlivych slougenin zvolenych za Gelem 1é&by daného akutniho nebo chronického zangtli-
vého onemocnéni, jako napiiklad revmatickych chorob. (napf. Lymskéa nemoc, juvenilni (revma-
toidni) artritida, osteoartritida a stafylokoky vyvolana (,,septicka®) artritida), a to tak, aby bylo
dosazeno pozadovaného terapeutického uginku. Jestlize nektera z doplitkovych protizanétlivych
latek vykazuje vedlej$i Gginky, miZe se pfi kombinované terapii podévat pacientim béhem
obdobi alternativni 16¢by. Napiiklad chronicka 1é¢ba methotrexatem je spojena s toxickymi
Udinky na gastrointestinélni trakt, jatra, kostni dfefi a plice (Sandoval et al., (1995) British Journal
of Rheumatology, 34:49-56, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem).

Testy sledujici zlep$eni onemocn&ni mohou zahrnovat specifické testy, pfi kterych je napiiklad
stanovovana systémova odpovéd’ organismu na zangt, pfi¢emZ tyto testy zahrnuji sledovani
rychlosti sedimentace erytrocyti (ESR — erytrocyte sedimentation rate) a vyskyt reaktanti akutn{
faze (APR — acute phase reactant). Jsou rovn&z pozorovany otoky, atd. postiZenych &asti t€la.
RovnéZ jsou u pacienta sledovany Gstup ztuhlosti a zlepSeni ichopu (je-li pouZitelné) a zmirnéni
bolesti. JestliZe je pacientiiv stav stabilizovany, je mu podavana stejna davka jednou tydné a rov-
néz jedno tydné je hodnocen jeho stav. Za pfedpokladu, Ze stav pacienta je stabilni, miZe se
v 168b¢é pokradovat. Po Sesti mésicich 16&by jsou anatomické zmény na kostfe vyhodnoceny
n&jakou radiologickou zobrazovaci metodou, napfiklad rentgenografii.
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Na konci kazdého obdobi je pacient znovu hodnocen. Srovnani vysledki radiologickych vysette-
ni, hodnot ESR a APR pied a po 1é¢bé ukazuje na G¢innost 1éEby. V zévislosti na u€innosti 1é¢by
a stavu pacienta miiZe byt davkovéani v dal$im pribéhu 1é¢by zvySeno nebo zachovano na stejné
Grovni. '

Ve vyhodném provedeni je pfedkladany vynalez smérovan k vyuZiti zplisobd 1éCby s vyuZitim
volitelng jedné z néasledujicich kombinaci, a to za celem 1é¢by nebo prevence akutnich nebo
chronickych zanétlivych onemocnéni a stavii (jak jsou definovany vyse), jako jsou revmaticka
onemocnéni (napt. Lymska nemoc, juvenilni (revmatoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova
artritida, revmatoidni artritida a stafylokoky vyvolana (,,septicka“) artritida): zkraceny produkt
sTNFR (napf. protein R,~[Cys"*-Cys'®}-R,) a methotrexat; zkraceny produkt sSTNFR (napf.
protein R,—[Cys"”-Cys'”]-R;), methotrexat a inhibitor IL-1, prednostng IL—1ra; zkraceny
produkt sSTNFR (napf. protein R,—[Cys"~Cys']-R,) a jedna nebo vice latek ze skupiny zahrmu-
jici methotrexat, imunosupresivum (napiiklad cyklosporin), ciprofloxacin, antigen Fas a inhibitor
IL-1, prednostng IL-lra; zkraceny produkt sSTNFR (napf. protein R,—[Cys”~Cys'®]-R,)
a methotrexat a imunosupresivum (napi. cyklosporin); zkraceny produkt sSTNFR (napf. protein
R,—[Cys"”-Cys'”]-R,) methotrexat a cyprofloxacin; a zkraceny. produkt STNFR (napf. protein
R,—[Cys”-Cys']-R,), methotrexat a inhibitor IL-1, pfednostné IL-lra; zkraceny produkt
sTNFR (napf. protein R,—[Cys”—Cys'”]-R,) a jedna nebo vice latek ze skupiny zahrnujici
methotrexat, sulfasazin a hydroxychloroquin; zkraceny produkt sTNFR (napf. protein R,—[Cys"’-
Cys'”1-R,), methotrexat a hydroxychloroquin; zkraceny produkt sTNFR (napt. protein R;—
[Cys'*~Cys'®]-R,), methotrexat a sulfasazin. :

V charakteristickém vyhodném provedeni zminény zpisob 1é¢by zahrnuje podéani (napf. intra-
artikularni, subkutanni nebo intramuskularn{) zkraceného produktu sTNFR (napf. protein R~
[Cys"”-Cys'”}-R,) ptipadné formulovaného spolu s polymerem v pfipravku s fizenym uvoliiova-
nim (napt. hyaluronanem) voliteln& v kombinaci (pfedb&zna 1é¢ba, naslednd lécba nebo soubéZzna
1é¢ba) s methotrexatem a/nebo inhibitorem IL-1 (napf. IL-1ra) a/nebo s rozpustnym lidskym
rekombinantnim antigenem Fas, a to za G¢elem 1é&by revmatickych onemocnéni, jak je uvedeno
vyse (napf. Lymska nemoc, juvenilni (revmatoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova artritida,
revmatoidni artritida a stafylokoky vyvolana (,,septick4*) artritida) a symptomi s nimi spojenych.

V charakteristickém vyhodném provedeni zmin&ny zpiisob 1é¢by zahrnuje podani (napf: intrave-
nézni nebo intravertikularni) zkraceného produktu sTNFr (napf. proteinu Rl—[Cysw—Cysm]—Rz),
a volitelné formulovaného spolu s polymerem pro fizené uvoliiovani (napf. hyaluronanem)),
voliteln& v kombinaci (pfedb&zna 1é&ba, nasledna 16¢ba nebo soubézna lé¢ba) s tkafiovym aktiva-
torem plasminogenu a/nebo IL-1 inhibitorem (napf. IL-Ira), a'to za ucelem 1éCby poskozeni
mozku, které je disledkem traumatu, epilepsie, krvaceni nebo mrtvice, kde kazdy z téchto stavii
miZe vést k neurodegeneraci. ’

V charakteristickém vyhodném provedeni zmin&ny zpusob 16&by zahrnuje podani (napf. subku-
tanni nebi intramuskularni) zkraceného produktu sTNFR (napf. proteinuvRl—[Cyslg—Cysm]-Rz)
volitelng formulovaného spolu s polymerem pro fizené uvoliiovani (napf. hyaluronanem)), voli-
telné v kombinaci (pfedbézna 1é¢ba, nasledna 1é¢ba nebo soubézna 1é¢ba) s jednou nebo vice
slougeninami ze skupiny zahrnujici kortikosteroidy, cyklosporin, FK~506, nebo néjaky interferon
(napt. alfa interferon, beta interferon, gama interferon nebo konsensus interferon a/nebo IL-1ra,
a to za U&elem lé&by roztrouSené sklerozy.

V charakteristickém vyhodném provedeni zminény zptsob 1é¢by zahrnuje podani (napf. subku-
tanni nebo intramuskularni) zkraceného produktu sSTNFR (napf. proteinu R,—[Cys"°-Cys'®]-R,
volitelng formulovaného spolu s polymerem pro fizené uvoliiovani (napf. hyaluronanem),
voliteln& v kombinaci (pfedbézna 1é&ba, nasledna 16¢ba nebo soubézné 1é€ba) s G-CSF a/nebo
IL—1ra, a to za Gcelem 1éEby zanétlivého onemocnéni stfev.
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V charakteristickém vyhodném provedeni zminény zplisob 1é€by zahrnuje podani (napf. subku-
tanni nebo intramuskularni) zkrdceného produktu sTNFR (napf. proteinu R,~[Cys"*~Cys'®]-Ry)
volitelné formulovaného spolu s polymerem pro fizené uvoliiovani (napt. hyaluronanem)), voli-
teln& v kombinaci (pfedbézna 1éEba, nasledna 1é¢ba nebo soub&zné 1é¢ba) s leptinem, Merinolem
(Marinol™) nebo Megacem (Megace™), a to za tidelem 16¢by kachexie/anorexie.

V charakteristickém vyhodném provedeni zminény zpisob. 1é¢by zahrnuje podani (napf. subku-
tanni, intraventrikularni nebo intrathekalni) zkraceného produktu sSTNFR (napf. proteinu R,—
[CP-Cys'®]-R,) volitelné formulovaného spolu s polymerem pro fizené uvoliiovani (napf.
hyaluronanem)), volitelné v kombinaci (pfedbézna 1é¢ba, nasledné 1écba nebo soubézna lécba)
s NSAID (napi. indometacinem a/nebo inhibitorem IL-1 (napf. IL-1ra), a to za GCelem léCby
Alzheimerovy choroby.

V charakteristickém vyhodném provedeni zminény zpisob 1é€by zahrnuje podani (napf. subku-
tanni, intraventrikularni nebo intrathekélni) zkraceného produktu sTNFr (napf. proteinu R;—
[Cys”~Cys'®]-R,) volitelné formulovaného spolu s polymerem pro fizené uvoliiovani (napf.
hyaluronanem)), voliteln& v kombinaci (pfedbéZna 1é¢ba, nasledna lécba nebo soubézna lécba)
s propustnym rekombinantnim lidskym antigenem Fas, a to za celem 1éCby. rakoviny (napf.
leukemif); diabetes (détské diabetes mellitus typu 1); odmitnuti $t€pu hostitelem; hepatitidy;
ischemického/reperfuzniho poskozeni, vEetné mozkové ischemie (poSkozeni mozku jako nasle-
dek traumatu, epilepsie, krvaceni nebo mrtvice, které mohou vSechny vést k neurodegeneraci);
zanétlivych neurologickych onemocnéni; revmatickych onemocnéni, jak jsou vymezena vyse
(napt. Lymska nemoc, juvenilni revmatoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova artritida, revma-
toidni artritida a stafylokoky vyvolana ,,septickd*) artritida a pfi transplantaci tkani.

Dal3i aspekty a vyhody predkladaného vynalezu budou ziejmé pro zvazeni dile uvedenych
ilustrativnich piikladd provedeni.

Ptehled obrazki na vykresech

Dal3i aspekty a vyhody predkladaného vynalezu budou ziejmé po shlédnuti obrazkd, kde:

Obréazek 1 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO: 1) kédujici Asp'-Asn'® rekom—
binantni lidsky sTNFR-I o plné délce. Rovnéz je zobrazena sekvence ammokyselm Asp'-
Asn'®'(SEQ ID NO:2).

Obrazek 2 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:3) kédujici NH,-
MDSVCPQGK YIHPQNNSIC—[Cys"*~Cys**)-FC-COOH  (také uvadény jako sTNFR-I
2.6D/C105). Zobrazena je také sekvence aminokyselin NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-
[Cys"”*~Cys*]-FC-COOH (SEQ ID NO:4).

Obrazek 3 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:5) koédujici NH,-
MDSVCPQGK YIHPQNNIC-[Cys"~Cys'”]-FNCSL-COOH (uvadény také jako sTNFR-I
2.6D/C106). Zobrazena je také sekvence aminokyselin NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-
|Cys'*~Cys'®]-FNCSL-COOH (SEQ ID NO:6).

Obrazek 4 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:7) kodujici NH,—
MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys"*—Cys'”]-FN-COOH (uvadény také jako sTNFR-I
2.6D/N105). Zobrazena je také sekvence aminokyselina NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-
[Cys'*~Cys'®]-FN-COOH (SEQ ID NO:8).

Obrazek 5 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ D NO:ll) kédujici NHp—
MYTHPQNNSIC-[Cys'*~Cys'®]-FNCSL-COOH (uvad&ny také jako sTNFR-I1 2.3D/d8).
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Zobrazena je také sekvence aminokyselin ‘NH,-MYIHPQNNSIC-[Cys"*~Cys'®]-FNCSL~

‘COOH (SEQ ID NO:12).

Obrazek 6 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:9) kddujici NH,-M-[Cys"’-
Cys'®]-FNCSL-COOH (uvadény také jako sTNFR-I 2:3D/d18). Zobrazena je také sekvence
aminokyselin NH,~M-[Cys"*~Cys'”]-FNCSL-COOH (SEQ ID NO:10).

Obrazek 7 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:13) kédujici NH,~MSIS—[Cys"’~
Cys'”]-FNCSL-COOH (uvadény také jako sTNFR-I 2.3D/d15). Zobrazena je také sekvence
aminokyselin NH,-MSIS—[Cys'*~Cys'*]-FNCSL-COOH (SEQ ID NO:14).

Obrazek 8 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:34) kodujici Leu'-Thr'” zralého
rekombinantniho lidského STNFR-II. Zobrazena je také sekvence aminokyselin Leu'-Thr'”
(SEQ ID NO:35).

Obrézek 9 znazoriiuje roztok otoku indukovaného v modelu reaktivace indukované streptokoko-
vou bunéénou sténou tak, jak je uvedeno v popise piikladu II.

Obrazek 10 zobrazuje plazmatické profily STNFR-I 4D/C103db u zdravych pacientii po dvou
minutach intravenézni infuze 0,2 mg/kg tak, jak je uvedeno v popise piikladu III.

Obréazek 11 zobrazuje plazmatické profily sTNFR-I 3D/C105db u zdravych pavidni po dvou
minutich intravenézni infuze 0,2 mg/kg tak, jak je uvedeno v popise pfikladu IIL

Obrazek 12 zobrazuje plazmatické profily sSTNFR-I 2.6D/C105db u zdravych pavidni po dvou
rinutich intravenézni infuze 0,2 mg/kg tak, jak je uvedeno v popise pfikladu IIL

Obréazek 13 zobrazuje vztah mezi davkou a odbouravanim (clearanci) riiznych dimérnich konst-
rukti sSTNFR-I tak, jak je uvedeno v popise piikladu IIL

Ptiklady provedeni vynalezu

Standardni metody (nebo vhodné alternativni metody) pouZitelné v postupech popsanych v nasle-
dujicich piikladech jsou popsany v obecn& uznivanych manualech molekularni biologie, jako
napfiklad v publikacich Sambrook et al. (1989), viz vyse, a Ausubel et al. (1990), viz vyse. Pro
porozuméni &tenafe uvadime, Ze “mL” se tyka mililitri a “L” se tyka litri.

Piiklad I

Nasledujici ptiklad popisuje produkci riznych forem zkraceného rekombinantniho rozpustného
TNFR-I:

NH,~MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys"’—Cys'®}-FC-COOH (sTNFR-I 2,6D/C105); NH,-
MDSVCPQGK YIHPQNNSIC—[Cys'*~Cys'®]-FNCSL-COOH (sTNFR-I 2,6D/C106); NH—
MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys'*~Cys'”]-FN-COOH  (sTNFR-1  2,6D/N105); NHy-
MYTHPQNNSIC—[Cys"~Cys'®]-FNCSL-COOH (sTNFR-I 2,3D/d8); NH,-M—[Cys"*~Cys'"’}-
FNCSL-COOH (sTNFR-I 2,3D/d18) a NH,~MSIS-[Cys'*~Cys'*]-FNCSL-COOH (sTNFR-~I
2,3D/d15). _
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A. Pfiprava DNA:
1. sSTNFR-1 2.6D/C106

Byla provadéna PCR amplifikace sSTNFR-I 2.6D/C106 s pouzitim klonované DNA odvozené
z klonu lambda-gt107ctnfbp (EP 422 339), jako tepmlatu, a s pouZzitim nasledujicich PCR prime-
ria: '

5' OLIGO#1: (SEQ ID NO:68)

5'-GGTTAGCCATATGGACAGCGTTTGCCCCCAA-3!

3' OLIGO#2: (SEQ ID NO:69)

5'~CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG-3'

OLIGO#1 a OLIGO#2 obsahuji mista Ndel a Hindlll hybridizuji na 5" konci (OLIGO#1) a 3"

konci (OLIGO#2) zkraceného genu v-uvedeném pofadi. PCR amplifikace probihala v cyklech;
kazdy cyklus se skladal ze 30 sekund pfi 94 °C denaturace, 15 sekund pfi 55 °C hybridizace
primerd a 1 minuty pfi 72 °C elongace [v termocykiéru typu 2400 (Perkin-Elmer Cetus,
Norwalk, CT)]. Produkt PCR byl precistén pomoci soupravy QIAquick™ PCR Purification Kit
(QIAGEN, Chatsworth, CA) podle navodu vyrobce. Pietistény produkt PCR byl $tépen s
enzymy Ndel a Hindlll a poté byl izolovan z gelu pomoci soupravy QIAquick™ Gel Extraction
Kit (QUIGEN, Chatsworth, CA) podle navodu vyrobce. Produkt PCR izolovany z gelu byl ligo-
van do vektoru pMAG11 (WO 95/26746), jehoZ prostiednictvim byl transformaci vnesen do
bunék E. coli FM 15 (ATCC 55765). o :

2. STNFR-I 2.6D/C105

Byla provadéna PCR amplifikace sSTNFR-I 2.6D/C105 s pouzitim DNA plazmidu sTNFR-I
2.6D/C106, jako templétu, a s pouZzitim nasledujicich PCR primeru: '

OLIGO#3: (SEQ ID NO:70)

5'-ACTCGA GGATCCGCGGATAAATAAGTAACGATCCGGTCCA-3'
OLIGO#4: (SEQ ID NO:71)

5 ' ~CAGGTCGGATCCTATCAGCAGAAGCACTGGARRAGGTTTTC-3 "

OLIGO#3 a OLIGO#4 obsahuji BamHI misto a mutaci N(105)C nasledovanou termina¢nim
kodonem. Primery jsou navrZeny tak, aby uiplné amplifikace matrice zajistila nové BamHI misto
vhodné pro ligaci. PCR amplifikadni reakce probihala ve 35 cyklech; prvnich 10 cykli se skla-
dalo z 10 sekund pii 92 °C denaturace, 30 sekund pfi 55 °C hybridizace primeri a 4 minut pfi
68 °C elongace; nasledovalo 25 cykli, z nichZ kazdy sestaval z 10 sekund pti 92 °C denaturace;
30 sekund pii 55 °C hybridizace primert a 4 minut + 20 sekund pfi 68 °C elongace [v termocyk-
Jéru typu 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)]. Produkt PCR byl pfeistén z gelu pomoci
soupravy QIAquick™ PCR Purification Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA) podle navodu vyrobce
a §tépen s enzymem BamH], extrahovan smési fenol/chloroform a precipitovan s ethanolem. Poté
byl resuspendovan, ligovan do vektoru pAMG11 a vnesen transformaci do bun¢k E. coli FM 15.
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3. STNFR-12.6D/N105

Byl provadéna PCR amplifikace sTNFRI 2.6D/N105 s pouzitim DNA plazmldu STNFR-I
2.6D/C106, jako templatu, a s pouzitim nésledujicich PCR primeri: :

5' OLIGO#5: (SEQ ID NO:72)

5! -GGTTAGCCATATGGACAGCGTTTGCCCCCARA-Z

3' OLIGO#6: (SEQ ID NO:73).

5' ~CGCGGATCCCTATTAATTGAAGCACTGGAARRE -2
OLIGO#5 a OLIGO#6 obsahujici mista Ndel a BamHI a hybridizuji s 5" koncem (OLIGO#5) a 3'
koncem (OLIGO#6) zkraceného genu. PCR amplifikaCni reakce problhala ve 30 cyklech; kazdy
cyklus se skladal ze 45 sekund pfi 95 °C denaturace, jedné minuty pfi 65 °C hybridizace primert

a dvou minut p¥i 72 °C elongace [v termocykléru typu 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk,
CT)].

PCR produkt byl precistén pomoci soupravy Wizard™ Clean-Up Systém (Promega, Madison,
WI) dle navodu vyrobce. Pretistény PCR produkt byl $tépen s enzymy Ndel a BamH], extra-
hovan smési fenol/chloroform a precipitovan s ethanolem. Poté byl resuspendovan ligovan do
vektoru pAMG11 a vnesen transformaci do bunék E. coli FM15.

Odbornici v oboru si jsou védomi, Ze na zakladé popisu tohoto vynilezu mohou k expresi ve
vhodné hostitelské butice (napt. E. coli a jiné bakterie) byt pouZity nebo upraveny rozmanité
genetické materialy a metody. »

4. STNFR 2.3D/d18; sTNFR-I 2.3D/d8 a sSTNFR-12.3D/d15

PCR amplifikace sSTNFR-I 2.3D/d18, STNFR-I 2.3D/d8 a sTNFR-I 2.3D/d15 byla po kazdé
provedena s pouzitim DNA plazmidu 2.6DP/C106, jako templatu, a s pouZitim nésledujicich
PCR primeru:

PCR primery pro sTNFR-I 2.3D/d8:

5' OLIGO#7: (SEQ ID NO:74) |
5 -CCCCA’I‘ATGTATATCCACCCTCAAAATAAT-_-3 '

3' OLIGO#8: (SEQ ID NO:75)
5'~CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG-3'

PCR primery pro sSTNFR-I 2.3D/d15:

5' OLIGO#9: (SEQ ID NO:76)
5'-CCCCATATGTCGATTAGCTGTACCAAGTGCCACAAAGG~3"

3' OLIGO#10: (SEQ ID NO:77)

5" ~CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG-3"' - .
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PCR primery pro sSTNFR-I 2.3D/d18:

5' QLIGO#11l: (SEQ ID NO:78)
5'-CCCCATATGTGTACCAAGTGCCACARAGGA-3'

3' OLIGO#12: (SEQ ID NO:79)

5! '-CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG-3 !

Kazdy z primerd OLIGO#7, OLIGO#9 a OLIGO#11 obsahuje misto Ndel a kazdy z primeri
OLIGO#8, OLIGO#10 a OLIGO#12 obsahuje HindIIl misto. PCR amplifika¢ni reakce probihala
v 250 cyklech; kazdy cyklus se skladal ze 45 sekund pii 95 °C denaturace, jedné minuty pfi
65 °C hybridizace primert a dvou minut pfi 72 °C elongace [v termocykléru typu 2400 (Perkin-
Elmer Cetus, Norwalk, CT)]. PCR produkty byly pieciStény pomoci soupravy Wizard™ Clean—
Up Systém (Promega, Medison, WI) dle navodu vyrobce. Pfecisténé PCR produkty byly Stépeny.
s enzymy Ndel a BamHI, estrahovany smési fenol/chloroform a precipitovany s ethanolem. Poté
byly. resuspendovany, ligovany do pAMG11 a vneseny. transformaci do bunék E. coli FM15.

B. Produkce v E. coli:

Piprava malého mnoZstvi &erstvého inokula vybraného rekombinantniho kmene E. coli nesou-
ciho pozadovany konstrukt STNFR-I 2.6D/N105, sTNFR-I 2.6D/C105, sTNFR-I 2.6D/C106,
sTNFR-I 2.3D/d18, sTNFR-I 2.3D/d8 a s TNFR-I 2.3D/d18 kultivaci, byla zapoCata ptenesenim
celého obsahu zmrazené glycerolové konzervy v zasobni ampuli (asi 1,5 ml) do 2 litrové nadoby,
které obsahuje 500 ml zivné pady Luria (LB). Bakterialni kultura byla inkubovéana pfi teploté
37 °C na rota&ni tiepadce pti 350 ot./min. Hustota kultury byla stanovovana méfenim absorbance
pfi 660 nm (ODgso). Inokuladni kultura byla péstovana az do hustoty, kdy ODggo byla > 2,0.
V tomto okamziku bylo 125 ml kultury. asepticky. pfeneseno. do produk¢niho fermentoru o obje-
mu 15 litrd, ktery obsahoval 10 litrd sterilniho média. '

Produkéni médium a podminky fermentace pro vlastni produkci popisuje jako komplexni
médium a podminky fermentace Sniff (1993), “A Chemicelly—Defined Medium for the Overpro-
duction of a Recombinat Protein in E. coli”, thesis, Colorado. State. University. Obecné, uvedeny
odkaz uvadi pouziti komplexniho média obsahujiciho hydrolyzat kaseinu, soli, glycerola prostre-
dek proti pénéni, které je sterilizovano ve fermentoru. Po ochlazeni fermentoru na teplotu niZzsi
nez 40 °C jsou ptidany stopové mineraly a thiamin hydrochlorid, které byly pfedem sterilizovany
filtraci.

Po ustleni teploty média na 37 °C bylo toto médium naogkovano inokulem Rust kultury byl
sledovan méfenim ODgg. pH kultury bylo udrzovano na hodnoté 6,0 automatickym pfidavanim
5M hydroxidu sodného a 5M kyseliny chlorovodikové, kdyZ se ODes pohybovala v rozmezi
hodnot 9,5 a¥ 10,5, byla kultura indukovéna aseptickym p¥idanim sterilniho izopropyl B-D thio-
galaktopyranozidu (IPTG) do koneéné koncentrace 0,50 mM. Kultura byla sklizena pro zastaveni
rustu. ‘

Kultiva¢ni médium a podminky ristu byly pouzity v podobé, kterou uvadi Sniff (1993), viz vyse,
s nasledujicimi vyjimkami: do média byl ptidan siran amonny 2,0 /1) a L—cystein hydrochlorid
monohydrat (1,0 g/1), tetracyklin hydrochlorid byl vynechan, pH bylo udrZovano na hodnoté 6,0
pomoci hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové, misto hodnoty 7,0 udrzované pouze
hydroxidem sodny, teplota kultivace byla zvy$ena na 37 °C, koncentrace induktoru byla zvy$ena
20,15 mM na 0,50 mM IPTG, a doby sklizné byla stanovena k zastaveni riistu, nikoliv v zavis-
losti na dobé, ktera uplynula od indukce.
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Po ukon&eni fermentace byla bakterialni buiiky sklizeny &éntrifugaci v 500ml kyvetach. Buiiky
byly sedimentovany do pelety centrifugaci pfi 10 000 ot./min. po dobu 30 minut. Ka3ovita bakte-
ridlni peleta byla nafedéna na hustotu 15 % pevnych ¢astic v lytickém pufru sloZeném z 50 mM
Tris a 5 M EDTA, pH 8,0. Resuspendované buiiky byly poté lyzovany trojndsobnym protlatenim
suspenze homogenizatorem (APV Gaulin, Inc., Everett, MA) pfi tlaku 57 MPa (8 000 psi).
Homogenat byl pak centrifugovéan pii 10 000 ot./min po dobu 30 minut pro ziskéni inkluznich
télisek (inclusion bodies, IBs). Inkluzni téliska byla promyta resuspendovanim v lytickém pufru
a tieti centrifugaci roztoku pfi 10 000 ot./min 30 minut. Po resuspendovani IBs v deionizované
vodé (v poméru 1:1) byla naposledy IBs centrifugovana pfi 10 000 ot./min 30 minut, jako druhé
promyti. Promyta inkluzni téliska kazdého z proteini tak byla pfipravena k rozpousténi, renatura-
ci a purifikaci. Kazda varka poskytla vytézek pfiblizné 200-250 g IBs.

V jiném alternativnim provedeni miiZe byt zkraceny sTNFR-I pfipraven fermentaci podle jiného
postupu: :

Piiprava malého mnoZzstvi &erstvého inokula kultivaci vybraného rekombinantniho kmene E. coli
nesouciho pozadovany konstrukt sSTNFR-I 2.6D/N105 nebo sTNFR-I 2.6D/C106, byla zahjena
pfenesenim celého obsahu zmraZené glycerolové konzervy v zasobni ampuli (asi 1,5 ml) do
2litrové nadoby, ktera obsahuje 500 ml média s obsahem 10 g/l BBL kvasni¢ného extraktu o pH
7,0. Kultura byla inkubovana pii teplot& 33 °C na rota¢ni tfepacce pii 300 ot./min. Hustota kultu-
ry byla stanovovana mé&fenim absorbance pfi 600 nm (ODggo). Inokulum bylo kultivovano aZ do
hustoty k hodnoté OD4gy>2,0. V tomto okamZiku bylo 80 ml kultury asepticky preneseno do
produké&niho fermentoru o objemu 15 litrd, ktery obsahoval 7 litrd sterilniho Zivného media.

Produkéni fermentace vyuziva postup kontinudlniho dopliiovani Zivin do média. Produkéni
médium je komplexni médium obsahujici kvasni¢ny extrakt, soli a prostfedek proti p&néni, které
je sterilizovano ve fermentoru. Po ochlazeni fermentaéni nidoby na teplotu niZsi nez 40 °C jsou
piidany stopové mineraly, glukdza, siran hore¢naty a hexametafosfat, sterilizované filtraci. Jsou
pouzivany dvé Ziviny, jedna je zdrojem uhliku (gluk6za/siran hofe¢naty), druhou je kvasni¢ny
extrakt obsahujici dusik.

Po ustaleni teploty produkéniho média na 33 °C bylo toto médium naockovano inokulum. Rust
kultury byl sledovan m&fenim ODggo, pH kultury bylo udrzovano na hodnoté 7,0 automatickym
pfidavanim hydroxidu amonného a 48,7% kyseliny citronové. Po dosazeni hodnot ODgyo v r0z-
mezi 8,0 az 12,0 bylo zahajeno ptidavani Ziviny I exponencialni rychlosti. Kdyz se hodnoty
ODgy v rozmezi 8,0 az 12,0 bylo zahdjeno pfidavani Ziviny I exponenciélni rychlosti. KdyZ se
hodnoty ODggo nalézaly v rozmezi 30 az 40, zagalo se s piidavanim Ziviny II konstantni rychlosti.
Po dosaZeni hodnoty ODgy 67 aZ 83 byla kultura indukovéna aseptickym pfidanim sterilniho
autoinduktoru (lakton homoserinu) do kone¢né koncentrace 0,6 mg/l. V okamZiku indukce byly
rychlosti pfidavani Zivin I a Il zménény na konstantni. Kultura byla sklizena v ¢ase 16D 2 hodiny.
po indukei.

Po ukondeni fermentace byly buiiky sklizeny centrifugaci v 500ml kyvetach. Buriky byly sedi-
mentovéany do pelety centrifugaci pfi 10 000 ot./min po dobu 30 minut. KaSovita bakterialni
peleta byla nafedéna na hustotu 15 % pevnych &astic v lytickém pufru slozeném z 50 mM Tris
a5 mM EDTA, pH 8,0. Resuspendované buiiky byly poté lyzovéany trojnasobnym protlacenim
suspenze homogenizatorem (APV Gaulin, Inc., Everett, MA) pfi tlaku 57 MPa (8000 psi). Centri-
fugaci homogenatu pti 10 000 ot./min 30 minut byla ziskdna inkluzni t&liska (IBs). Inkluzni
t&liska byla promyta resuspendovanim v lytickém pufru a tieti centrifugaci pfi 10 000 ot./min 30
minut. IBs byla resuspendovéna v deionizované vodé& (v poméru 1:1) a naposledy byla centrifu-
govana pii 10 000 ot./min po dobu 30 minut. Tento krok pfedstavuje druhé promyti. Promyta
inkluzni t&liska kazdého z proteini byla pfipravena k rozpousténi, renaturaci a purifikaci.
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C. Rozpousténi/renaturace proteint:

Promyté inkluzni téliska z kazdé 10litrové fermentace byla solubilizovdna v 80 ml solubiliza¢- .
niho pufru (50 mM Tris, 8 M mocovina, 160 mM cystein, pH 9,5). Hodnoty pH solubilizaéni
smési byla nastavena na 9,5 pomoci 10N NaOH a smés byla michana pfi teploté mistnosti 2-3
hodiny. Kazda varka poskytla vytézek zhruba 200-250 g IBs.

Jednotlivé solubilizaéni smési byly fedény v poméru 1:20 s ledovym renaturaéni pufrem (50 mM
Tris, 1, M mocovina). Kazdy z koneénych objemu byl pfiblizné 16 litr. Poté byla hodnota pH
jednotlivych smési upravena na 9,7 pomoci 6N HCI a smési byly zvolna michény pfi 4 °C po
dobu 2 az 3 dnd.

Poté bylo pH kazdé ze smési nastaveno na hodnotu 5,0 pomoci ledové kyseliny octové a 6N HCL.
V kazdé ze smési se vytvafel precipitat, ktery byl odstranén centrifugaci pfi 10 000 x g na
centrifuze Beckman Model J2-HS. Ziskany material byl filtrovan na filtru o porech 5 um
a 0,22 pm.

D. Purifikace

Proteinovy material po renaturaci byl pfipraven pro purifikaci na sefar6zovém sloupci 1X~1 SP-
Sepharose Big Bead™ (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ).

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

Pufr A Pufr B

25 mM octan 25 mM octan
50 mM NaCl 375 mM NaCl’
pH 5,0 pH5,0. |

Pfed nanesenim renaturovaného materialu byla kazda kolona ekvilibrovana se 4 aZ 5 objemy.
kolony pufrem A. Material zjednotlivych varek byl oddélené nanaSen na kolony k pre&isténi.
Na kazdou kolonu bylo naneseno maximaln& 12 g proteinu na litr pryskyfice. Pak byla kazda
kolona promyta se 3 a% 4 objemy kolony. pufrem A (dokud se hodnota UV absorbance nevratila
k zakladni trovni). Proteiny byly eluovany pomoci line4rné rostouciho gradientu soli v rozmezi
50 az 375 mM NaCl v celkovém rozsahu 8 objemt kolony. Cela bilkovinna frakce pro kazdé .
provedeni byla sbirdna dohromady. Jimani kazdé proteinové frakce na kolon& zacalo, kdyz UV
absorbance vzrostla p¥iblizné na 20 % maxima piku. Sbér eluatu byl zastaven v ptipadé dosaZeni
hodnot 50 % maxima UV absorbance, anebo pokud absorbance prestala klesat.

Rychlost pritoki:

7,5 objemit kolony/hod — ekvilibrace, promyvani
15 objemi kolony/hod — nané3eni

6 objem1i kolony/hod — eluce

Veskera purifikace na kolonach byla provadéna pfi 4 °C.
Spojené frakce z kazdé IX-I kolony byly pfipraveny k dal§imu pfecisténi na kolon¢ Toyo Pear|™
Butyl 650M HIC column (Toso Haas, Phaladelphia, PA).
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Kolona 300 ml — Toyo Pearl™ Butyl 650M (4,4 cm x 20 cm)

Pufr A Redici pufr Pufr B

20 mM NaPO, 40 mM NaPO, Milli Q H,0

1,8 M NaCl, Ph 6,0 4 M NaCl
pH 6,0

Pfed nanesenim spojené frakce z kolony IX~1 byla kolona ekvilibrovéna se 4 aZ 5 objemy kolony
pufru A. Spojené frakce z IX~1 byly nafedény v poméru 1:1 fedicim pufrem a pH bylo upraveno
na hodnotu 6,0. Zfedéna spojena frakce z IX-1 byla nanesena na kolonu. Na kazdou kolonu byla
paneseno maximalné& deset gram proteinu na litr pryskyfice. Kazda kolona byla promyta se 3
objemy kolony pufru. Proteiny byly z kolony eluovany pomoci linedrniho klesajiciho gradientu

soli vrozmezi od 1,8 M NaCl az do H,O v celkovém rozsahu 8 objemi kolony. Jimani kazdé

bilkovinné frakce zapo&alo, kdyz UV absorbance vzrostla k 15 az 20 % maxima. Sbér byl
ukonden v pfipadé dosaZzeni hodnoty 50 % maxima UV absorbance, anebo pokud absorbance
prestala klesat.

Rychlost pritok:

6 objem1 kolony/hod — ekvilibrace, nafedéni a promyvani

3 objemy kolony/jod — eluce
Veskera purifikace na kolonach byla provadéna pfi teplot€ mistnosti.
Kazda spojena frakce z HIC byla pfipravena pro zahusténi/diafiltraci.

Zahusténi/diafiltrace (Concentration/diafiltration, C/D)

V kroku C/D byla uzita 1 &tvereéni stopa (30,5 cm x 30,5 cm) regenerované celulézové (mol.
hmotn., 5000) membrany PLLCTM (Milli-Pore, Bedford, MA). Kazda spojena frakce z HIC

kolony byla zahusténa na objem asi 200 ml a potom byla diafiltrovina proti 6 aZ 7 objemum
20mM NaPO, o pH 6,0, dokud nebyla hodnota vodivosti <4 mm/hod. ‘

Zahusténi/diafiltrace byla provadéna pfi teplot€ mistnosti.

Kazdy vzorek po C/D byl poté piipraven kpre01sten1 na koloné IX—2—365 ml SP—Sepharose
HP™ (Pharmacia Biotech, Icn., Piscataway, NJ).

Kolona IX—2-365 ml SP-Sepharose HP™ 5 cm x 18,5 cm)

Ekvilibraéni pufr Pufr A Pufr B
20 mM NaPO, 20 mM NaPO, 20 mM NaPO,
pH 6,0 pH 6,3 50 mM NaCl pH 6,8

Pred nanesenim jednotlivych C/D vzorkd byla kazda kolona ekvilibrovana se 4 objemy kolony
ekvilibra¢niho pufru. Kazdy C/D vzorek byl odd&leng nanaen na kolonu tak, aby nanesené
mnozstvi nepresahlo osm gram proteinu na litr pryskyfice. Pak byla kazda kolona postupné&
promyta se 3 objemy kolony ekvilibra¢niho pufru a se 3 objemy pufru A. Proteiny byly eluovany
pomoci linedrniho gradientu pH v rozmezi 6,3 az 6,8 a gradientu soli v rozmezi 0 az 50 mM
NaCl (pufr B) v celkovém rozsahu 8 objemii kolony. Sbér frakei zapocal pfi hodnoté OD 1,0 na
pocatku a kongil pfi dosazeni 50 % maxima na konci.
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Zkraceny sTNFR-I mlze byt solubilizovéan, renaturovan a pfecistén i jinym zpisobem, jehoZ
popis nasleduje.

C.1 Rozpousteéni/Renaturace proteini:

Promyta inkluzni téliska (IBs) jsou rozpusténa v roztoku o slozeni 8 M mocovina, 60 mM Tris,
100 mM cystein tak, aby vysledna koncentrace roztoku byla 6,5 M mocovina, 50 mM Tris
a 80 mM cystain, pH 9,5 a 5 — 10 mg/ml zkraceného sTNFR-I. (Koncentrace sTNFR-I je
stanovena na zakladé mnoZstvi sSTNFR-I v promytych IBs v g/1). Roztok se michan pfi teploté
mistnosti 90 minut a poté jsou proteiny renaturovany zfedénim 1:10. v ledovém (4 °C — 8 °C)
pufru o slozeni 0,85 M mocovina, 50 mM Tris, pH 9,8 (pH je méfeno pti teploté 4 °C -8 °C).

Roztok, ve kterém probihé renaturace, je micham 24 az 72 hodin pii 4 °C az 8 °C. Ke konci této
doby je pfidana ledova kyselina octova (~ 20 mM) pH je upraveno na 5,0. Vytvofena sraZenina je
odstranéna centrifugaci a supernatant je uchovan pro naneseni na prvni kolonu.

D.1 Purifikace

Po precipitaci kyselinou byl projasnény. spojeny. vzorek supernatantu nanesen na kolonu SP—
Sepharose Big Bead™ (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ), kterd byla ekvilibrovina
pufrem o slozeni 20 mM octan sodny, 75 mM NaCl, pH 5,0. Vzorek byl nanesen na kolonu
v mnoZstvi nepfesahujicim 15 g zkraceného sTNFR-I na litr objemu napln€. Po naneseni byla
kolona promyta se 3 objemy kolony 20 mM octanu sodného, 75 mM NaCl, pH 5,0 a eluovana
s linearnim gradientem (9 objemu kolony) v rozmezi 75 mM aZ 450 mM NaCl ve 20mM octanu
sodném, pH 5,0. Krok na kolon¢ SP-Sepharose Big Bead™ (SP-BB) byl provadén pfi teploté
4°Caz8°C.

Spojené frakce z kolony SP-BB byly nafedény v poméru 1:1 ve 2 M NaCl, 60 mM octanu, pH
4,5 a pokud to bylo nutné, bylo pH upraveno na hodnotu 4,5. Spojena frakce z kolony SP-BB
byla nanesena na kolonu Toyopearl™ Butyl 650M (Toso Haas, Philadelphia, PA), ktera byla
ekvilibrovéna s pufrem o slozeni 1 M NaCl, 30 mM octan, pH 4,5. Na kolonu byl nanesen zkra-
ceny sSTNFR-I v mnoZstvi ~ 10 az 13 grami na litr naplné kolony. Po naneseni vzorku byla
kolona promyta se 3 objemy kolony pufru o slozeni 1 M NaCl, 30 mM octan, pH 4,5 a eluovéana
s linearnim gradientem (8 objemi kolony) v rozmezi 1 M NaCl az 0 M NaCl ve 30mM octanu,
pH 4,5. '

Purifikované frakce zkraceného sTNFR-I z kolony Butyl 650M byly spojeny, zfedény vodou
v poméru 1:5 a naneseny na kolonu SP-Sepharose High Performance™ (SP-HP) (Pharmacia
Biotech, Inc., Piscataway, NJ), ktera byla ekvilibrovana s 30mM octanem, pH 4,5 (naneseno ne
vice nez ~ 15 g/l objemu napln&). Kolona byla potom promyta se 3 objemy 30mM octanu, pH4,5.
a eluovana s linearnim gradientem (12 objemi kolony) v rozmezi 100 mM aZ 400 mM NaCl
v 30 mM octanu, pH 4,5. Purifikované frakce zkraceného sSTNFR—i byly spojeny a hodnota pH
upravena na 5,0 pomoci NaOH.

C. PEGylace:

1. Ptiprava sSTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG (33 kDa)

Do chlazeného (4 °C) roztoku sSTNFR-R2.6D/N105 (3,5 mg/ml) v 50mM octanu sodném, pH 4
byl za stalého michani pfidan trojnasobny molarni nadbytek t-BuPEG (mono—t—butoxy-poly-
ethylenglykol o primérné molekulové hmotnosti 33 kDa, Shearwater Polymers, Inc.). Pak byl

ptidan NaCNBH; do vysledné koncentrace 20 mM a reakéni smés byla michana 18 aZ 24 hodin
pii 7 °C. :
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tozsah modifikace proteinu v priibéhu reakce byl sledovan pomoci, SEC HPLC kolony.
TSKG3000sw,; (Toso Haas, Montgomeryville, PA) vymyvané s fosfatovym pufrem o slozeni 0,1.
M fosfore¢nan sodny pH 6,9, 0,5M NaCl a 10 % ethanol rychlosti 0,7 ml/min (Toso Haas,
Montgomeryville, PA). :

pH reakéni smési bylo upraveno na hodnotu pfiblizné€ 3,5 pomoci 1M HCI a reakéni smés byla
zfedéna vodou na vyslednou koncentraci 1,5 mg/ml.

sTNFR-I 2.6D/N105—t-BuPEG (33kDa) byl oddélen od piebytku t-BuPEG a jinych vedlejSich
produktd iontoméniovou chromatografii na SP Sepharose HP 16/ 10™ (Pharmacia Biotech, Inc.,
Piscataway, NJ).

:eak&ni smés byla nanesena na kolonu a nezreagovany t-BuPEG byl vymyt se 3 objemy kolony
startovaciho pufru A (20 mM octan sodny, pH 4,0). sSTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG (33kDa) byl
eluovén s linearnim gradientem (20 objemi kolony) v rozmezi 0 az 30 % pufru B (1 M NaCl ve
220 mM octanu, pH 4,0). Eluat byl mé&fen pii 280 nm. Kazda frakce obsahujici sTNFR-I
2.6D/N105-t-BuPEG (33kDa) byla analyzovana pomoci SDS-PAGE na komer¢né pfipravenych
gradientovych 4— 20% gelech (Novex, San Diego, CA). Frakce byly spojeny podle vysledki
SDS-PAGE, zahustény a sterilné zfiltrovany. Vsechny spojené frakce pfecisténého sTNFR-I
2.6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) byly opét analyzovany pomoci SDS-PAGE a SEC HPLC.
Protein je pfeveden do roztoku 10mM fosfore¢nanu sodného, pH 6, a 20mM NaCl.

2. Ptiprava sSTNFR-I 2.6D/N105-33 kDa (MePEG)

Do chlazeného (7 °C) a michaného roztoku sTNFR-2.6D/N105 (4 mg/ml) byla pfidavana kyseli-
na octova, dokud pH nedosahlo hodnoty 5,0. K tomuto roztoku byl pfidan 15 mM NaCNBH;
a dvojnasobny molarni prebytek t-butoxy PEG (t-butoxy—polyethylenglykol) o primé&rmné mole-
kulové hmotnosti 33 kDa, Schaerwater Polymers, Inc.). Reakéni smés byla pfi této teplot kratce
zamichana a potom ponechana inkubovat po dobu asi 18 hodin.

Po 18 hodinach byla reakéni smés upravena na hodnotu pH 3,0 kyselinou citronovou.

sTNFR-I 2.6D/N105-MePEG (33kDa) byl oddélen od ptebytku MePEG a jinych vedlejSich
produktii iontovou chromatografii na kolon€ SP. Sepharose HP™ (Pharmacia Biotech, Inc., Pisca-
taway, NJ).

Reakéni smés byla nanesena na kolonu (maximaln& 8 mg/ml polymeru) a nezreagovany MePEG
byl eluovén se 3 objemy kolony startovaciho pufru A (20 mM citronan sodny, pH 3,0). sSTNFR-I
2.6D/N105-MePEG (33kDa) byl eluovan linearnim gradientem (16 objemi kolony) v rozmezi
0,1 az 0,5 M NaCl ve 20mM citratu, pH 3,0. Eluat byl méfen pii 280 nm. Kazda frakce obsahu-
jici STNFR-I 2.6D/N105-MePEG (33kDa) byla analyzovéna pomoci SDS-PAGE na komercné
ptipravenych gradientovych 4-20% gelech (Novex, San Diego, CA). Frakce byly spojeny podle
vysledkti SDS-PAGE, zahu3tény a sterilné zfiltrovany. VSechny spojené frakce precisténého
sTNFR-I 2.6D/N105-MePEG (33kDa) byly opét analyzovany pomoci SDS-PAGE. Purifikova-
ny sTNFR-I 2.6D/N105-MePEG (33kDa) byl zahu$tén na 5 — 20 mg/ml a pfeveden do PBS, pH
6,5 (10 mM fosfore¢nan sodny, 35-100 mM NaCl), anebo do roztoku 20 mM octanu, 100mM
NaCl, pH 5,0.

3. Pfiprava sSTNFR~I 2.6D/N105-MePEG(20kDa)

Postup kroku A piipravy sSTNFR-I 2.6D/N105-MePEG (33kDa) byl v podstaté zopakovan s tou
vyjimkou, Z¢ MePEG (mono-methoxy-polyethylenglykol o primé&mé molekulové hmotnosti
33 kDa (Shearwater Polymers, Inc.) byl nahrazen MePEGem (mono-methoxy-polyethylenglyko-
lem o pramérné molekulové hmotnosti 20 kDa (Shearwater Polymers, Inc.). Ziskany protein byl
preveden do roztoku 10mM fosfore¢nanu sodného, pH 6,5 a 20mM NaCl.
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4. Pﬁ'p’ravé dalich konjugati

Daldi konjugaty STNFR-2.6D/N105 byly pfipraveny v podstat€é shodn€ jako STNFR-I
2.6D/N105-MePEG (33kDa) s tou vyjimkou, Ze byly pouZity nasledujlm typy PEG- aldehydu
(Shearwater Polymers, Inc.):

linearni monofunké&éni — mol. hmotn. 5 kDa, 6 kDa a 57 kDa,
rozvétveny monofunké&ni— mol. hmotn. 10 kDa, 20 kDa a 40 kDa,
linearni bifunkéni — mol. hmotn. 8 kDa a 20 kDa,

rozvétveny trifunkéni— mol. hmotn. 10 kDa.

Ziskané proteiny byl ptevedeny do roztoku 10mM fosfore¢nanu sodného, pH 6,5 a 20mM NaCl.
5. Jiné zpisoby pegylace
Zkracené molekuly sSTNFR-I mohou byt pegylovény a purifikovany také jinymi zpisoby:

Eluat z kolony SP-HP (3—5 mg/ml, pH upraveno na 5,0) reaguje se 2 mol polyethylenglykolu
(napf. MePEG anebo t-BuPEG) na jeden mol sTNFR-I 2.6D/N105 (~ 5 gramu t-BuPEG na
gram s TNFR-I 2.6D/N105). Po rozpusténi polyethylenglykolu je pfidano 10 — 20 mM kyanobo-
rohydridu a roztok je inkubovan pfes noc pii 7 °C — 15 °C. Po skon¢eni pegylace (~ za 18 hodin)
je reakce ukongena pfidanim 10 mM glycinu.

Pegylaéni smés je zfedéna se 4 objemy 50mM octanu, pH 4,0, a jestlize je treba je koneéné pH je

upraveno na hodnotu 4,0. Smés je nanesena na kolonu SP-HP ekvilibrovanou s 50mM octanem,
pH 4,0. Na kolonu je naneseno maximéln& 8 gram sTNFR-2.6D/N105 na litr objemu naplné.
Poté je kolona promyta se 3 objemy kolony ekvilibra¢niho pufru a eluovana linedrnim gradien-
tem 0 az 0,3 mM NaCl v 50mM octanu, pH 4,0. Monopegylovane frakce sSTNFR-2.6D/N105—
30kDa jsou sbirany, pH upraveny na hodnotu 5,0, a frakce jsou dale zahustény a diafiltrovany do
izotonického pufru. VSechny purifikacni kroky jsou provadény pii teploté mistnosti. Protein je
pieveden bud’ do PBS, pH 6,5 (10 mM fosfore¢nan sodny, 35-100 mM NacCl), nebo do roztoku
20mM octanu, 100mM NaCl, pH 5,0.

6. Priprava sSTNFR-I 2.6D/C105 ,,dumbbell“ a sSTNFR~I 6D/C106 ,,dumbbel“ 1

Polyethylenglykol aktivovany sulfonovou skupinou (pfipraveny a pfegiStény podle US patentove
prihlasky &. 08/473, 809, podané 7. &ervena 1995 a US patentové ptihlasky.¢. 08/611,918, podané
6. biezna 1996) [PEG 20 000-bis—vinylsulfon] byl pouzit k dimerizaci proteinti v podstaté podle
metody popsané v PCT publikované piihlasce WO 95/34326, s vyjimkou redukénich a reakénich
podminek. Pied pr1pOJen1m k polyethylenglykolu byly proteiny redukovany se 4 mol DTT na
jeden mol proteinu pfi teplotd 5 az 9 °C, pH 7,6. V3echny reakce probihaly v ptitomnosti 30%
glycerolu. Dimerizovany protein se nazyva sSTNFR-I 2.6D/C105db a sTNFR-I 2. 6D/C106db.
Kazdy protein byl preveden do PBS, pH 6,5 (10 mM fosfore¢nan sodny, 35-100 mM NaCl),
nebo do roztoku 20mM octanu, 100mM NaCl, pH 5,0.

7. Piiprava srovnavacich molekul STNFR~I

(i). STNFR-I 4D/N105 byl ptipraven podle popisu v EP 422339. sTNFR-1 4D/N 105-t-BuPEG
(33kDa) byl p¥ipraven pegylaci sSTNFR-I 4D/N105 v podstaté podle postupu uvedeného vyse pro
pegylaci STNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG(33kDa). sTNFR-I 4D/N105-t-MePEG (33kDa) byl
pFipraven pegylaci sSTNFR-I 4D/N105 v podstaté podle postupu uvedeného vySe pro pegylaci

sTNFR-I 2.6D/N105—t-MePEG (33kDa). P¥iprava sSTNFR-I 4D/C105 a sTNFR—I 4D/C105db j Je
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popsana v PCT publikované prlhlasce WO 95/34326 Ziskané protemy byly rozpusteny v roztoku;
10mM fosforednanu sodného, pH 6,5-a 20mM NaCl.

(). sTNFR—I 4D/C105-33kDa (MePEG) byl prlpraven pegylaci 4D/C105 v podstaté podle.
postupu uvedeného vyse pro pegylaci STNFR-I 2.6D/C105-33kDa (MePEG) s touto vyjimkou:*
reakce probihala pfi pH 7,5's 1,3 mol DTT na mol s TNFR-I pfiblizn€ 5 az 6 hodin, pote nasle-
dovalo odstranéni DTT na kolong& SP—Sepharose™ FF a pegylace s 1,5 az 3 mol PEGu na mol
proteinu po dobu nejmén& 15 hodin pii teploté mistnosti. Ziskany protein byl rozpustén bud’
v PBS, pH 6,5 (10 mM fosfore¢nan sodny, 35-100 mM NaCl), nebo ve ZOmM octanu, 100mM
NaCl, pH 5,0.

(iii). STNFR-I 3D/N105 (sTNFR-I 4D/N105 zkraceny o 34 aminokyselin na C konci) byl
piipraven nasledujicim zpiisobem. PCR amplifikace byla provedena s sSTNFR-I 4D/N105 jako
templatem a s primery OLIGO#13 (nese Ndel misto, hybridizuje s 5' koncem zkriceného genu)
a OLIGO#14 (nese Hindll misto, hybridizuje s 3’ koncem zkraceného genu). PCR amplifikatni
reakce probihala ve 25 cyklech; kazdy cyklus se sklidal ze 30 sekund pfi 94 °C denaturace,

15 sekund pfi 60 °C hybridizace primerG a 1 minuty pfi 72 °C polymerace [termocyklér typ 2400
(Perkin—Elmer Cetus, Norwalk, CT)]. PCR produkt byl predistén pomoci soupravy QIAquick™
PCR Purification Kit (QIAGEn, Chatworth, CA). Pregistény PCR produkt byl $tépen s enzymy
Ndel a Hindlll a poté byl izolovan z gelu pomoci soupravy QIAqulckTM Gel Extraction Kit'
(QIAGEn, Chatsworth, CA). PCR produkt izolovany z gelu byl ligovan do vektoru pAMGl11
a vnesen transformaci do bunék E. coli FM 15.

S' OLIGO#13: (SEQ ID NO:80) A
5' —GGTTAGCCATATGGACAGCGT'I‘_TGCCCCCAA-3 !

3' QLIGO#14 (SEQ ID NO:81) |
5’—CCCAAGCTTTTAGGTGCACACGGTGTTCTGTTT-3'

Ziskany protein byl rozpustén v 10mM fosfore¢nanu sodném, pH 6 5 a 20mM NaCl.

(iv). sTNFR-I 3D/C105 (sTNFR-I 4D/C105 zkraceny o 34 ammokysehn na C konci) byl
pfipraven shodn& jako sTNFR-I 3D/N105, jako templatu byl viak pouzit STNFR-I 4D/C105.
sTNFR-I 3D/C105 byl rozpustén bud’ v PBS, pH 6,5 (10 mM fosforecnan sodny, 35-100 mM
NaCl), nebo ve 20 mM octanu, 100 mM NaCl, pH 5,0.

(v). sSTNFRI 3D/C105db byl prlpraven podobné jako sSTNFR-I 4D/C105db, jako vychozi latka
byl viak pouzit sSTNFR-I 3D/C105 namisto. STNFR-I 4D/C105. sTNFR-I 3D/C105db byl
rozpustén bud’ v PBS, pH 6,5 (10 mM fosforecnan sodny, 35-100 mM NaCl), nebo ve 20 mM
octanu, 100 mM NaCl, pH 5,0. :

Priklad II

U rtznych forem zkraceného rekombinantniho rozpustného TNFR-1 byla stanovovana schopnost
inhibovat aktivitu TNF.

A. WEHI cytotoxicky test:
Test WEHI je zaloZen na proliferaci bungk in vitro (Edwards et al. (1991), Endocrinology,
128:989-996). Bunééné linie jsou citlivé k TNF—a (tzn., Ze TNF-a je cytotoxicky). V pfitomnos-

ti inhibitoru TNF—o jsou buiiky chranény pred cytotoxickym ucinkem a jsou proto schopny
proliferace. ‘ '
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Protokol:

Butiky WEHI 164, klon 13, které jsou citlivé k TNF (ATCC, Rockville, MD), byly suspendovany
v koncentraci 20 x 10* bunék/ml v RPMI médiu (Gibco, Grand Island, NY) doplnéném 5% fekal-
nim hovézim sérem (Fetal Calf Sérum, Hyclone, Ogden, UT) a penicilinem se streptomycinem
v poméru penicilin 50 U/ml:streptomycin 50 mg/ml. Sto mikrolitri této buné&né suspenze bylo
naneseno do kazdé zjamek 96mistné mikrotitratni desticky s plochym dnem a buiiky byly
ponechany adherovat po dobu 4 az 6 hodin pfi 37 °C v 5% CO,. Do kazdé jamky bylo pfidano
10 pl aktinomycinu D v koncentraci 0,0060 mg/ml (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Deset
mikrolitri rekombinantniho lidského TNF-o o koncentraci 50 ng/ml (kone¢na koncentrace
5 ng/ml) bylo ptidano do kazdé jamky. Dvojkova fedici fada riiznych forem sSTNFR (sTNFR-I
2.6D/C106, sSTNFR-I 4D/C105 a sTNFR~I 4D/C105db) byla nafedéna v PBS a z tohoto fedéni
bylo dvojmo do jamek ptidano 10 pl/jamku, obsahujici adherované buitky linie WEHI 164,
k nimz byl jiz dfive pfidan rekombinantni lidsky TNF—o.. Buiiky WEHI 164, klon 13 byly inku-
bovany po dobu 18 hodin pfi 37 °C v 5% CO,. Po skonceni inkubace bylo pfidano 10 mi roztoku
(2 mg/ml) organického barviva, jimz byl MTT tetrazolium (3-[4,5-diomethylthiazol-2-y1]2,5—
difenyl tetrazolium bromid; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) a butiky byly solubilizovany
ptidanim 50 pl roztoku DMF/SDS (20 % SDS a 50 % N,N-dimethylformamid, pH 4,7). Roztok
DMF/SDS byl promichavan n&kolikerym nabranim a vypu$ténim do a ze Spicky pipety, dokud
nebyly vechny krystalky MTT rozpustény a buiiky byly dale inkubovény po dobu 2 az 22 hodin.
Hodnoty absorbance (abs) byly méfeny na &tecim zafizeni Vmax pfi 570 m. Procento specifické
cytotoxicity bylo vypogitano z hodnot optickych denzit podle vzorce:

% specifické cytotoxicity = 100% x [abs (buiky + médium) — abs (buiiky + vzorek)] / [abs
(butiky + médium) — abs (buiiky + TX-100)].

Potet jednotek TNF v kazdém vzorku byl uréen pomoci procentudlni Speciﬁcké cytotoxicity
vzhledem k my$im standardim tak, jak bylo popsano dfive.

Vysledky WEHI testu jsou shrnuty niZe v tabulce 2:

TABULKA 2: In vitro aktivita v testu WEHI

' SloucCenina ‘ ICso (ng/ml)

sTNFR~-1 208

2.6D/C106 | o
sTNFR-T 238

4D/C105

STNEFR-1I N/A

4D/C105db

Na zakladé vysledku testu WEHI nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v biologické uginnosti
in vitro mezi sSTNFR-I 2.6D/C106 a sSTNFR-I 4D/C105. ‘

B. L929 cytotoxicky test:

1929 cytotoxicky test je zaloZen na proliferaci bunék in vitro (Parmely et al. (1993),J. Immunol.,
151:389-396), a stanovuje rovnéz vytotoxicitu na zakladg citlivosti bunék k TNF—o vedouci
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k jejich zabijeni. Buné&né linie jsou citlivé na TNF—o (tzn., Ze TNF-a je pro né cytotoxicky).
V pfitomnosti rozpustného inhibitoru TNF—a. jsou buiiky chranény pred cytotoxickym €inkem
TNF-a, a jsou proto schopné proliferace.

Protokol:

Bun&éna linie 1929 byla ziskana z American Type Culture Collection (Catalog number CCL 1,
NCTC klon 929, klon kmene L, pojivova tkai, my$). K pomnoZeni bunék bylo pouzito RPMI
Medium 1640 doplnéné 10% FBS (fetalni hovézi sérum) + 1% roztok L-glutaminu + 1% roztok
penicilin—streptomycinu. -

Test byl provadén v 96mistnych mikrotitraénich desti¢kach (Corning) tak, Ze bylo pouZito pouze
60 vnitfnich jamek. Testované a standardni vzorky byly testovany trojmo na téZe desticce.

TNF-a pouZity v testu pochazi od R&D Systems (Minneapolis, MN). Ve vSech pokusnych
jamkach byla kone&na koncentrace TNF-a 1 ng/ml.

Jako fedidlo bylo v testu pouZivano ristové médium pro L929, obsahujici 10 ng/ml TNF-a a
10pg/ml aktinomycinu D (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Desti¢ky byly sklizeny pomoci
roztoku XTT/MEN (1,5 mg/ml XTT + 75 mM MEN).

Prvni den byly buiiky vysety. na pokusné desticky. Bun&né suspenzebyla pfipravena trypsinizaci
a resuspendovanim bun&k do koncentrace 3,33 x 10* bunék/ml. Do kazdé z vnitinich 60 jamek
pokusné destitky bylo vyseto 180 ml této buné&né suspenze. 200 ml ristového média bylo roz-
misténo ve vnéjsich 36 jamkach, aby byly vylou€eny chyby pokusu zpiisobené odpafovanim.
Desticky, pikryté folii a chranéné pted privanem, byly ponechany pfi teploté mistnosti asi jednu
hodinu. Poté byly umistény do inkubétoru s vysokou vlhkosti, pfi teplot€ 37+ 2°C,a v 5+ 1%
CO,. Destitky byly. inkubovany po dobu pfiblizng 20 az 22 hodin, poté byl pfidan sTNFR-I
v rizném fedéni. ‘

Druhy den byl pfipraven standard sTNFR-1 4D/N105 a pokusné vzorky timto zpusobem:
standard s TNFR-I 4D/N105 a pokusné vzorky byly zfedény na koncentraci pfiblizné 2,0 mg/ml
(anebo na jinou vhodnou koncentraci). Byla provedena postupna fedéni této koncentrace tak, aby
vznikla fedici kiivka o 10 bodech sahajici od hodnoty pfiblizné 1,0 x 10° ng/ml k 1,0 x 107
ng/ml, v&etné hodnoty 0 ng/mL (pouze testovaci fedidlo). Mohou byt pouZity i jiné vhodné kon-
centrace. Trojmo na kazdou testovaci desti¢ku bylo naneseno 1 000 pl z kazdého fedéni. Poté
byly desti¢ky inkubovény v inkubétoru s vysokou vlhkosti pfi teploté 37+ 2°C,av 5+ 1% CO,
po dobu 20 E 1 hodina. v

Tteti den byl pfidano 50 ul na jamku roztoku XTT/MEN do 60 vnitfnich jamek testovacich
desti¢ek. Desticky byly inkubovany v inkubétoru s vysokou vlhkosti pfi teplot€ 37+ 2 °C,avst
1% CO, (Falcon, New York, New York) po dobu 24 + 0,5 hodina.

Ctvrty den byly stanoveny hodnoty optické hustoty (OD) pokusnych destiek pii 450 nm minus
650 nm na &tecim zatizeni ELISA (SpectraMAX, Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA).
Pokud byla pro jamky na destiéce pfi téchto vinovych délkach ziskana hodnota OD 4000, musela
byt destitka ihned znovu odegtena pfi 490 nm minus 650 nm, a tyto udaje byly pouzity pro vypo-
cet.

Standardni logaritmicka k¥ivka zavislosti odpovédi na davce byla stanovena pomoci Ctyfpara-
metrové logistické aproximace. Pivodni koncentrace neznamych vzorkd byly vypocitany ze
standardni kiivky, pro standard byla vypo&tena hodnota EDs, a korelaCni koeficient byl vypocten
ze standardni kiivky.
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Vysledky:

Vysledky 1.929 cytotoxického testu jsou shrnuty v tabulce 3.

CZ 296835 B6

TABULKA 3: In vitro aktivita v L929 cytotoxickeém

testu

Slouc¢enina | Koncentrace EDso {ng/ml)
) (mg/ml)

sTNFR-I 4D/C105db 7.8 1,0 £ 0,1
STNFR-I 2,6 1,1 £¢C,¢C
2.6D/C105db

sTNFR-I 2.D/C106db | 2,2 1,0 £ C,1
sSTNFR-I 4D/N105-t- | 2,0 229,2 £ B
~BuPEG (33kDa)

sTNFR-I 4D/C105-t- | 1,1 325,5 x 147
~-BuPEG{33kDa)

sTNFR-I 2.6D/C105- | 1,7 210,2°% 9
t-BuPEG {33kDa) _

Vnit¥#ni standard 3,5 314,8 + 188,1

sTNFR-I 4D/C105

Udaje naznaduji, ze sSTNFR-I 4D/C105db, sTNFR-I 2.6D/C105db a sTNFR-I 2.6D/C106db jsou
aktivni a maji srovnatelnou odpovéd’ na délku v porovnéni se standardem. Déle z té€chto udajit
plyne, ze STNFR-1 4D/N105-t-BuPEG (33kDa), sTNFR-I 4D/C105-t-BuPEG (33kDa)
a sSTNFR-I 2.6D/C105—t-BuPEG (33kDa) maji témé&f o dva fady niZi aktivitu, nicméné jsou

jest& v tomto testu aktivni v porovnani s STNFR-I 4D/C105db.

Pokus #2
sTNFR-I 3D/C105db 0,2 2,2 % 0,3
sTNFR-I 3D/C105db 0,2 2,0*
STNFR-I 3D/C105db 1,9 1,8*
sTNFR-I 3D/N105 2,4 413, 3*
Vnit#ni standard: 3,5 115,9 = 42,1
STNFR-I 4D/C105

* Hodnota zaloZena na jediném vysledku
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Tyto udaje naznacuji, Ze STNFR-I 3D/C105db je aktivni a hodnoty EDs, jsou v rozmezi hodnot
charakterizujicich sTNFR-I 4D/C105db (pokus #1), sSTNFR-I 2.6D/C105db (pokus #1)
a STNFR-I 2.6D/C106db (pokus #1). Vysledky rovnéz ukazuji, Ze sSTNFR-I 3D/N105 je méné
aktivni néz vnitini standard sSTNFR-I 4D/C105.

C. Reaktiva¢ni modelovy pokus zaloZeny na indukci buné¢nou sténou streptokoka:

Reaktivaéni modelovy pokus artritidy. indukované bunéénou sténou streptokoka u krys byl pro-
veden podle znamych protokoli (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 krys Lewis (Charle River Laboratories, Inc., Wilmington, MA), kazda o vaze 175 az
185 gramu, byly intraartikularn€ injikovany do kloubu na pravém kotniku se suspenzi preparatu
bunééné stény streptokoka, obsahujicim peptidoglykan—polysacharid (SCW) (Lee Laboratory,
Grayson, GA) v davce 1,5 mg/10 mg na kloub. Fyziologicky roztok byl injikovan do kontralate-
ralniho kloubu jako kontrola. Intraartikularni injekce SCW zptisobuje akutni artritidu relativné
kratkého trvani s otokem kloubu, ktera vrcholi jeden aZ dva dny po injekci. Po._dvaceti dnech,
béhem nichZ dozni akutni zanétliva odpovéd’, byl opét poddn SCW, a to intravenézni injekci
v davce 200 mg/200 ml na krysu. Druha dvka je postadujici k reaktivaci zanétu v tomto kotniko-
vém kloubu, do kterého byl predtim injikovan'SCW, avsak ma maly G&inek na kotnik injikovany
fyziologickym roztokem. Rozsah zan&tu béhem 72 hedin po nitroZilni injekci SCW byl stanoven
méfenim zadniho kotnikového kloubu pomoci kotnikového kaliperu v &asech 0, 24, 36, 48 a 72
hodin po reaktivaci artritidy, poté byl zadni kontralateralni kloub odebran pro hlstologlcke vySet-
feni (napf. zanét, vytvofeni pannusu, poskozem chrupavky a kosti.). :

Vysledky:

Byly testovény acinky podéni sSTNFR-I 2.6D/C106db na vyvoj kloubniho otoku béhem reakti-
vace artritidy. Kazdy z inhibitord a slepy vzorek byly podany v jedné intravenézni 1n_|ekc1
24 hodin pred reaktivaci pomoci SCW.

sTNFR-I 2.6D/C106db vykazoval statisticky vyznamnou. i€innost v redukci otoku kloubu, pro-
kazanou analyzou rozptylu (ANOVA) ve ,Fischerové post-hoc testu“ (Statvier®), ve vech
{tyfech davkach podanych dva nebo tfi dny po reaktivaci a ve vSech davkach s vyjimkou jedné
(1,5 mg/kg) podanych prvni den. Tato redukce otoku je srovnatelna s pozitivni kontrolu STNFR~
4D/C105db, podavanou denné v davce 0,5 mg/kg (napt. 8,8 mM) v Easovém rozmezi od prvniho
dne pied reaktivaci do tfetiho dne po reaktivaci. Preparaty sSTNFR vykazovaly také vyznamnou
(i&innost, pokud hodnotime rozsah otoku jako celek v prib&hu tii dni. Plocha vymezena kiivkou
(AUC) mé charakter zéavislosti odpovédi na davce pfi vSech davkach (viz obrazek 9, sSTNFR-I
2.6/C106db je oznagen ,,sTNFR-I 2.6D* a sSTNFR-I 4D/C105db je oznacen ,,sTNFR-I1 4D%).

sTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG (33kDa) vykazoval vyznamnou redukci v §ifce kloubu a
histologickych indexech ve srovnani s kontrolni skupinou v pokusu modelujicim onemocnéni.

D. Modelovy pokus s pouzitim

D—galaktosamin/lipopolysacharidu:

D-galaktosamin (D-GalNH,)/lipopolysacharidovy (LPS) model (Parmely et al. (1993), viz vySe)
je modelovy pokus in vivo, zaloZeny na zviteci letalité vysoce zavislé na TNF-a.. Kromé& toho

u autoimunnich my$i MRL-Ipr/Ipr byla prokdzana extrémni citlivost k LPS— nebo SEB-induko-
vanému TNF-a (Mountz et al. (1995), J. Immunol., 155:4829-4837).
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Proto_kol :

U 68 tydnu starych mysich samic (MRL-lpr/lpr) (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) byla po
hladovéni pres noc i.p. injekci vyvolana reakce na nasledujici farmakologické preparaty: 25 mg
D-GalNH, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suspendovany v Hanksové balancovaném
solném roztoku (Gibco Laboratories, Inc., Grans Island, NY) (50 mg/ml); lipopolysacharid (LPS)
z E. coli sérotypu 0127:B8 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ve sterilnim, endotoxinu pro-
stém, fosfaitem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) (25mg/mys), anebo SEB (Toxin
Technologies, Sarata, FL) v bézném fyziologickém roztoku (50 mg/mys). Rizné formy sTNFR
byly podavany v postupném dvojnasobném fedéni (davka v mg/kg) tak, aby byla ziskana kfivka
EDs, s vyuZitim statistického softwaru od firmy Maclntosh (Statwiew®, Mountain View, CA).
Letalita byla sledovana béhem 48 hodin po vyvolani reakce.

Vysledky:

Jak ukazuje tabulka 4 nize, jestlize byl sSTNFR-I 2.6D/C106db podan tak, jak bylo vySe popsano,
1 hodinu pfed podanim LPS/DGalNH,, byla hodnota EDs, (tj. davka sTNFR-I 2.6D/C106db

nutna pro 50% ochranu mysi) v ¢ase 48 hodin R 50 pg/kg (N = 8 mySich jedinci). V porovnani
s STNFR-I 4D/C105db nebyly zjistény z4dné vyznamné rozdily (P > 0,05) ve schopnosti této
formy zabratiovat letalité.

(EDso = ~ 50 pg/kg; N = 8 mysich jedinci).

TABULKA. 4: Srovnéni sTNFR a optimalizovanych forem sTNFR
v modelovém pokuse LPS/D-GalNH, |

Preparat ED100 _ { EDsg f
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- | ~ 2 mg/kg ~ 400 pg/kg
-BuPEG (33kDa)

STNFR-I 2.6D/N105- |~ 800-1000 ug/kg ~ 1 mg/kg
~MePEG (20kDa) _

STNFR-I 2.6D/N105- |2 mg/kg ~ 1-1,5 mg/ks
-MePEG

{20kDa rozvétveny)

sTNFR-I 2.6D/N105- 1,5 mg/kg ~ 1 mg/kg
-MePEG

(40kDa rozvétveny)

Uvedené tdaje ukazuji, ze sTNFR-I 2.6D/C106db ma stejnou aktivitu jako sTNFR-I
4D/C105db, aviak sTNFR-I 2.6D/N105-T-BuPEG (33kDa) je vtomto modelovém pokuse
méné aktivni (hodnota EDs, je R400 pg/kg (n = 5 mysich jedinci). Kromé toho byly sTNFR-I
2.6D/N105-MePEG (20 kDa rozvétveny) a 2.6D/N105-MePEG (40kDa rozvétveny) v tomto
pokuse méné& (&inné. "
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E. Pokusny model artritidy indukované pomoci adjuvans:

Revmatoidni artritida indukovana u krys pomoci adjuvans se v mnohém podoba revmatoidni
artritidé u lidi. UCelem tohoto pokusu je demonstrovat, Ze systémové podani zkracenych forem
sTNFRs ma zmirfiujici G¢inek na patogenezi artritidy vyvolané pomoci adjuvans u mysi.

Protokol:

Samci krys Lewis (5-7 ve skuping) (Charles Laboratories, Inc., Wilmington, MA) o vaze nej-
méné 200 g byli kanylovani katétrem SQ a ponechani zotavit se po dobu nékolika dni. Potom
byli umisténi do infuznich kleci a klimatizovani po dobu jednoho tydne pied zacatkem infuzi
fyziologickym roztokem. :

V den 0 byly vSechny krysy injikovany se 100 pl Freundova kompletniho adjuvans (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), ke kterému bylo pfidano syntetické adjuvans M,N—dioktyldecyl-
decyl-N',N-bis(2-hydroxy—ethyl)propandiamin, 50 mg/ml. Osmy den byla riznym skupinim
krys podavana SQ kontinualni infuze sSTNFR-I4D/C105 a sTNFR-I 2.6D/N105.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.

TABULKA 5: Artritida indukovana pomoci adjuvans

Sloudenina | Davka AUC% Hmotnost | Zanét Res.
tlapky kosti
(mg/kg/hod) | (% inhib.) | (% inhib.) | Histopatologie
(% inhib.) {% inhib.}

Pokusi#l
STNFR-1 5 61 46 s 89
4Nn/C105 1 149 45 : 26 855

) 3 0,2 33 40 14 34
STNFR~ | 1 55 53 33 51
2.6D/N105 _
Pokus#2 _ 7 :
STNFR- I 5 42 ND 19 L 67
2.6D/N105 1 38 ND 13 4%
Pokus#3
e— 9 50 40 1327
2. 6D/NL0S5 3 35 34 9 22
-MePEG (20kDa) | 1 36 30 0 10
STNFR~1 9 43 37
2.6D/N105- 3 38 33
-MePEG (33kDa) | 1 24 20
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Formy sTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG (33kDa) a sSTNFR-~I 4D/C105db mély srovnatelnou anti-
artritickou aktivitu pro prlpad aftritidy vyvolané pomoci adjuvans u krys Lewis, ackoliv sSTNFR-
I 4D/C105db je G&inn&j3i vin vitro cytotoxickych testech WEHI-164 a 1.929, stejné jako
v pokusném modelu LPS/GalN.

F. Model artritidy indukované kolagenem:

Artritida indukovana kolagenem typu Il u krys v mnohém piipomina revmatoidni artritidu u lidi.
Ucelem tohoto pokusu bylo demonstrovat, Ze systémové podani zkracenych forem sTNFR ma
zmirfiyjici G¢inek na patogenezi artritidy vyvolané kolagenem typu II u krys a mysi.

Protokol pro krysy:

Krysim samicim Lewis (Charles River Laboratories, Inc., Wilmington, MA) byly implantovany
kanyly SQ, krysy byly pfivyknuty na upoutani béhem kontinualni infuze. Poté byly imunizovany
bovinnim kolagenem typu II ve Freundové kompletnim adjuvans. 13., 14. nebo 15. den po imuni-
zaci byla zvifata s rozvinutou artritidou ndhodné rozdélena do skupin po osmi jedincich. Infuze
riznych davek sSTNFR-I nebo slepého vzorku (vehikula) byla podavana pokusnym skupindm po
dobu sedmi dnu, jak je popsano v tabulce 6. Zanét v tlapce byl hodnocen dennim méfenim kot-
nikovych kloubid kaliperem. Sedmy den byla zvifata Setrné usmrcena a tlapky byl odebrany.
k uréeni vahy, ktera slouZi jako index zanétu. Kotnikové a kolenni klouby byly odebrany k histo-
patologickému vyhodnoceni parametrii artritidy.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6A.

TABULKA 6A: Artritida indukovand kolagenem

Slougenina | Davka AUC% Hmotnost | Z2a&nét _ Res,
tlapky Kosti
(mg/kg/hod) | (% inhib.) | (3 inhib.) | Histopatologie
(% inhib.) (% inhib.)
Pokus#l
STNFR-I 5 65 81 ND ND
4D/C105 1 35 34 ND ND
0,2 19 22 - |ND ND
STNFR-I 1 3§ 41 ND ND
2.6D/N105
Pokus#?2 {mg/kg/hod) »
| sTNFR-I 3 50 60 76 46
| 2.6D/N105~-
MePEG (33kDa)
| STNFR-I 3 47 50 ND ND
i 4D/N10S-
MePEG (33kDa)
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Pokus#3 | (mg/kg/nod) )
ST 9 25 44 ND | ND
2. B0/ME05~
~peEEG {3 3kDa)
STHFR- 3 25 37 ND ND
2.6D/NL0S- '
-8 PEG (33kDa)
STNFR-I 9 35 52 ND ND
2. 60/M105-
~MePEG (20kDa)
, STNED-T 3 35 37 ND ND
| 2.6D/N10S~-
~MaPEG {20kDa)

Je zajimavé, Ze v krysim modelu kolagenem indukované artritidy. byly u€innost u vSech léCenych
5 skupin témé&F shodna (napf. tvar kiivky procento (%) inhibice plochy vymezené kiivkou (AUC)
bylo v rozmezi 3059 %, inhibice hmotnosti tlapky se pohybovala v rozmezi 40-64 %). V tomto
modelu artritidy byla skupina zvitat, ktera nebyla lé¢ena, statisticky vyznamné odliSna.

- Protokol prd mysSi:

Samci DBA/1 (Jackson Laboratories, Inc. Bar Harbor, ME) byli imunizovani bovinnim
kolagenem typu II (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ve Freundové nekompletnim adjuvans.
24., 25. a 26. den po imunizaci byla zvifata s rozvinutou artritidou nahodné rozdélena do skupin
po osmi zvitatech. Jedincim v pokusnych skupinach byl dvakrat denné i.p. cestou podavan bud’
15 fyziologicky roztok, anebo STNFR-I 2.6 D/N105-mePEG(33kDa) po tfi dny za sebou (dny +27,
-+28, +29). Zanét v tlapce byl hodnocen dennim méfenim kotnikovych kloubd kaliperem. 34. den
byla zvifata $etrné usmrcena a tlapky byly odebrany ke stanoveni jejich hmotnosti, ktera slouzi
jako index z4nétu. Kotnikové a kolenni klouby byly odebrany k histopatologickému vyhodnoceni
parametrd artritidy. '

20

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 6B.
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TABULKA 6B: Aftritida indﬁké?é%é kolagenem

Sloucenina | Davka AUC% | Celkem §

{(mg/kg 20} | (% inhib.) | Histopatologie
(3 inhib.)

Pokus#l

STNFR-I 3 49 39

4D/C105db

Pokus#2

STNFR-I 9 13 ND

2.6D/N105- |

-MePEG (33kDa)

STNFR~T 3 75 ND

2.6D/N105-

~MePEG (33kDa)

G. Krysi model produkce TNF—a indukované kbntinuélni infuzi LPS:

sTNFR-I 2.6D/C105db a sTNFR-i 2.6D/C106db, sSTNFR-I 2.6D/N105 a sTNFR-I 4D/N105
byly i.v. jugularné implatované pomoci Alzetnf’1 minipumpy (Alza Corp., Palo Alto, CA), podle
navodu vyrobce, pro 48 hodinovou kontinualni infuzi (1 mg/kg). Hladiny TNF-a v séru mé&fené
testem ELISA (Genzyme, Cambridge, MA) byly vyznamné sniZeny. ve srovnani s kontrolami
méfenymi +2 hodiny po podani vysoké davky LPS.

Ptiklad III: Imunologické testy

][munogenlcua riznych forem zkraceneho rekombinantniho rozpustneho TNFR-I byla stanovo-
véana v nékolika zvifecich modelech.

A. Hlodavect:

sTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG(33kDa) a sTNFR-I 4D/C105db byly subkutanné podany
(4 mg/kg) vprvém a patém pokusném dnu krysich samicich Sprague Dawley (Charles Rivers

- Labs, Wilmington, MA) (n = 6 aZ 8 ve skuping). Retroorbitalni vzorky krve byly odebirany tydng

az do 21. dne od zagatku pokusu. Ve vzorcich byla stanovena produkce protllatek IgM a IgG.

. -64-
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TABULKA 7: Imunogenic'ita it ‘hlodavet

Cas [dny] 0,01 7 14 21
SKUPINA+ZVIRE Titr Ig Titr IgM .Ticvk: 1M Titz IgH -
STNFR-1 2.6D/N105- —
33kDaPEG

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-1 2.6/N105- 0 ' 0,00 0,00 0,00
~t~BuPEG (33kDa) _ !
SEM 0 | 0,00 0,00 0,00
Kontrola

7 o - 0 S0 0
8 o 0 5 0
3 0 0 132 0
9 0 0 : o
10 o+ 0 203 53
1 o 0 o

12 0 | 0 Il :
13 0 _ 0 :
Kontrola 0 0 : €2,5 6,3
SEM o0 7w 0 15,7 6,3
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Cas [dny} 0,01 7 14 21 '

SKUPINA+ZVIRE Titr 1gG Titr 1gG Titr 1gG Titr 149G

STNFR-1 2.6D/N105~

~t-BuPEG (33kDa)

1 NEG NEG 0 0

2 NEG NEG 0 0

3 NEG NEG B

4 NEG NEG 2 :

6 NEG NEG o :

STNFR-I 2.6D/N105- 0,00 0,00 0,00 0,00

~t-BuPEG (33kDa) ,_

SEM 0,00 0,00 0,00 d-, 00.

Kontrola

7 NEG NEG 0 200

8 NEG NEG 0 200

9 NEG " NEG 0 0

10 NEG NEG: 0 0

11 NEG NEG 200 409
12 NEG NEG 0 200
13 NEG NEG 200 800
14 NEG NEG 0 50
Koritrola 0 0 50 231,3
SEM 0 .0 32,7 94,0

B. Papio anubis:
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7 tabulky 7 je patrné, ze sSTNFR-I 4D/C105db, podany subkutanné (SC) 1. a 5. den, poskytuje
vy$§i titry krysich anti~sTNFR-I IgG protilatek do 21. dne, nez STNFR-1 2.6D/N105-t-BuPEG
(33kDA), ktery ma téméf nulové titry protilatek. Podobné trendy imunogenicity byl pozorovany i
v ptipadé krys produkujicich anti-sTNFR-I IgM protilatky do 21. dne. sSTNFR-I 2.6D/N105-t—
BuPEG (33 kDa) nevyvolaval tvorbu krysich anti-sTNFR-I IgM protilatek do 21. dne.

Predmé&tem &asti 1, faze A v této studii bylo stanoveni farmakokinetiky a imunogenicity STNFR~
1 4D/C105db (0,2 mg/kg Zivé vahy [BW]), sSTNFR-I 3D/C105db (0,2 mg/kg BW) a sTNFR-1i
2.6D/C105db (0,2 mg/kg BQ), které byly i.v. dvakrat podény zdravému pavianovi ve 21 dennimi
intervalu. .
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Cast 1 studie byla rozdélena do dvou fazi. Cilem faze A bylo stanoveno farmakokinetiky a imu-
nogemclty riznych preparatt §TNFR=I u zdravého | paviara v odpovédi na dvé injekce. Dvanact
paviani bylo rozdé€leno do tii skupin. Jedinci z kazdé skupiny dostali v anestézii 0,2 mg/kg BW.
sTNFR-I 4D/C105db, sTNFR-I 3D/C105db nebo sTNFR-I 2.6D/C105db. Béhem jednoho
pokusu byli studovani tfi pavidni. Zvifata byla sledovana podobu 21 dnii, potom obdrZela druhou
identickou i.v. injekci proteinu a byla studovana po dalSich 21 dni. Farmakokinetika a imunoge-
nicita byly stanovovany v niZze uvedenych intervalech.

Cilem faze B této studie bylo uréeni Gi¢innosti t&chto preparat na dobie prozkoumaném modelu
letality zptisobené TNF—-o (Espat et al., J. Surg. Res., 59:153-158, 1995). U 16 zvitat rozdéle-
nych do skupin po 4 jedincich byla indukovéna letalni E. coli bakteriémie podanim 5-10 x
10" cfu/kg zivé vahy. Skupina, kterd dostala placebo byla porovnavana s paviany, ktefi byli
pfedem i.v. injikovani se STNFR-I 4D/C105db (0,2 mg/kg zivé védhy [BW]), sTNFR-I
3D/C105db (0,2 mg/kg BW) a sSTNFR-I 2.6D/C105db (1 mg/kg BW). :

V obou fazich studie 1 byli mladi, dosp€li paviani Papio anubis, samci i samice, (6-11 kg),
(Biomedical Reseach Foundation, San Antonio, TX) ponechani hladovét pfes noc. Anestézie
zvifat byla provedena ketaminem (10 mg/kg i.m.) a cefalika (povrchova Zila horni kon¢iny) byla
perkutanné kanylovéana. Anestézie byla udr¥ovana prvotnim podanim aZ 35 mg/kg pentobarbitalu
sodného, pak nasledovaly opakované injekce 3—5 mg/kg/hod pentobarbitalu sodného. Horni cesty
dychaci byly zajistény umisténim endotrachealni trubice s manzetou a zvifata si uchovavala
spontanni dychani. Do femoralni tepny byl perkutanné umistén katétr umoziiujici opakovany.
odbér arterialnich krevnich vzorkd, stejné jako nepietrzité sledovani srde¢niho pulzu a stfedniho
arteridlniho krevniho tlaku s pomoci monitoru anestézie a srdecni ¢innosti Dataschope 2000
(Datascope, San Antonio, TX). Vzorky krve z arterie byly odebirany v intervalech, antikoagulo-
vany s EDTA nebo heparinem a bezprostfedné po odbéru byly chlazeny na ledu. Frakce krevni
plazmy byla oddélena centrifugaci pfi 4 °C a uchovéavéna pii —70 °C az do okamziku analyzy.
Vnitini t€lesna teplota zvifat byla sledovana rektalni sondou. Trvale pfipojeny urinarni Foleytv
katétr byl umistén do mo&ové trubice tak, aby bylo moZno sledovat vyludovani moge a slearanci
kreatininu. Kazdych patndct minut byly sledovany hemodynamické parametry. VSechna zvifata
dostala 0,9% chlorid sodny (4 ml/kg) po udrZeni i.v. tekutin. Béhem faze B pokusu dostavala
zvitata dal3i tekutinu (10 ml/kg kazdych 15 minut), dokud nebylo dosazeno dvou z nasledujicich
fyziologickych kriterii: 1) stfedni arterialni tlak poklesne o vice nez 30 %; 2) tepova frekvence se
zvysi o vice neZ 30 % 3) vydej moci poklesne na méné nez 1 ml/kg/hod. Po odbéru krevnich
vzorkl reprezentujicich zakladni hodnoty a nejméné& hodinu trvajicim obdobi klidu k dosaZeni
rovnovahy zacala infuze proteinu.

Béhem faze A této studie byla infuze rekombinantnich proteinii provedena via cefalika (povrcho-
va 7ila horni kon&etiny), zvifata byla pozorovana po dobu osmi hodin, poté byly odstranény
viechny katétry a zvifata byla vracena do svych kleci na dobu 21 dni. Za 24 a48 hodin a dale pak
ve 3., 5., 8., 11,, 16. a 21. dnu byla u zvifat provedena lehka anestézie i.m. injekci kateminu
(10 mg/kg) a byly odebrany vzorky Zilni krve. 21. den byla anestézie opakovéana, byla podéna
druh4 aplikace proteinu a cely postup zapo&aty v den 0, byl opakovén po dalSich 21 dnd, kdy po
této dobé byla zvifata Setrn€ usmrcena.

Béhem faze B této studie byla jednu hodinu pied infuzi E. coli ndhodné vybréana &tyfi zvifata,
ktera dostavala bud’ placebo, anebo jeden z vy$e zminénych rekombinantnich preparatl. Zvifata
byla sledovana po dobu osm hodin, poté byly vSechny katétry odstranény, a zvifata byla navra-
cena do kleci a bylo pozorovano piipadné pieZivani letalni bakterémie. Zvifata, ktera nadmérné
trpéla, byla Setrn& usmrcena. Nadmé&rné utrpeni je IACUC definovano tak: 1) neschopnost stat
nebo sedét po dobu 12 hodin, 2) neschopnost pfijimat potravu ¢i vodu po dobu 12 hodin, 3)
nezvladatelné krvaceni z mist, v nichZ byly zavedeny katétry, anebo 4) neodpovidavost na vné;si
podnéty. Vzorky Zilni krve byly odebirany v dasech -1, 0, 0,5, 1, 1,5, 2,2,5,3,4,5,6,7, 8, 24
hodin, 48 hodin a ve dnech 3, 5, 8, 11, 16 a 21. Ve 21 dnu byla zvitata, ktera do této doby
pfezila, Setrn€ usmrcena.
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Pfitomnost Papio protilatek proti podanym rekombinantnim proteiniim byla stanovovana pomoci
sendvi¢ového testu ELISA. Velice struéné popsano, ELISA desticky byly potazeny s preparaty
sTNFR-I (1 pg/ml), pak byla pfidana fedéna (1:50 az 1:100 000) pavianni plazma (100 pl).
Po promyti vzorki byl pridan konjugat kienové peroxidazy a proteinu A (0,5 pg/ml), reakce byla
vizualizovana s pomoci TMB.

Vysledky (Cast I):

Tfi kombinantni preparaty se vyznamné liSily polofasem zivota v plazmé. Kiivky popisujici
vymizeni byly stanoveny metodou nezavislou na modelu a polo¢asy byly obecné hodnoceny
mezi 8 aZ 172 hodinami. U nedotéenych zvifat vstupujicich do pokusu byl polocas Zivota v plaz-
mé nejdelsi u paviand, kterym byl podan 4.0 doménovy konstrukt (29 hod) a postupné klesal
u pavianu, kterym byl podan sTNFR-I 3D/C105db (24,7 hod) a sTNFR~I 2.6D/C105db (21,5
hod). Rozdil, byt statisticky vyznamny, byl pouhym 26 %.

Po druhém podani proteini pfislusnym pavianim mély polocasy Zivota v plazmé neocekavanou
tendenci k vyraznému zkraceni, coz naznaduje rychlejsi vylucovani (clearanci). Tato redukce
pologast byla nejvyrazn&jsi u pavianu o$etfenych s STNFR-I 4D/C105db, u nichZ byly polo¢asy
kratsi o 48 % (p<0,01) [obrazek 10]. Stfedni redukce polocasii byla u paviani oSetfenych
s STNFR~I 3D/C105db (31 %) [obrazek 11] a nejmensi u zvifat, kterym byl podan sTNFR-I
2.6D/C105db (14 %) [obrazek 12]. U paviand, ktefi dostali sSTNFR-I 2.6D/C105db, nebyly re-
dukce polocasi statisticky odliSné. '

Vsechny preparaty byly u paviani imunogenni. AvSak nejvyssi hodnota imunogenicity byla

nalezena u paviani osetfenych s sSTNFR-I 4D/C105db, stfedni u zvifat o3etfenych s STNFR-I
3D/C105db a nejnizsi u zvifat, kterym byl podan sTNFR-I 2.6D/C105db (tabulka 8).

TABULKA 8: Vrcholy protilatkové odpovédi!

Prvnich 21 dnl Druhych 21 dnl
St fedni 25 %= 75 % | St¥edni 25 % - 15 %
" hodnota _ hodnota
STNFR~I 3,20 3,20 3,20 3,95 3,50 4,40
4D/C105db ‘
{(n=4)
STNFR~I 1,60 0,00 3,65 |3,50 1,30 4,75
3D/C15db
(n=4) _
STNFR-I 0,00* 0,00 1,75 1,45 0,00 3,50
2.6D/C105db
(n=4)

" logaritmické méfitko (pfevracena hodnota fed&ni plazmy potiebna k dosaZeni poloviny maxima
absorbance v sendvi¢ovém testu ELIA; viz Experimentalni metody).
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* p=0,056, stanoveno dle Kruskal-Wialiis dvoufaktorovoii ANOVA (analyzou variace) (hodnoty
vyjadiené logaritmicky nebyl pouzitelné v normalnim rozlozeni).

Protilatkové odpovédi se obecné rozvijely kolem osmého dne po podani rekombinantniho kon-
struktu a byly pfitomny béhem 21-denniho testovaciho obdobi. Kromé toho mély protilatkové
odpovédi tendenci byt silnéjSimi béhem odpovédi na druhou injekci proteinovych konstrukti.

WVsichni Etyfi paviani, ktefi dostali STNFR-I 4D/C105db, vytvareli protilatky, dvé ze Ctyf zvitat,
kterym byl podan sTNFR-I 3D/C105db a jeden ze Etyf pavianu, kterym byl podan sTNFR-I
2.6D/C105db rovnéz tvofili protilatky. Velikost protilatkové odpovédi (vyjadiena logaritmicky)
dle Kruskall-Wallis ANOVA se vyznamné liSila mezi tfemi skupinami jako Funkce Casu
(p<0,05). ,,Post-hoc analyza“ naznaCuje, Ze vyznamny rozdil v protilatkové odpovédi byl pre-
dev$im mezi zvifaty, ktera dostala sSTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2.6D/C105db, stiedni
(a nevyznamné) odpovédi byly nalezeny u zvifat, kterym byl podan sSTNFR-I 3D/C105db.

Byla pozorovana korelace mezi tvorbou protilatek a zménou v clearanci mezi obéma 21dennimi
studiemi (p<0,01). U zvifat se silnou protilatkovou odpovédi na prvni podani konstruktu byl
podle o&ekavani protein po druhém podani rychleji vylu€ovan. Zména v clearanci po prvnich
a druhych injekcich byly porovnana u zvifat, u nichz se vyvinula protilatkova odpoveéd’ (n=7) au
téch, u nichZ se odpovéd’ nevyvinula (n=5) [obrazek 13].

Pfima cytotoxicita na bunéénou linii ME-180 a neutralizani kapacita v testu L~929 testu byla
hodnocena u protilatek nalezenych v plazmé paviant u vybraného poctu zvifat. Zadna cytotoxici-
ta ani neutralizace nebyly nalezena u protilatek proti kterémukoliv ze tfi zkoumanych konstrukti.

Ve fazi A studie u paviani, vykazuji zvifata, ktera rozvinula nejsilnéjsi protilatkovou odpovéd’,
nejrychlejsi zvySeni v clearanci konstruktii po jejich druhém podani. Takova zjiSténi naznacuji,
7e protilatkova odpovéd’ miize redukovat biologicky poloCas a tedy i terapeutickou dcinnost
konstrukti, a proto miiZe byt vyZadovana uprava davky. Nezda se vSak byt prokdzéana jakakoliv
nepiizniva klinicka odpovéd’ na pfitomnost protilatek, jestlize konstrukty byl podany. po druhé.
Terapeutické Gsili, které je zaméfeno na modifikace takovych konstruktii ke sniZeni jejich imuno-
genicity bez vyznamného ovlivnéni pologasu G¢innosti, sméfuje primarné k omezeni potieby.
zvysit davku, spiSe nez ke sniZeni rizika nepfiznivych vedlejSich reakci.

Cast 1 faze B Vysledky:

Zavérem je mozné kontrolovat, Ze vSechny tfi konstrukty jsou téméf stejné€ G¢inné u dosud nedot-
&enych zvifat a zabrafuji poskozeni zpiisobenému cytokiny béhem bakteriémie E. coli, pokud
jsou podavany v davce 1,0 mg/kg BW. Prezil jeden ze &tyf paviand, ktefi dostali placebo, dale
prezili 4 ze 4 paviand légenych sSTNFR-I 4D/C105db nebo sSTNFR-I 3D/C105db a 3 ze 4 pavia-
nt lé¢enych sSTNFR-I 2.6D/C105db. Viechny tfi konstrukty zabraiiuji biologické aktivité TNF—o
a maji dostate¢nou neutralizani kapacitu. '

Cast II:

Cilem ¢&asti 11 studie u paviant bylo uréit, zda ma opakovana expozice zvifat (tj. 3 odd€lené
injekce) k riiznym sTNFR-I konstruktim za nasledek dal$i imunogenicitu a sniZeny polocas.
Kromé toho tato studie byla navrzena tak, aby byla srovnavana imunogenicita a farmakokinetika
nékolika sSTNFR-I konstruktii, zahrnujici sSTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2.6D/C105db, dale
sTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG(33kDa) a sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33kDa). Konec¢né tato
studie byla zaméfena na zhodnoceni klinického vyznamu protilatkové odpovédi a zmén clearance
pro naslednou odpovéd’ k poskozeni zptisobenému TNF—a. (E. coli bakterémii).
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.~ Ve dnech 0, 21 a 42 byly pavnanum podany 1Lv. (Ong/kg) rizné konstrukty (sTNFR-I

4D/C105db, STNFR-1 2.6D/€105db, sTNFR-I 2.6D/N 105—t—BuPEG(33kDa) a sTNFR-I
4D/N105-t-BuPEG(33kDa). 63 den dostali paviani 2,0 mg/kg BW pfislusného konstruktu. 65.
den (tj. o 48 hodin pozd€ji) byla pavianim podana letalni davka E. coli, jak bylo popsano vySe
v ¢asti 1. Hlavni poznatky z ¢ésti I jsou nésledujici.

Vysledky (Cast II):

U nedotéenych paviani maji sSTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33kDa) a sTNFR-I 2.6D/N105-t—
BuPEG(33kDa) obecné delsi polocasy zZivota nez STNFR-I 4D/C105db a sTNFRI 2.6D/C105db
bez ohledu na pocet domén. Délka poloCasu Zivota se pohybovala v rozmezi od 30 do 35 hodin
u monopegylovanych forem sTNFR-I, na rozdil od rozmezi 10 az 20 hodin u dimerickych
pegylovanych forem. Kromé toho u nedotéenych zvifat maji STNFR-I 4D/N105—t-BuPEG
(33kDa) a sTNFR-I 4D/C105db delsi polodasy Zzivota, coz sSTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG
(33Da) a sSTNFR-I 2.6D/C105db.

sTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 26D/C105db byly také imunogenni, s mirmym trendem k nizsi
imunogenicité u sSTNFR-I 2.6D/C105db. Avsak pouze sTNFR-I 4D/C105db vykazoval reduko-
vanou clearanci po opakovaném podavani. sSTNFR-I 4D/dN105-t-BuPEG(33kDa) a sTNFR-I
2.6/N105-t-BuPEG (33kDa) nebyly ani antigenni, ani se rychlost jejich clearance vyznamné
neménila po opakovaném podavani.

Byla stanovena in vitro imunoreaktivita (pomoci , ELISA sandwich capture®) k jinym konst-
ruktiim, ziskanym ze séra kazdého z paviant (N=3), ktefi byli oSetfeni odli$nymi slou¢eninami

21.,42.a6l.den,atos pouzmm odhsnych konstruktii jako zachytného (capture) antigenu. Tak
naprlklad sérum ziskané z paviani, kterym byl podan sSTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG(33kDa)
v +21.den (tabulka 9) ,nereaguje ani s STNFR-I 4D/C105db, ani s sSTNFR-I 4D/N105, jestlize
tyto slouéeniny byly pouZzity na ELISA destitkach jako zachytné antigeny..
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Za pozitivni byla pokladana pfdtilétkové odpoveéd’ o titrii > 1:400. Udaje_ze 42. a 61. dne jsou
shruty v tabulkach 10 a 11. Za dilleZity je povaZzovan fakt, Ze sérum z jednoho paviéna, kterému
byl podan sTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG(33kDa), vykazovalo pozmvm reakcl in vitro pii
testovani se STNFR-I 4D/C105db zachytnym antigenem. ,
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U paviant, ktefi byli pfedem tiikrat Vystaveni plsobéni k8hstruktu byla G&innost vyvolané odpo?
védi na poskozeni zprostiedkované TNF nejvyssi u (1) sTNFR-I 4D/C105db, (2) sTNFR-I
2.6D/C105db, (3) sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33kDa) a (4) STNFR-I 2.6D/N105-t
BuPEG(33kDa) (jak bylo stanoveno na zakladé pieZivani, systémového selhani organi, IL-6
v séru a WBC odpoveédi). Nedostatkem této studie je fakt, Ze nebrala v ivahu rozdily ve. schop-
nosti riznych rekombinantnich proteint neutralizovat TNF. -

C. Simpanz

Cilem této studie bylo stanovit imunogenicitu riznych forem. sSTNFR-I, které byly opakované
injikovany i.v. cestou Simpanzim v prubéhu jednoho mésice. Byly testovany nasledujici formy
sTNFR-I: sSTNFR-I 2.6D/C105db, sTNFR-I 4D/C105db, sTNFR~I 4D/C105-t-BuPEG(33kDa),
sTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG(33kDa) a STNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33kDa). V Jedne
pokusné skupiné byli celkem tfi Simpanzi.

Davkovaci reZim a parametry této studie byly nasledujici: Kazdy Simpanz dostaval pokusny vzo-
rek v podobé& intravenézni injekce (0,1 mg/kg) dvakréat tydné v pondéli a v patek po dobu &ty¥
tydmi (celkem 8 davek). Objem davky se ménil v zavislosti na koncentraci podavaného vzorku.
5 ml séra bylo odebrano kazdému zvifeti v den 0 pied zaCatkem pokusu. Dali vzorky séra byly
odebirany té€sné pred podanim preparatu 1., 14., 21. a 28. den.

Zakladni (idaje o imunogenicité u Simpanze jsou uvedeny v tabulce 12.
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Do 28. dne byla u vech zvitat {#23); kterym byl podavaii sSTNFR-i 4D/C105db nebo STNFR-i
2.6D/C105db, zaznamenana pozitivni reakce (stanoveno testem ELISA), s pozorovanymi neJ-
vy$§imi naméfenymi titry 1:12800 nebo a 1:3200 (tabulka 12). (Pozndmka: V této ¢asti pokusu
byly vSechny ,,imunizujici® antigeny pouzity jako odpovidajici zéchytné antigeny imobilizované
na ELISA desticce). Jedno zvife oSetiené s sSTNFR-I 4D/N 105—t—BuPEG(33kDa) mélo pozitivni
protilatkovou reakci 21. a 28. den (tabulka 12). Vyznamné je zjisténi, Ze u Zadnych zvifat osetie-
nych béhem tohoto pokusu s STNFR-I 4D/C105—t-BuPEG(33kDa) nebo sTNFR-I 2. 6D/N105-
t—-BuPEG(33kDa) nebyla pozorovana tvorba protilatek proti sSTNFR~I (tabulka 12).

Tak, jak bylo popsano v &asti tykajici se pavian, bylo 28. den odebrano sérum viem $impanzim
(n=3), ktefi byli oSetfeni s riznymi formami sTNFR-I, a sérum bylo testovano na in vitro imuno-
reaktivitu (metodou ELISA) proti jinym konstruktim s pouZitim forem sTNFR-I jako zachyt-
nych antigenu. Pozitivni reakci byla protilatkova odpovéd’ o titru >1:400. Je vyznamné, Ze sérum
ziskané od $impanzi, kterym byl podavan sTNFR-I 2.6D/N105-t-BuPEG(33kDa) ,,nereaguje*
ani s STNFR-I 4D/C105db, ani s sSTNFR-I 4D/N105, kdyz byly tyto slouCeniny pouzity jako
zachytné antigeny na ELISA desticce (tabulka 13).

Totéz bylo rovnéZ pozorovano u zvitat osetfenych s STNFR-I 4D/C105db, sSTNFR-I 4D/C105-t—
BuPEG(33kDa) nebo sSTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33kDa) (tabulka 13).
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Piklad TV

EAE je akutni nebo chronicka recidivujici zanétliva demyelinizujici choroba CNS, ktera vznika
jako duisledek pisobeni neuroantigent, jako je napf. myelinovy bazicky protein (MBP), na gene-
ticky citliva zvifata. EAE pfedstavuje uznavany a Casto uzivany model akutni lidské MS. .

Krysi samice Lewis (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) byly v anastézii imunizovany na
chodidle levé zadni kondetiny (den 0) s 0,1 ml emulze obsahujici myelinovy bazicky protein
(MBP) v kompletnim Freundové adjuvans rozpustény v PBS se stejnym objemem kompletniho
Freundova adjuvans (CFA) obsahujiciho 5 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco
Lab MI). Kontrolnim krysam byl podan 0,1 ml PBS/CFA emulze bez MBP do chodidla leve
zadni kondetiny.

Klinické hodnoceni nemoci je zaloZzeno na obvyklém bodovacim systému 0 aZ 5. Nésledujl'c:lf
stavy jsou pfifazeny jednotlivym hodnotdm: 0, normélni;.0,5, &aste¢na ztrata ocasniho tonusu; 1,
iplna ztrata ocasniho tonusu; 2, vlageni jedné zadni kondetiny; 3, paralyza obou zadnich konce-
tin; 4, umirani; 5, smrt. V3echny injekce konstrukti sTNFR-I nebo slepého vzorku (vehikula)
byly podavéany subkutanné (s.c.) v davce 1 mg/kg kazdy dalsi den pocinaje 9. dnem po imunizaci.
Pokus byl ukonden u vSech zvifat 21. den. Vysledky jsou vyjadieny ve dvou podobéch, jednak
jako skore klinické zavaznosti v priib&hu Casu, jednak je integrované skore kazdé krysy v celém
prib&hu choroby spo&itano jako plocha vymezena kiivkou zavislosti denniho klinického skére na
¢ase. Hodnoty mtegrovaneho klinického skoére léenych skupin je srovnany s hodnotami kontrol-
ni skupiny pomoci Mannova-Whitneyova testu.

Zvifata, kterym byl podén slepy vzorek (vehikulum), projevovala zatitek onemocnéni kolem
desatého dne, nemoc vrcholila 16. den a potom ustupovala. STNFR-I 4D/C106db zmirfioval kli- .
nické pkiznaky o zhruba 73 % ve srovnani se zvifaty 1é¢ebnymi slepym vzorkem. sTNFR-I
4D/C105-t-BuPEG(33kDa) rovnéz zmirioval klinické pfiznaky o zhruba 85 %. sTNFR-I
4D/C105-t-BuPEG(33kDa) a STNFR-I' 2,6D/N105-t-BuPEG(33kDa) byly stejné UCinné ve
zmirfiovani klinickych pfiznakid (64 a 57 %). '

Lze uzavfit, Ze zkracené formy sTNFR se zdaji byt klinicky uéinné v tomto zvifecim modelu MS.
Ackoliv tento vynalezu byl vySe popsan jak v obecné podobé, tak v podob€ konkrétnich V)"hod-;

nych provedeni, odbornik v oboru snadno nalezne. dal$i jeho obmény a modifikace na zakladé
predkladaného popisu. ‘

PATENTOVE NAROKY

1. Zkraceny rozpustny receptor fakto‘rﬁ nekrotizujiciho tumory, .sTNFR, _i)bécného vzorce
R,~[Cys"~Cys'"]-R,,

kde

[Cys"*~Cys'®] predstavuje zbytky 19 az 103 sSTNFR-I z obrazku 1 (SEQ ID NO:2); a

kde R, pfedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou amlnoskuplnu Cys'® nebo amino-
skupinu aminoterminalniho aminokyselinového zbytku ze skupiny

-79 . _ : i



§

10

[

T 229683586

| I . s

.

1C

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)
THPQNNSIC (SEQ 1D NO:20)
YIHPQNNSIC (SEQ ID NO:21)
KYTHPQNNSIC (SEQ ID NO:22)
GKYIHPQNNSIC - . (SEQ ID NO:23)
QGKYTHPQNNSIC ' (SEQ ID NO:24)
PQGKYIHPQNNSIC ~ (SEQ ID NO:25)
CPQGKYTHPQNNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPOGKYTHPONNSIC (SEQ ID NO:27)
SVCPQGKYIHPONNSIC (SEQ 1D NO:28)
DSVCPQGKYTHPONNSIC (SEQ ID NO:29),

a kde R, predstavuje karboxyskupinu Cys'® nebo karboxyskupinu karboxyterminalniho amino-

kyselinového zbytku vybraného ze skupiny:

F

N

FNC -

FNCS (SEQ ID NO:30)
FNCSL (SEQ ID NO:31)
FNCSLC (SEQ 1D NO:32) -
FNCSLCL (SEQ ID NO:33),

kde uvedené sSTNFRs maji sniZenou antigenicitu ve srovnani s rozpustnym TNFR-I obsahuj icim
prvni tii domény, a jeho delecni a/nebo substituéni mutein schopny inhibovat TNF, jakoZ i konju-
gat tohoto zkraceného sTNFR s vodorozpustnym polymerem.
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2. Zkriceny sTNFR podle fokii ‘1, vybrany zé skupiny skladajici se z sTNFR 2.6D/C105
[NH,-MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys'*~Cys'®]-FC-COOH], sTNFR 2.6D/C106 [NH,-
MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys"’—Cys'®]-FNCSL-COOH], sTNFR-I 2.6D/N105 [NH,~
MDSVCPQGK YIHPQNNSIC-[Cys'*~Cys'®]-FN-COOH],  sTNFR-I: 2.3D/d8  [NH,-
MYIHPQNNSIC—[Cys"”-Cys'®]-FNCSL-COOH], sTNFR-I 2.3D/d15 [NH,-MSIS—[Cys"’-
Cys'®]-FNCSL-COOH] a sTNFR-I 2.3D/d18 [NH,-M-[Cys"*~Cys'*]-FNCSL-COOH].

3. Zkraceny sTNFR podle naroku 1 nebo 2, ktery je na karboxylovém konci fuzovan s celou
konstantni doménou nebo jeji ¢asti tézkého nebo lehkého fetézce lidského imunoglobulinu.

4. Zkraceny sTNFR podle nékterého z naroki 1 az 3, ktery je neglykosylovany.

o

&, Zkraceny sTNFR podle nékterého z naroki 1 az 3, ktery. je glykosylov'an)’/.
6. Zkraceny sSTNFR podle néroku 1, v némz je vodorozpustnym polymerem polyethylenglykol;

7. Polyvalentni vazebny protein faktoru nekrOtlZUJICIhO tumory, TNFbp, obsahujici nejméné
jeden zkraceny STNFR podle kteréhokoliv z naroka 1 az 6.

8. TNFbp podle naroku 7 obsahujici dimér zkraceného STNFR podle naroku 3.

9. TNFbp podle naroku 7 obecného vzorce R,—X-R,, kde X obsahuje linker, kterym je ve vodé
rozpustny polymer a R, a Ry, jsou biologicky aktivni molekuly kovalentné vdzané na uvedeny ve
vodé rozpustny polymer, pfiemZ alespoti jeden z R, a Ry, je zkraceny sSTNFR podle kteréhokoliv
znaroka 1 az 5. .

10. TNFbp podle niroku 9, v némz ve vod& rozpustnym polymerem je polyethylenglykol.

11. TNFbp podle narok 10, vnémz je sTNFR vybran ze skupiny skladajici se z sSTNFR-I
2.6D/C105db a sSTNFR-I 2.6D/C106db. ' ' ;
12. Polynukleotid majici sekvenci kodujici zkraceny sTNFR podle kteréhokoliv z narokt 1 az 3
nebo sekvenci k ni komplementarni.

13. Polynukleotid podle naroku 12, ktery ma sekvenci nukleové kyseliny zvolenou ze sekvenci
uvedenych na obrézcich 2, 3, 4, 5, 6 nebo 7, nebo sekvenci, kterd je v kddujicich oblastech
degenerovana.

14. Vektor obsahujici polynukleotid podle naroku 12 nebo 13 operativné pfipojeny k sekvenci
iidici expresi.

15. Prokaryontni nebo eukaryotni hostitelska buiika obsahujici polynukleotid podle naroku 12
nebo 13 nebo vektor podle naroku 14. ' . .

16. Zpusob piipravy zkraceného STNFR, vy zna&u jici se tim, Ze se kultivuje hostitel-
ska buiika podle naroku 15 za podminek vhodnych pro umoZnéni exprese zkraceného sSTNFR

hostitelskou butikou a poptipadé se zkraceny STNFR izoluje.

17. Zpisob podle ndroku 16, vyznaéujici se tim, Ze hostitelskou buikou je burika E.
coli.

18. Zpusob podle naroku 16, vyzna&ujici se tim, Ze hostitelskou buiikou je buiika
vajeéniku &inského kiecka (CHO).

_81-
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19. Zkraceny sTNFR podle kteréhokoliv z narokii 1 a% 3, ktery je rekombinantnim expresnim
produktem prokaryontni nebo eukaryotni hostitelské buiiky podle naroku 15.

20. Zpusob piipravy farmaceutické kompozice, vyznacujici se tim, Ze se terapeutic-
ky G&inné mnoZstvi zkraceného sTNFR podle kteréhokoliv z narokt 1 az 6 nebo naroku 19 nebo
TNFbp podle kteréhokoliv z narokti 7 az 11 smicha s jednim nebo vice farmaceuticky vhodnymi
nosici.

21. Farmaceutickd kompozice, vyznacujici se tim, Ze obsahuje zkraceny sTNFR

podle kteréhokoliv z narokt 1 az 6 nebo 19 ve spojeni s farmaceuticky vhodnym nosi¢em.

22. Farmaceutickd kompozice, vyznacujici se tim, Ze obsahuje TNFbp podle které-
hokoliv z naroki 7 az 11 ve spojeni s farmaceuticky vhodnym nosi¢em.

23. Farmaceutickd kompozice podle kteréhokoliv z narokt 21 az 22, vyznacujici se
tim, Ze obsahuje smés s prodlouZenym uvoliiovanim.

24. Farmaceutickd kompozice podle kteréhokoliv z naroku 21 az 23, vyznacujici se
tim, Ze je lyofilizovana.

25. Pouziti zkraceného sTNFR podle kteréhokoliv z naroki 1 aZ 6 nebo naroku 19 pro vyrobu
1é¢iva pro 1é¢eni pacientl postiZzenych chorobou zprostfedkovanou TNF.

26. Pouziti zkraceného sTNFR podle kteréhokoliv z narokt 1 aZ 6 nebo naroku 19 pro vyrobu
1é¢iva pro léCeni pacientl postizenych diabetes, hyperalgesii, zanétlivou chorobou stiev, ische-
mickym po¥kozenim, reperfuznim poskozenim nebo revmatickou chorobou.

27. Pouziti podle naroku 26, kde revmaticka choroba je zvolena ze souboru sestavajiciho z rev-
matoidni artritidy, osteoartritidy, juvenilni (revmatoidni) artritidy, ankylozujici spondylitidy, der-

~ matomyozitidy, lupénkové artritidy, sklerodermie, Sjogrenova syndromu a vaskulitidy.

28. Pouziti podle kteréhokoliv z narokii 25 az 27, kde 1é€ivo je upraveno pro intraven6zni, intra-
muskularni, intradermalni, subkutanni, intraartikularni nebo infuzni podavani.

29. Pouziti podle kteréhokoliv z narokid 25 az 28, kde 1é¢ivo je uréeno pro podavani pred poda-
nim protizanétlivého 1é¢iva, soucasné s nim nebo po ném.

30. Pouziti podle naroku 29, kde protizanétlivé 16¢ivo je zvoleno ze souboru sestavajiciho z ne-
steroidnich protizanétlivych 1é¢iv, NSAID, kostikosteroidii, pomalu pisobicich antlrevmatlckych
1é¢iv, SAARD, nebo 1é¢iv modifikujicich chorobu, DM.

31. Pouziti podle naroku 29, kde protizanétlivym lé¢ivem je inhibitor interleukinu-1, IL-1,
zvoleny z antagonisty receptoru IL-1 (IL-1ra) nebo rozpustného receptoru IL-1.

32. Kit, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje zkraceny STNFR podle kteréhokoliv z néro-
kt 1 az 6 nebo naroku 19 nebo TNFbp podle kteréhokoliv z naroki 7 az 11.

33. Pouziti podle naroku 30, kde protizanétlivym lé¢ivem je methotrexat.

34. Farmaceutickd kompozice podle nékterého z narokt 21 az 24, vyznaclujici se

tim, Ze dale obsahuje protizanétlivé IéCivo.

].ec1vo je zvoleno z nesteroidnich protlzanethvych 1é¢iv, NSAID, kortlkostermdu pomalu pusobi
cich antirevmatickych 1é&iv, SAARD, nebo lé¢iv modifikujicich chorobu, DM.
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36. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 35, vyznac¢ujici se tim, Ze protizanétli-
vym lé¢ivem je methotrexat.

37. Farmaceuticka kompozice podle naroku 34, vyznacujici se tim, Ze protizanétli-
vym léCivem je inhibitor interleukinu-1, IL-1, zvoleny z antagonisty receptoru IL~1, IL-Ira,
nebo rozpustného receptoru IL—1.

38. Farmaceuticka kompozice podle naroku 37, vyznacujici se tim, zeIL-1ra obsa-
huje sekvenci lidského IL—1ra.

39. Pouziti TNFbp podle kteréhokoliv z narokt 7 a% 11 pro vyrobu lé&iva pro 1é&eni pacientii
postiZzenych chorobou zprostfedkovanou TNF.

40. Pouziti TNFbp podle kteréhokoliv z narokti 7 az 11 pro vyrobu lé€iva pro 1éCeni pacienti
postizenych diabates, hyperalgesii, zanétlivou chorobou stfev, ischemickym poSkozenim, reper-
fiznim poskozenim nebo revmatickou chorobou.

41. Pouziti podle naroku 40, kde revmaticka choroba je zvolena ze souboru sestavajiciho z rev-
matoidni artritidy, osteoartritidy, juvenilni (revmatoidni) artritidy, ankylozujici spondylitidy,
dermatomyozitidy, lupénkové artritidy, sklerodermie, Sjogrenova syndromu a vaskulitidy.

42. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 39 az 41, kde l1é€ivo se podava intravendézné, intramus-
kularng, intradermalné, subkutanné, intraartikularné nebo infuzi.

43. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 39 az 42, kde 1é8ivo se podava pred podanim protizanét-
livého 1é¢iva, sou€asné s nim nebo po ném. :

44. Pouziti podle naroku 43, kde protizanétlivé léCivo je zvoleno ze souboru sestavajiciho z ne-

steroidnich protizanétlivych 1é¢iv, NSAID, kostikosteroidii, pomalu piisobicich antirevmatickych
1é€iv, SAARD, nebo l1é¢iv modifikujicich chorobu, DM.

-----

. s wyle

24 sekvenci
13 vykrest
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Seznam sekvenci

Amgen Inc.

Zkriacené rozpustné receptory faktoru
nekrotizujiciho tumory typu I a typu II

A415Erev

PCT/US 87/12244
1997~07-09

US 60/021,443
1996-07-09

US 60/032,534
1996-~12-06

US 60/037,737
1997-01-23

Us 60/7039,314
1997-02-07

Us 60/039,792
1997-03-04

81
PatentlIn Ver. 2.1
1

483
DNA

Rekombinantni lidské

CDs
(1)..(483)

1

gat agt gtg tgt ccc caa gga aaa tat atc cac cct caa aat aat teg 48
Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser

1

5 10 15

att tgc tgt acc aag tgc cac aaa gga acc tac ttg tac aat gac tgt 96
Ile Cys Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys

20 25 30

N

cca gge ccyg ggg cag gat acg gac tgc agg gag tgt gag age gge tce 144
Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser: Gly Ser

35 40 , 45

tte acc get tca gaa aac cac cte aga cac tge cte age tgc;tcc aaa 192
Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys

50 55

- 60
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tgc
Cys

cgyg
Arg

agt
Ser

acc
Thr

cat
His

tgt
Cys
145

aat
Asn

cga
Axrg

gac
Asp

gaa
Glu

gtg
val

gca
Ala
130

aag
Lys

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2 _
Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly

1

Ile

Pro

Phe

Cys
65

Ser

Cys
Gly
Thr

50

Arg

Asp Thr

Glu Asn

aag
Lys

acc
Thr

aac
Asn

cac
His
115

ggt
Gly

aaa
Lys

161
PRT

rd 2 ’
Rekombinantnl 11dsky

Cys
Pro
35

Ala

Lys

gaa
Glu

gtg
val

ctt
Leu
100

cte
ieu

ttc
Phe

agce

Ser

Thr

20
Gly
Ser

Glu

val

atg
Met

tgt.
Cys
85

ttc
Phe

tee
Seg

Lttt
Phe

cty
Leu

5

Lys Cys His

gt
Gly
70

ggc
Gly

cag
Gln

tge
Cys

cta
Leu

gag
Glu
150

cag gtg‘gggvatc

Gln

tge
Cys

tgc

Cys

cag
Gln
aga
135

tge
Cys

val

agyg

tte
Phe

gag
Glu
120

gaa
Glu

acg
Thr

Lys

Lys

Gln Asp Thr As§

Glu Asn His

55

Met Gly Gln

70

Cys Gly Cys

85

Leu Phe Gln Cys

100

40

Leu
val
Arg

Phe

Lys Asn

CZ296835B6

Glu Ile

aag aac

920
aat tgc
Asn Cys
105

aaa. cag
Lys Gln

aac gag

Asn Glu

aag ttg
Lys Leu

.Tyr.Ile

.10

Gly Thr
25

Cys Arg
A;é His
Glu Ile
Lys Asn

90

Asn Cys

- 105

-85-

tct
Ser
15

cag
Gln

age
Ser

aac

Asn

tgt
Cys

tge
Cys
155

His

Tyr

Glu

Cys
Ser
75

Gln

Ser

tct
Ser

tac
TYr

cte
Leu

acc
Thr

gte
val
140

cta
Leu

Pro
Leu
Cys
Leu

60

Ser

Tyr

Leu

tgc
Cys

cgg
Arg

tgce
Cys
gty
val
125
tee
Ser

cee
Pro

Gln
TYY
Glu

45

Ser

cys

Cys

aca
Thr

cat’

His

cte
Leu

gty
val

tat

Tyr
95

aat

Asn

110

tgc
Cys

tgt
Cys

cag
Gln

Asn

Asn

30

Ser

Cys

Thr

His

Leu

110

ace

Thr

agt
Ser

att
Ile

Asn

15
Asp
Gly

Ser

val

Tyr
95

gac
Asp
80

tgg
Trp

g99
Gly

tgc.
Cys

aac
Asn

gag
Glu
160

Ser
Cys
Ser
Lys

Asp

80

Trp

Asn Gly

240
288
336
384
435
480

483
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TREREE

a,\),'

Thr Val His Leu Ser Cys Gln Glu Lys Gln Asn Thr vVal Cys Thr Cys

115 120

His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu

- 130 135

Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr Lys Leu

145 150

Asn

<210> 3

<211l> 332

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidska

<220>
<221> CDS
<222> (4)..(324)

<400> 3
cat atg gac agc gtt tgce cce caa
Met Asp Ser Val Cys Pro Gln
1 5

aat tcg att tgce tgt acc aag tge
Asn Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys
20

gac tgt cca ggc ccg ggg cag gat
Asp Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp
35

ggc tcee tte ace get teca gaa aac
Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn
50 55

tcec aaa tgc cga aag gaa atg ggt
Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly
65 70

gtg gac cgg gac acc gtg tgt ggce

val Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly

tat tgg agt gaa aac ctt ttc cag
Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln
100

gga aaa
Gly Lys

cac aaa
His Lys
25

acg gac

Thr Asp
40

cac ctc

His Leu

cag gtg
Gln Vval

tgc: agg
Cys Arg

tge tte

Cys Phe

105

- 86 -

Cys

Cys
155

tac

Yyr
10

gga
Gly

tagc
Cys

aga
Arg

gag
Glu

aag
Lys
90

tge
Cys

Val
140

Leu

atc
Ile

acc
Thr

agyg

cac
His

atc
Ile
75

aac
Asn

tga

125

Ser Cys Ser Asn

Pro Gln Ile Glu

cac
His

tac
Tyxr

gag

Glu

tge
Cys
60

tet
Ser

cag

cet
Pro

ttg

Leu

tgt
Cys
45

cte
Leu

tect
Ser

tac

caa
Gln

tac
Tyr
30

gag
Glu

age
Ser

tge
Cys

cgg

Gln Tyr Arg

taggatce..

160

aat
Asn

15
aat
Asn

age

Ser

tgc
Cys

aca
Thr

cat
His
95

R AR M s
}
t

48

96

144

192

240

288

332,



<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4
Met Asp Ser Val Cys

1

106
PRT :
Rekombinantni lidsky

Ser Ile Cys

Cys
Ser
Lys

65
Asp

Trp

Pro

Phe
50
Cys

Arg

Ser

<210> 5

<211>

Gly

35
Thr
Arg
Asp

Glu

338

<212> DNA

<213>

<220>

<221>
<222>

<400> 5

cat

aat
Asn

gac
Asp

ggce
Gly

tee
Ser

gtg
val
80

atg
Met
1

tcg
Ser

tgt
Cys

tce
Ser

aaa
Lys
65

gac
Asp

CDs
(4)..(333)

gac
Asp

att
Ile

cea
Pro

tte
Phe
50

tgc
Cys

cgg

Cys

20
Pro
Ala
Lys
Thr

Asn
100

age
Ser

tgce
Cys

ggc
Gly
35

ace
Thr

cga

gac
Asp

5

RIS

CZ 296835 B

Pro Gln Gly Lys Tyr Ile

Thr Lys Cys

Gly
Ser
Glu
Val

85
Leu

gtt
val

tgt
Cys
20

ceyg
Pro

gct

Ala

aag
Lys

ace
Thr

Gln Asp

Glu

Met
70

Asn
55
Gly

His
Thr

40
His

Gln

Cys Gly Cys
Phe Gln Cys

tge
Cys

ace
Thr

ggg
Gly

tca
Ser

gaa

Glu

gtg
val
85

cce
Pro

aag
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

atg
Met
70

tgt
Cys

Rekombinantni lidska

caa
Gln

tgc
Cys

gat

aac
Asn
55

ggt
Gly

ggce
Gly

Lys

25
Asp
Leu
val
Arg

Phe
105

gga

Gly

cac

His

acg

Thr

40

cac
Kis

cag
Gin

tge
Cys

10
Gly

Cys
Arg
Glu
Lys

90
Cys

aaa
Lys

aaa
Lys

25
gac
Asp

cte
Leu

gtg
val

agg
Arg

-87-

Thr
Arg
His

Ile
75
Asn

tat
Tyr
10

gga
Gly

tge
Cys

aga
Axg

gag
Glu

aag
Lys
90

His
Tyr
Glu
Cys

60
Ser

Gln

atc
Ile

ace
Thr

agg
Arg

cac
His

atc
Ile
75

aac
Asn

Pro Gln

Leu Tyr

30

Cys Glu
45

Leu Ser

Ser Cys

Tyr Arg

cac cct
His Pro

tac ttg
Tyr Leu

gag tgt
Glu Cys
45

tgc ctc

Cys Leu

60

tect tet
Ser Ser

éag tac
Gln Tyr

Asn

15

Asn

Ser

Cys

Thx

His
96

caa
Gln
tac

30
gag

Glu

age
Ser

tgc
Cys

cgg
Arg

Asn
Asp
Gly
Ser

val
80

Tyr

aat

Asn’

aat
Asn

age
Ser

tge
Cys

aca
Thr

cat

His’
95

48

96

144

192

240

288



RN Y

CZ 296835 B6

@,

tat tgg agt gaa aac ctt ttc cag tgc ttc aat tge tct ctg taa

Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe Asn Cys Ser Leu
100 ) V

aagctt

<210> 6

<211l> 109
<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsk}'/

<400> 6

Met Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly

1
Ser Ile

Cys

5

Cys Thr Lys

20

Cys

His

Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr

Ser Phe

50

Lys Cys
65

Asp Arg

Trp Ser

<210> 7

35
Thr

Arg
Asp

Glu

<211> 333
<212> DNA

<213> pekombinantni lidské

<220>

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

<400> 7
cat atg
Met

1

aat teg
Asn Ser

gac tgt
Asp Cys

gge tee
Gly Ser

gac
Asp

att
Ile

cca
Pro

ttce
Phe
50

40

Ala Ser Glu Asn His

Lys Glu

Thr Val

85
Asn Leu
100

agc gtt
Ser Val

tge tgt
Cys Cys
20

gge ceg
Gly Pro
35

acc gcet
Thr Ala

Met
70
Cys

Phe

tgc

ace
Thr

ggg
Gly

tca
Ser

55

Gly Gln

Gly

Gln

cee
Pro

aag
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

Cys

Cys

Laa -

Gln

tge -
Cys

gat
Asp

aac
Asn
55

Lys
Lys

25
Asp
Leu
val
Arg
Phe
105

gga
Gly:

cac

105

Tyr

10
Gly
Cys
Arg
Glu
Lys

90
Asn

aaa
Lys

aaa

His Lys

acg
Thr
40

cac
His

- 88 -

25

gac

Asp

cte
Leu

Ile His
Thr Tyr
Arg Glu

His Cys

60

Ile Ser
75

Asn Gln

Cys Ser

tat atc
Tyr Ile
10

gga acce
Gly Thr

tgc agg
Cys Arg

aga cac
Arg His

Pro

Leu !

Cys

45
Leu
Ser
Tyr

Leu

cac
His

tac
Tyr

gag
Glu

tgce
Cys
60

Gln

30
Glu
Ser
Cys

Arg

cet
Pro

ttg
Leu

tgt
Cys
45

cte
- Leu

i10

Asn
15
Asn

Ser

Cys

Thr

His

95

caa
Gln

tac
Tyr
30

gag
Glu

age.
Ser

Asn
Asp
Gly
Ser
val

80
TYyx

aat
Asn
1%

aat
Asn

age
Ser

tge
Cys

333

339

48

96

144

192



CZ296835B6

tee aaa tge cga aag gaa atg ggt cag

Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met
65 70

gtg gac cgg gac acc gtg tgt
val Asp Arg Asp Thr Val Cys
80 85

tat tgg agt gaa aac ctt ttc
Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe
100

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

ley'Gln

ggt tgce
Gly Cys

cag tgc
Gln Cys

<213> pekombinantni lidska

<400> 8
Met Asp Ser Val Cys Pro Gln
1 5
Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys
20
Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp
35
Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn
S0 55
Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly
65 70
Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly
85. 4
Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln
100

<210> 9

<211> 285

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidska

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

<400> 9
cat atg tgt acc aag tgc cac
Met Cys Thr Lys Cys His
1 5

cca ggc ¢cg ggg cag gat acg
Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr
20

Gly Lys

His Lys

25

Thr Asp
40

His Leu

Gln val

Cys Arg

Cys Phe
108

aaa gga
Lys Gly

gac tgc
Asp Cys

gtg
val

agg
Arg

tte
Phe
105

Tyr

10
Gly
Cys
Arg

Glu

Lys

90
Asn

acce
Thr

agg
Arg
25

-89 -

gag atc tet tet tge aca
Ser Ser Cys Thr

Glu Ile
75
aag aac

Lys Asn
S0

aat taa
Asn

Ile His
Thr Tyr
Arg Glu
His Cys

60
Ile Ser

75 ,
Asn Gln

tac ttg

cag tac

¢gg cat

Gln Tyr Arg His

tagggat

Pro Gln

Leu Tyr

30

Cys Glu
45

Leu Ser

Sexr Cys

Tyr Arg

tac aat

95

cC

Asn Asn

15
Asn Asp
Ser Gly
Cys Ser
Thr Val
80

‘His Tyr
95

gac tgt

Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys

10

gag tgt
‘Glu. Cys

gag agce
Glu Ser

15

ggce tce
Gly Ser
30

240

288

333

48

96



ttc acc get tca gaa aa¢ cac cte
Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu

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 tte cag tge tte

Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe
80 85
<210> 10
<211> 91
<212> PRT
. » . 1
<213> Rekombinantni lidsky
<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
85
<210> 11
<211> 315 &
<212> DNA
<213> Rekombinantni lidska
<220>
<221> CDS

<222> (4)..(309)

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

cac aaa gga acc tac ttg tac aat
His Lys Gly Thr Tyx Leu Tyr Asn
20

aga
Arg

cac
His

40

gag
Glu

aag
Lys

aat
Asn

Thr

Aig.
25
His

Ile
Asn

Lys

aat
Asn

gac
Asp

ate
Ile

aac
Asn

tgce
Cys

Tyr

10
Glu

Cys

.Ser

Gln

Ser

90

tcg
Ser

‘tgt
Cys
25

-90-

©Cassing .

égg

cys

tct
Ser

cag
Gln

tct
Ser

Leu
Cys
Leu
Ser
Tyr

75
Leu

att
Il
10

cca
Pro

ctc
Leu

tet

Ser

tac
TYY
75

ctyg
Leu

Tyx
Glu

ASer

Cys
60
Arg

tgc
Cys

gge
Gly

age
Ser

tgce
Cys
60

cgg
Arg

taa

Asn

Cys

45

Thr

His

tgt
Cys

ceg
Pro

tgc'tcc

Cys Ser
45

aca gtg
Thr‘val

¢at tat
His Tyr

aagett

Asp Cy;
.15
Gly Ser
30
Ser pys

Val Asp

Tyr Trp

acc aag
Thr Lys

ggg cag
Gly Gln
30

aaa
Lys

gac
Asp
tgg
Trp

Pro

Phe

Cys

Arg

Ser
80

tgce

Cys

15

gat
Asp

144

192

240

1285

48

96




acg gac
Thr Asp

cac cte
His Leu

cag gtg
Gln val
65

tge agyg
Cys Arg
80

tge tte
Cys Phe

<210> 12

tgce
Cys

aga
Arg
50

gag
Glu

aag
Lys

aat
Asn

<«211> 101
<212> PRT _ '
<213> Rekombinantni lidsky

<400> 12

agyg
Arg
35

cac
His

ate
Ile

aac
Asn

tgce
Cys

Met Tyr Ile His

1
Lys Gly

Asp Cys

Leu Arg
50

Thr

TYyxr
20

gag tgt
Glu Cys

tge cte
Cys Leu

t¢t tet
Ser Ser

cag tac

Gln Tyx
85

tct ctg
Ser Leu
100

Pro Gln
5

Leu Tyr

Arg Glu Cys Glu

35
His

Cys

Leu Ser

val Glu Ile Ser Ser Cys

65

70

Arg Lys Asn Gln Tyr Arg

Phe Asn

Cys

<210> 13

<211> 294
<212> DNA . )
<213> gekombinantni lidska

<220>

<221> CDS

<222> (4)..(288)

Ser
100

85
Leu

gag age ggce
Glu Ser Gly
40

age tgce tee
Ser Cys Ser
55

tge aca gtg
Cys Thr Val
70

cgg cat tat
Arg His Tyr

taa aagctt

Asn Asn Ser

Asn Asp Cys
25
Ser Gly Ser
40
Cys Ser Lys
55
‘Thr Val Asp

His Tyr Trp

tee
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

tgg
Trp

Ile

10
Pro
Phe
Cys
Arg

Ser
90

-91-

CZ 296835 B6 -

Lt

pPhe Thr

tgc
Cys

cgg
Arg

agt
Ser
90

Cys
Gly
Thr
Azg
Asp

75
Glu

TR

ace

cga
Arg

gac
Asp
75

gaa
Glu

Cys
Pro
Ala
Lys

60
Thr

Asn

gect
Ala

aag
Lys

60
ace
Thr

aac
Asn

Thr
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

Gln
Cys

80
Cys

144

192

240

288

315



<400> 13
cat atg tcg
Met Ser

1

aat
Asn

gac
Asp

tgt
Cys

tce
Ser

age
Ser

ggc
Gly

tce
Ser

aaa
Lys
50

tgce
Cys

aca
Thr

atg
val
65

gac
Asp

tat
Tyr

cat
His
80

tgyg
Trp

aagctt

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

14
94
PRT

<400> 14

Met Ser Ile
1

Asp Cys Pro

Gly Ser Phe

35

Ser Lys Cys
50

Val Asp Arg
65 :

Tyr Trp Ser

<210> 15
<211> 4
<212> PRT
<213>

<400> 15

Asn Ser Ile Cys

1

att
Ile

cea
Pro

tte
Phe
35

tge
Cys

cgg
Arg

agt
Ser

Ser Cys Thr Lys Cys

agce
Ser

ggc
Gly
20

acc
Thr

cga

Arg

gac
Asp

gaa
Glu

5

tgt

Cys Thr

ccg
Pro

gag
Gly

tca
Ser

get
Ala

aag
Lys

gaa
Glu

acc gtg
Thr Val
70

ctt
Leu

aac
Asn
85

Gly Pro Gly Gln

20

Thr Ala Ser Glu

Arg Lys Glu Met

55

Asp Thr vVal Cys

Glu Asn Leu Phg Gln Cys

85

70

acc

CZ 296835 B6

a

cac
His

aag
Lys

tgce
Cys

gat
Asp

ac g
Thr
25

cag
Gln

aac
Asn
40

cac
His

gaa
Glu

atg
Met
55

ggt
Gly

cag

tgt
Cys

tgc
Cys

ggc
Gly

tte
Phe

tgc
Cys

cag
Gln

Rekombinantni lidsky

His Lys

10
Thr Asp
25

His

Asp
Asn Leu

40
Gly Gln val

Gly Cys Arg

Phe
90

Rekombinantni lidsky

-92.

Gln

aaa
Lys

10
gac
Asp

cte
Leu

gtg
val

agg

tte
Phe
90

Gly
Cys
Arg
Glu
Lys

75
Asn

gga
Gly

tgc
Cys

aga
Arg

gag
Glu

aag
Lys
75

aat
Asn

Thr

Arg

Ile
60
Asn

Cys

acc
Thr

agg
Arg

cac
His

ate
Ile
60

aac
Asn

tge
Cys

Glu
Cys

45
Ser

Gln

Ser

tac
TYY

gag
Glu

tgc
Cys
45

tet
Ser

cag
Gln

tect
Ser

Leu

Cys

30
Leu
Ser

Tyxr

Leu

ttg

Leu

tgt
Cys
30

cte
Leu

tct

Ser

cac

'I"yr

ctg
Leu

Tyr

15
Glu
Ser
Cys

Arg

tac
Tyr

gag
Glu

age
Ser

tgc
Cys

cgg-

Arg

taa

95

Asn.

Ser
Cys

Thy

His

80

144

192

240

288

294



f

E) ‘wf,;ym v

CZ 296835 B6

<210> 16
- <211> 5
'<212> PRT
<213> pekombinantni lidsky

<400> 16
Asn Asn Ser Ile Cys
1 5

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

<213> Rekombinantni lidsky

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

<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 18
Pro Gln Asn Asn Ser lle Cys
1 5

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

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 19 ' :
His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 o

<210> 20
<211> 9 |
<212> PRT S

<213> Rekombinantni 1idsky
<400> 20

Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5

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

<213> Rekombinantni lidsky

-93.



CZ 296835 B6

(.

<400> 21 o | «
Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 22
<211> 11
<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

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

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

<213> Rekombinantni lidsky

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

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

<213> pekombinantni lldsky

<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> Rekombinantni lldsky

<400> 25
Pro Gln Gly Lys Tyr Ile Hxs Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 1 10

<210> 26
<211> 15

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 26

Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys

1 5 10

-94 -

15
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' 07296835 Bé

<210> 27

<211> 16

<212> PRT

<213> Rekombinantni 1lidsky

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

<210> 28 5
<211> 17

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 28 : ,
Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile
1 5 10 15

Cys

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

<213> Rekombinantni lidsky

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

Ile Cys

<210> 30

<211> 4

<212> PRT

<213> pekombinantni lidsky

<400> 30
Phe Asn Cys Ser
1

<210> 31

<211> §

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 31

Phe Asn Cys Ser Leu
1 5

-95.
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CZ 296835 B6

<210> 32

<211> 6

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 32
Phe Asn Cys Sexr Leu Cys
1 5

<210> 33

<211> 7

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 33
Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu
1 5

<210> 34

<211> 705

«<212> DNA

<213> Rekombinantni lidské

<220>
<221> CDS
<222> {1)..(705)

<400> 34

ttg ccc gee cag gtg gea ttt aca
Leu Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr

1 5

aca tgce cgg ctc aga gaa tac tat
Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr

20

agc aag tgc tcg ccg ggce caa cat
Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gln His
35 40

tcg gac acc gtg tgt gac.tcc tgt
Ser Asp Thr Val Cys Asp Ser Cys

50 55

tgg aac tgg gtt ccc gag tgc ttg
Trp Asn Trp Val Pro Glu Cys Leu

65 70

gac cag gtg gaa act caa gcc tge
Asp Gln Val Glu Thr Gln Ala Cys

85

cee
Pro

gac
Asp
25

gca

Ala

gag
Glu

age
Ser

act
Thr

tac

i0

cag
Gln

aaa.

Lys

gac
Asp

tgt
Cys

cgg
Arg
90

- 96 -

gee
Ala

aca
Thr

gtc
val

agce
Ser

ggc
Gly
75

gaa
Glu

ceg
Pro

get
Ala

tte
Phe

aca
Thr
60

tee
Ser

cag
Gln

gag
Glu

cag
Gln

tgt
Cys
45

tac

cge
Arg

aac
Asn

cce
Pro

atg

Met
30

acc

acc
Thr

tgt

Cys

cge
Axg

.g9g9

Gly

15
tgc
Cys

aag
Lys

cag
Gln

age
Ser

ate
Ile

age
Ser

tgc
Cys

ace
Thr

cte
Leu

tect
Ser

80
tge
Cys

48

96

144

192

240

288
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CZ 296835 B6

acc tgc agg ¢cc ggc tgg tac tgc
Thr Cys Arg Pro Gly Trp Tyr Cys
100

cgg Ctg tgc gcg ccg Ctg cyc 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 tcc aac acg act tca
Gly Thr Phe Ser Asn Thr Thr Ser
145 : 150

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

gtc tge acg tce acg tco cee acc
val Cys Thr Ser Thr Ser Pro Thr
180

cac tta ccc cag cca gtg tee aca
His Leu Pro Gln Pro val Ser Thr
195 200

cca gaa ccc agce act get ccea age
Pro Glu Pro Ser Thr Ala Pro Ser
210 215

cce age ¢cc cca get gaa ggg age
Pro Ser Pro Pro Ala Glu Gly Ser
225 230

<210> 35
<211> 23%

<212> PRT .
<213> Rekombinantni 1lidsky

<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

50 55

gcg ctg
Ala Leu
105

tgc cge
Cys Arg

gtg gtg
val val

tcc acg
Ser Thr

cct ggg
Pro Gly
170
cgg agt
Arg Ser
185"
cga tcée
Arg Ser

acc tee
Thr Ser

act gge
Thr Gly

Pro Tyr
Asp Gln
25

Ala Lys

Glu Asp

.97 .-

age
Ser

ceg
Pro

tgc
Cys

gat
Asp
155

aat

Asn

atg
Met

caa
Gln

ttc
Phe

gac
Asp
235

Ala
Thr
val

Ser

aag cag
Lys Gln

ggc ttc
Gly Phe
125

aag ccc
Lys Pro
140

att. tge
Ile Cys

gca age
Ala Ser

gee cca
aAla pro

cac acg
His Thr
205

ctg cte

Leu Leu
220

Pro Glu

Ala Gln

Phe Cys
45

Thr Tyr
60

gag ggg tgc
Glu Gly Cys
110

ggc gtg gec
Gly val Ala

tgt gec ceg
Cys Ala Pro

agg cc¢e cac
Arg Pro-His
: 160

agg gat gca
Arg Asp Ala
175

ggg gca gta
Gly Ala val
190

cag cca act
Gln Pro Thr

cca atg ggc
Pro Met Gly

Pro Gly Ser
15

Met Cys Cys
30

Thr Lys Thr

Thr Gln Leu

R — o = - o e,
N AR T A A TR R

T
gy

336

384

432

480

528

576

624

672

705



Trp Asn Trp

65

Asp Gln Val

Thr Cys Arg

Arg Leu Cys

115

Arg Pro Gly
130

Gly Thr Phe

145

Gln Ile Cys

val Cys Thr

His Leu Pro

195

Pro Glu Pro
210

Pro Ser Pro

225

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

<400>

36
4
PRT

Rekombinantni lidsky .

36

val

Glu

Pro

100

aAla

Thr

Ser

Asn

Ser

180

Gln

Ser

Pro

Ala Gln Met Cys

1

- <210>

<211>
<212>
<213>

<400>

37
5
PRT

CZ 296835 B6

Pro Glu Cys Leu

70

Thr Gln
85

Gly Trp

Pro Leu

Glu Thr

Asn Thr

150

val val
165

Thr Ser

Pro Vval

Thr Ala

Ala Glu

230

Ala Cys

Tyr Cys

Arg Lys
120

Ser Asp
135

Thr Ser

Ala Ile

Pro Thr

Ser Thr

200

Pro Ser
215

Gly Ser

Rekombinantni lidsky

37

Thr Ala Gln Met Cys

1

5

-98 -

Ser
Thr
Ala
105
Cys
val

Ser

Pro

Cys
Arg

80
Leu
Arg
Val

Thr

Gly

. 170

Arg

185

Arg
Thr

Thr

Ser

Ser

‘Sexr

Gly

Gly
75
Glu

Ser

Pro

Asp
155
Asn
Met
Gln
Phe

Asp
235

Ser

Gln

Lys

Gly

Lys

140

Ile

Ala

‘Ala

His

TLeu

220

Arg

Asn

Gln

Phe
125

Pro

Cys

Ser

Pro

Thr
205

Leu

Cys

Arg

Glu

110
Giy
Cys
Arg
Arg
Gly
190

Gln

Pro

Ser

Ile

95

Gly

val

Ala

Pro

Asp
175

Ala

Pro

Met

TR

)
r
t
T

Ser
80

cys

‘Cys '

Ala
Pro

His
160

Ala

val

Thr

Gly
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CZ 296835 B6

<210> 38

<211> 6

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

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

<210> 38

<211> 7

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

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

<210> 40

<211> 8

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

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

<210> 41
<211> 9 ' . , ‘
<212> PRT . ’ ‘

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 41
Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5 o

<210> 42

<211> 10

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

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

<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Rekombinantni{ lidsky

-99 .-




CZ 296835 B6

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

<210> 44

<211> 12

<212> PRT

<213> Rekombinantn{ lidsky

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

<210> 45

<211> 13

<212> PRT ‘
<213> Rekombinantni lidsky

<400> 45

Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5 10

<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Rekombinantnf{ lidsky

<400> 46 |

Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
-1 5 o 10

<210> 47

<211> 15

<212> PRT o

<213> Rekombinantni 1idsky

<400> 47

Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
i 5 , 10 15

<210> 48

<211> 16

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 48 .

Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 S 10 15

-100 -



CZ 296835 B6

¢

<210> 49

<211> 17

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<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> Rekombinantni lidsky

<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> Rekombinantn{ lidsky

<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> Rekombinantn{ lidsky

<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> Rekombinantif{ lidsky

-101 -




T e e

CZ 296835 B6

<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> Rekombinantni lidsky

<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> Rekombinantni lidsky
<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> Rekombinantn{ lidsky
<400> 56
Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr
1 S 10 15
Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20
<210> 57
<211> 25
<212> PRT
<213> Rekombinantn{ lidsk¥y
<400> 57 ’ ,
Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu’
1 5 10 15

-102 -
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Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 ’ 25

<210> 58

<211> 26

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 58
Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro
1 5

Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Aia Gln Met
20 25

<210> 59

<2115 27

<212> PRT

<213> Rekombinantni 1idsky

<400> 59 . '
val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu
1 5 .

Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala-Gln
20 25

<210> 60

<211l> 28

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 60 ,
Gln val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro
1 5 ’

Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala

20 25
<210> 61
<211> 29
<212> PRT

<2135 Rekombinantni lidsky§

<400> 61
Ala Gln val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala
i 5 g

Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr
20 25

-103 -
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Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg
10 . 15

Cys

Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu
10 © 15

Met Cys

GluiPro Gly Ser Thr Cys Arg Co
10 . .15

Gin Met Cys _ I

Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys
10 , 15

Ala Gln Met Cys
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CZ 296835 B6

<210> 62

<211> 30

<212> PRT

<213> Rekombinantn{ lidsky

<400> 62 .
Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr
1 5 i0 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> Rekombinantni lidsky

<400> 63 . v
Leu Pro Ala Gln val Ala Phe ThrﬂPro 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

<211i> 4

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

<400> 64
Ala Pro Leu Arg
1

<210> 65

<211> §

<212> PRT '
<213> Rekombinantnf lidsky

<400> 65
Ala Pro Leu Arg Lys
1 5

<210> 66

<211> 6

<212> PRT _
<213> Rekombinantni lidsky

<400> 66

Ala Pro Leu Arg Lys Cys
1 5

-104-
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CZ296835 B6

<210> 67

<211> 7

<212> PRT

<213> Rekombinantni lidsky

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

<210> 68

<211> 31

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidské&

<400> 68
ggttagccat atggacagcyg tttgccccca»a :

<210> 69

<211> 33

<212> DNA

<213> Rekombinantni lldska

<400> 69
cccaagcettt tacagagage aattgaagca ¢tg

<210> 70

<211> 40

<212> DNA :
<213> Rekombinantni lidské

<400> 70
actcgaggat ccgcggataa ataagtaacg atccggtcca

<210> 71

<211> 41

<212> DNA

<213> Rekombinantnf{ lidské

<400> 71 |
caggteggat cctatcagea gaagcactgg aaaaggtttt ¢

<210> 72

<211> 31

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidské

<400> 72
ggttagccat atggacageg tttgeceeca a

-105 -
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CZ 296835 B6

<210> 73

<211> 34

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidska

<400> 73
cgcggatcce tattaattga agcactggaa aagy 34

<210> 74

<211> 30

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidské

<400> 74 .
ccecatatgt atatccacce tcaaaataat 30

<210> 75

<211> 33 : ‘
<212> DNA

<213> Rekombinantni lidské

i <400> 75 v
i cccaagettt tacagagage aattgaagea ¢ty 33

<210> 76

<211> 38

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidsk&

<400> 76 : _
ccccatatgt cgattagetg taccaagtge cacaaagg _ 38

<210> 77

; <211> 33

‘ <212> DNA _
<213> Rekombinantni lidské&

<400> 77
cccaagcttt tacagagagc aattgaagca ctg 33

<210> 78

<211> 30

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidské

<400> 78
ccccatatgt gtaccaagtg ccacaaagga 30

- 106 -




CZ 296835 B6.

© <210> 79

<211> 33

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidska

<400> 79
cccaagettt tacagagage aattgaagea ctg ‘ 33

<210> 80

<211> 31

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidsk&

<400> BO
ggttagcecat atggacageg tttgeccecca a . 31

<210> 81

<211> 33

<212> DNA

<213> Rekombinantni lidsk&

<400> 81 .
cccaagettt taggtgcaca cggtgttctg ttt - 33

-107 -



CZ 296835 B6

-TGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACACTGCCTC'

des b meae. P T . R R drow o s e ¥ Fou el s e e

CREC'ESGSFTASENHLRHCL-L

e e men e e oo v o v, R S IR ] Goabenaiaae T N R IS AL T
R DT VvV ¢ 6 C R K N Q 'Y R H Y W S E N L <

'TTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCCTGCCAGGAG

D R A I fameros s anhamesnenmadeeseo e B I IR B R B A g
F Q ¢ F N C 8 L € L. N G T VvV H L's € Q E -

~TCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAGATTGAG- |

SCSN'CKKSLSCTKLCLPQ.IE

-AAT-3"' o
B .
N ¢ ¢

Obr.1
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5! CATATGGACAGCGTTTGCCCCCAAGGAAAATACATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC°

.........

.........

.........

.........

.........

C T K CH K, 6T Y L Y NDGCZPG P G Q D

-ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACAC'

.........

.........

.........

T D C R E ¢ E 8 G 8 F T A 8 E N H ) R H

‘TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGACATCTCTTCTTGCACA-

Obr.2
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CZ 296835 B6

5+ -CATATGGACA GCGTTTGCCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC-

C T X C H K G T Y L Y N D C P G P G Q D -

l -ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACAC

.........

I R R fracemvmas dew e +

Obr.3

-110- ¢




CZ 296835 B6

5"CATATGGACAGCGTTTGCCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGRTTTGC-
M D § V C P Q@ 6 K Y I HP QNTNS I C -
-TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGAT

C T KC H K G T VYL Y NDTCU®PG PG QD

'ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACAC

v D R D T V C G C R K N Q Y R K Y W 38 E

'AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTAATAGGGATCC 3'

Obr.4

- 111 -



CZ 296835 B6

-CATATGTATATCCACCCTCAAAATAATTC GATTTGCTGTACCAAGTGCCACMAGGAACC -

MYTHPQNI‘ISICCTKCr{‘\GT~

.........

Obr.5
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CZ 296835 B6

5¢- CATATGTGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGG-

M C T K CHKGT YL YNUDTUSCU®PGU?PG -

Q DTDC R ETCE S G S FTASENUHTUL -

'AGACACTGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCT-
Fereenan Feceononan T R P e e P R R e

--------- +---.--~--+-~-'-----+-~------~+---~--~'-+~---~'---
S E N L F Q €C F N C S8 L *

Obr.6
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CZ 296835 B6

5¢- CATATGTCGATTAGCTGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCA-

AACCACCTCAGACACTGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAG

N H L R H C L S € 8§ K C R K E M G

L I ReE L N L B

Q V E

-

'ATCTCTTCTTGCACAGTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGG'

es e m wwn mos

I S $s ¢ T VvV D R D T V C G € R K ‘N

e e e

Q Y R

‘CATTATTGGAGTGAAAACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCTCTCTGTAAAAGCTT 3

.........

H Y W S E N L F 0 C F N C S L *

Obr;7
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CZ 296835 B6

5 ' ~TTGCCCGCCCAGGTGGCATTTACACCCTACGCCCCEEAGCCCGGGAGCACATGCCGGCTC -

Fom e ——— o e e e o o s e o e e o e o o o ot e e
L P A Q V A F T P Y A P E P G S T C R L-

~-AGAGARATACTATGACCAGACAGCTCAGATGTGCTGCAGCAAGTGCTCGCCGGGCCARCAT -

G W Y C A L § K Q E G ¢C R L ¢ A& P L R K'*

*TGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCCAGACCAGGAACTGAAACATCAGACGTGGTGTGCAAG—
E S e o e e e o o e e e aattatutet

C R P G F GV AR PGTETSDUV V C K-

4CAGATCTGTAACGTGGTGGCCKECCCTGGEAATGCAAGCAGGGATGCAGTCTGCACGICC-

A o o s o s o o e o o o s s o +..-——-—‘-—--+—-—-—‘———+- -

0 I C N V V-A I P GNOASRDAUVC T S -

-ACGTCCCCCACCCGGRGTATGGCCCCAGGGGCAGTACACTTACCCCAGCCAGTGTCCACA-

e o s o o o s

T 8 ? T R S M A P G A v H L ? Qg PV § T-

-CGA?CCCAACACACGCBGCCAACTCCAGAACCCRGCACTGCTCCAAGCACCTCCTTCCTG-

R 8 Q H T Q P T P LE P 5 T E P ST S FLo-

*CTCCCAATGGGCCCCAGCCCCCCAGCTGAAGGGAGCACTGGCGAC -3’
P ——— fmm————— o ———— fommm———— fomm
L P M G P S P P A EG ST G D *

Obr.8
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Koncentrace v plasm& (ng/ml)

10000

1000
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CZ 296835 B6
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T

U
200 300

Cas (h)

Obr.10
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weelfrsf] ::fwka 1
—O—ddvka 2
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Obr.13
Konec dokumentu
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