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Zkracené rozpustné receptory faktoru nekrotizujiciho tumory typu-I a

typu-I1

Oblast techniky

Predklddany vynadlez se vztahuje k problematice zAan&tu.
Konkrétné&ji se pfedkladany vyndlez vztahuje k problematice
zkracenych receptorti faktoru nekrotizujiciho tumory (truncated tumor
necrosis factor receptors - sTNFRs).

Zkracené sTNFR maji nésledujici vzorec: Ry~[Cys'’-Cys'®]-R,, kde
[Cys'®-Cys!'®®] pfedstavuje zbytky 19 aZ 103 STNRF-I a kde dale R,
pfedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou amino skupinu

19

Cys™” nebo aminokyselinového zbytku (&i zbytkll) aminokyselinového

konce vybranych ze skupiny:

C

IC

SIC
NSIC (SEQ ID NO:15)
NNSIC (SEQ ID NO:16)

QNNSIC (SEQ ID NO:17)
PONNSIC (SEQ ID NO:18)
HPQMMSIC (SEQ ID NO:19)
IHPQNNSIC (SEQ ID NO:20)
YIHPQNNSIC (SEQ ID NO:21)
KYTIHPQNNSIC (SEQ ID NO:22)
GKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:23)

QGKYTIHPQNNSIC (SEQ ID NO:24)
PQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:25)
CPQGKYIHPQONNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:27)

SVCPQGKYIHPQONNSIC (SEQ ID NO:28)
DSVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:29),

* nebo karboxyskupinu

a kde R, pfedstavuje karboxyskupinu Cys'®
karboxykoncového aminokyselinového zbytku vybraného ze

skupiny:

~1-



oo KX oo

.
(XL XN R ]
L]
L]
(A XX ]
(XXX
[ X ]
.

L 4
oee
]

FC
FCC
FCCS (SEQ ID NO:30)

FCCSL (SEQ ID NO:31)
FCCSLC (SEQ ID NO:32)
FCCSLCL (SEQ ID NO:33)

a od nich odvozenych obmé€n nebo derivatli, ale za pfedpokladu,
Ze kdyZz R, pfedstavuje methionylovanou nebo nemethiolovanou
aminoskupinu aminokyselinové sekvence VCPQGKYIHPQNNSIC nebo odtud
odvozené N termindlni zkré&ceni 1 aZ 15 zbytkli, pak R;-[Cys*’-Cys'®’]-R,
neni pfidanad varianta majici vzorec R;-[Cys'’-Cys'’®]-FCCSLCL-R;, kde
R; reprezentuje karboxyskupinu aminokyselinovych zbytki Asn'!''~Asn!'S!

nebo zkraceni na karboxylovém konci Asn!!'~Asn?®l.

Dosavadni stav techniky

2anét je obrannad reakce téla na poranéni zplsobené napriklad
mechanickym poSkozenim, infekci nebo plsobenim antigenti. Zanétliva
reakce se miuzZe projevit patologicky, kdyZ je za&né&t indukovan
nevhodnymi stimuly (jako napf. autoantigenem), kdyZ se projevuije
vyraznym zpusobem nebo kdyZ stdle pfetrvava i po odstran&ni
phvodniho Skodlivého ¢inidla. Takovato z&nétliva reakce maZe
zahrnovat produkci urcitych cytokinn.

Zatimco etiologie z&nétl neni doposud zcela objasné&na, byla
v posledni dobé& zlepSena naSe znalost molekuldrnich aspektd zané&tu.
Tento vyzkum vedl k identifikaci urc&itych cytokinti, o kterych se
pfedpoklada, Ze hraji vyraznou roli v procesech z&nétu. Cytokiny
jsou extracelulédrni proteiny, které modifikuji chovani bundk,
zejména téch bunék, které jsou v nejbliZfim okoli mista syntézy a
uvoliniovadni cytokint. Faktory nekrotizujici tumory (TNFs) tvofi t¥idu
cytokind produkovanych fadou typt bunék, v&etn& monocytll a
makrofagt.

JiZ dfive byly popsany nejméné dva typy TNF, konkrétn& TNF alfa
(TNF a) a TNF beta (TNF B nebo lymfotoxin (lymphotoxin)). Oba Jjsou

aktivni jako trimericka molekula (trimeric molecule) a pfedpoklada
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se, Ze iniciuji prenos bunélnych signall propojenim receptort
(Engelmann et al. (1990), J. Biol. Chem., 265:14497-14504).

Nékteré dukazy naznacuji, Ze TNF-a a TNF-B jsou hlavnimi cytokiny
zand&tu. Tyto znadmé TNF maji dlleZité fyziologické G&inky na ¥adu
rozdilnych cilovych bunék, které se GCastni na zané&tlivé odpov&di na
rtuzné podnéty, napfiklad na infekci nebo poran&ni. Proteiny
podnécuji sekreci latentni kolagendzy (latent collagenase) a
prostagladinu E, jak u fibroblast® tak u synovidlnich bunék (sinovial
cells) a dale plsobi, Ze bunky osteocytt stimuluji resorpci kosti.
Tyto proteiny zvySuji povrchové adhezivni vlastnosti endotelidlnich
bunék vuli neutrofilim. Také zpasobuiji, Ze endotelidlni bufky
sekretuji koagulaéni aktivitu a redukuji jejich schopnost rozkladat
(lyse) sraZeniny. Navic pfresméruji aktivitu adipocytl (adipocyte) od
ukladani lipidG inhibici exprese enzymu lipoproteinova lipaza
(lipoprotein lipase). TNF také podné&cuji u hepatocytli syntézu jedné
t¥idy proteini znadmych jako ,reaktanty akutni faze (acute phase
reactants)“, které plsobi na hypotalamus jako pyrogeny (pyrogens)
(Selby et al. (1988), Lancet, 1(8583): 483; Starness, Jr. et al.
(1988) J. Clin. Invest., 82: 1321; Oliff et al. (1987), Cell, 50:
555 a Wage et al. (1987), Lancet, 1(8529):355). Také preklinické
vysledky na rtaznych zvifecicich modelech za&nd&tll (v&etné® revmatické
artritidy) naznacduji, Ze inhibice TNF m& vyznamny dopad na vyvoj
nemoci a jeji vaZnost (Dayer et al. (1994), European Cytokine
Network, 5(6):563-571 a Feldman et al. (1995), Annals Of The New
York Academy Of Sciences, 66:272-278). I nedavné pfedb&iné klinické
testy na lidech s revmatickou artritidou s inhibitory TNF ukézaly
slibné vysledky (Rankin et al. (1995), British Journal Of
Rheumatology, 3(4):4334-4342; Elliot et al. (1995), Lancet,
344:1105-1110; Tak et al. (1996), Arthritis and Rheumatism, 39:1077-
1081; a Paleolog et al. (1996), Arthritis and Rheumatism, 39:1082-
1091.

Proteinové inhibitory TNF jsou zminé&né ve zpravé EP 308 378 -
proteiny izolované z moci pacientl s horeckou vykazuji TNF inhibiéni
aktivitu. Efekt téchto proteintd je pravdépodobné dén kompetitivnim
mechanismem na Urovni receptort. EP 308 378 popisuje proteiny

dostatecné ¢isté pro to, aby mohly byt charakterizovany svym




N-koncem. Odkaz ale nic nefikd o jakékoliv DNA sekvenci nebo
rekombinantn& produkovaném TNF inhibitoru.

Existuji ale také Udaje o rekombinantn& pfipravenych inhibitorech
TNF. Napfiklad EP 393 438 a EP 422 339 uvadi aminokyselinové a
nukleotidové sekvence hotového (mature) rekombinantniho lidského "30
kDa inhibitoru TNF" (zn&mého také jako p55 receptor a jako sTNFR-I)
a hotového rekombinantniho lidského "40 kDa inhibitoru” (zn&mého
také jako p75 receptor a jako STNFR-II); popisuje také jejich
modifikované formy, jako nap¥. fragmenty, funk&ni odvozeniny a
varianty. EP 393 438 a EP 422 339 také uvadi metody pro isolaci genu
kédujicich tyto inhibitory, klonovani pfisludnych gend ve vhodnych
vektorech a bufikdch a expresi genl vedouci k produkci inhibitorfi.
Hotovy rekombinantni lidsky 30 kDA inhibitor TNF a hotovy
rekombinantni lidsky 40 kDa inhibitor TNF jsou schopné inhibovat TNF
(EP 393 438, EP 422 339, PCT Publication No. WO 92/16221 a PCT
Publication No. WO 95/34326.

STNFR-I a sTNFR-II jsou ¢leny receptorové superrodiny nervovy
rustovy faktor/TNF, receptorli , které zahrnuji receptor nervového
rustového faktoru (nerve growth factor receptor - NGF), antigen CD40
B bunék, Fas antigen a CD27 a CD30 antigeny (Smith et al. (1990),
Science, 248: 1019-1023).

Nejkonzervativné€jsi vlastnost v této skupin& bun&&nych
povrchovych receptort je na cystein bohata, extracelularni ligand
vadzajici doména, kterd muZe byt rozdé&lena do &tyf opakujicich se
motivh o asi 40 aminokyselindch a ktera obsahuje 4-6 cysteinovych
zbytkd na znacén& konzervovanych pozicich (Smith et al. (1990), viz
vyse).

EP 393 438 dale pojedndva o 40 kDa TNF inhibitoru A51 a 40 kDa
TNF inhibitoru A53, coZ jsou zkracené verze rekombinantiho 40 kDa
proteinu inhibitoru TNF plné délky, kde jsou odstran&ny
aminokyselinové zbytky 51 nebo 53 na karboxy konci hotového
proteinu. Odbornik oceni, Ze &tvrta doména jak 30kDa inhibitoru TNF
tak 40 kDa inhibitoru neni nutnd pro inhibici TNF. Tento fakt byl
potvrzen vice skupinami. Byly pfipraveny varianty 30 kDa a 40kDa
inhibitort TNF s odstranénymi doménami a tyto varianty bez &tvrté
domény si zachovavaji plnou TNF vazebnou aktivitu; naproti tomu

varianty bez prvni, druhé nebo t¥eti domény si nezachovaji TNF
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vazebnou aktivitu (Corcoran et al. (1994), Eur. J. Biochem.,
223:831-840; Chih-Hsueh et al. (1995) The Journal of Biological
Chemistry, 270(6):2874-2878 a Scallon et al. (1985), 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), ruzné skupiny pfipravily dimery proteint
TNF inhibitorG (Butler et al. 1994, viz vySe a Martin et al. (1995),
Exp. Neurol., 131:221-228). Dimery mohou ale podnitit protilatkovou
odpoved (Martin et al. (1995), viz vy3e a Fisher et al. (1996), The
New England Journal of Medicine, 334(26):1697-1702).

Cilem predkladaného vynalezu je poskytnout funk&né aktivni
zkracené sTNFR. Tento a dalsi cile p¥edkladaného vyndlezu budou

zfejmé z nasledujiciho popisu.

Podstata vynalezu

Predkladany vyndlez se vénuje funk&né& aktivnim zkracenym formam
STNFR-I a sTNFR-II, které jsou dale zmifiované jako
"zkraceny (zkracené) sTNRF". zZkracené sTNRF jsou modifikované formy
sTNFR-I a sTNFR-II, které neobsahuji &tvrtou doménu (aminokyselinova

residua Thr'?’

-Asp'® u STNFR-I a aminokyselinova residua Pro*-Thr!” u
STNFR-II); c&ast tfeti domény (aminokyselinova residua Asn!'-cys!® y
STNFR-I a Pro'”’~Lys'®® u sTNFR-II); a které pfipadné& neobsahuji &ast
prvni domény (aminokyselinova residua Asp'-Cys!® u sTNFR-I a Leul-
Cys32 u sTNFR-II). Tyto nové inhibitory TNF (napf. TNF-o a/nebo TNF-p)
maji obecné uplatnéni.

Zkracené sTNFR predkladaného vyndlezu zahrnuji proteiny, které
odpovidaji vzorci R;~-[Cys'’-Cys'®]-R, a Ry-[Cys¥-Cys!'®]-Rs. Tyto
proteiny jsou zkracené formy sTNFR-I a sTNFR-II.

Vzorcem " Ri—[Cys”—Cyslm]—Rz" se rozumi jeden nebo vice proteint,
kde [Cys'’~Cys'®] odpovidaji STNFR-I residuim 19 a% 103 p¥i &islovani
aminokyselinovych zbytkll podle schématu na obrazku 1 (SEQ ID NO:2);
kde R; pfedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou amino

skupinu Cys' nebo amino konec n&kterého aminokyselinového zbytku (i)

z nasledujici skupiny:
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IHPQNNSIC
YIHPQNNSIC
KYIHPQNNSIC
GKYIHPQNNSIC
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a kde R, predstavuje karboxyskupinu

aminokyselinového residua vybraného ze

F

FC

FCC
FCCS
FCCSL
FCCSLC
FCCSLCL

(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
(SEQ ID
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Cys nebo karboxy konce

skupiny:

NO:30)
NO:31)
NO:32)
NO:33)

a jejich variant, ale za pfedpokladu, Ze kdyZ R, pfedstavuje

methionylovanou nebo nemethiolovanou amino skupinu aminokyselinové
sekvence VCPQGKYIHPQNNSIC nebo zkraceni N-konce o 1-15 residui, pak
Rl—[Cys”—Cyslml—RQ protein neni variantou Rl—[Cys”~Cyslm]—FCCSLCL—RM

kde R; predstavuje karboxyskupinu aminokyselinové sekvence Asn'll-

Asn161

z obrazku 1 nebo jeho zkraceni na karboxy konci.
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Nasledujici molekuly miZou slouZit jako p¥iklady zkracenych
STNFR-I p¥edkladaného vynadlezu: NH,-MDSVCPQGKYIHPQNNSIC- [Cys'®-
Cys'®]-FC-COOH (také zmitovand jako sSTNFR-I 2.6D/C105); NH,-
MDSVCPQGKY IHPQNNSIC-[Cys'’-Cys'®’] -FNCSL~COOH (také zmifiovand jako
STNFR-I 2.6D/C106); NH,~MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys'®~Cys!®®]-FN-COOH
(také zmifiovanad jako sTNFR-I 2.6D/N105); NH,-MYIHPQNNSIC-{Cys!®-
Cys!®®]~FNCSL~COOH (také zmifiovand jako STNFR-I 2.3D/d8); NH,~M-
[Cys'®~Cys!®] ~-FNCSL~COOH (také zmifovana jako sTNFR-I 2.3D/d18) a
NH,~-MSIS-[Cys'®~-Cys'®®] ~-FNCSL-COOH (také zmifovana jako sSTNFR-I
2.3D/d15) bud methionylované nebo nemethionylované a jejich varianty
a odvozeniny.

Ry~ [Cys**~Cys?!®]-Rs* se rozumi jeden nebo vice proteint, kde

%] predstavuji residua Cys® ,a? Cys''® sTNFR-I podle

[Cys*~Cys
schématu pouZitém na obrazku 8 (SEQ ID NO:35) pro usnadnéni
porovnani a kde R, pfedstavuje methionylovanou nebo
nemethyionylovanou aminoskupinu Cys*’ nebo aminokyselinovy zbytek

(zbytky) na amino konci vybrané ze skupiny:

Cc

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)
LREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:44)
RLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:45)
CRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:46)
TCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:47)
STCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:48)
GSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:49)
PGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:50)

EPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:51)
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PEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:52)
APEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:53)
YAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:54)
PYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:55)
TPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMG (SEQ ID NO:56)
FTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:57)
AFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:58)
VAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:59)
QVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:60)
AQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:61)
PAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:62)
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:63)

5

a kde Rs; pfedstavuje karboxyskupinu Cys'’ nebo karboxyskupinu

karboxy konce aminokyselinovych zbytkd 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 variant, ale za predpokladu, Ze kdyZ R, pfedstavuje
methionylovanou nebo nemethionylovanou amino skupinu aminokyselinové
sekvence TCRLREYYDQTAQMC nebo zkrdceni N-konce o 1 aZ 15 zbytkd, pak
R4~ [Cys*’-Cys!'®]-Rs neni variantou se vzorcem R,-[Cys*’~Cys''®]-APLRKCR-
Rs, kde Rs predstavuje karboxy skupinu aminokyselinové sekvence
Pro'”*~Thr!”® z obrézku 8 nebo zkraceni jeho karboxy konce.

V jednom aspektu pfedklé&daného vynalezu mGZou byt pfipraveny
zkridcené sTNFR v glykosilované nebo neglykosilované formé&. Zkracené
sTNFR jsou pfipravoﬁény technikami rekombinantniho genového
inZenyrstvi. Kromé€ toho se zkracené sTNFR miZou syntetizovat
chemickymi technikami nebo kombinaci rekombinantnich a chemickych

technik.
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V jiném aspektu predkladdaného vyndlezu miZou byt zkracené sTNFR
modifikovany pripojenim zkrécenych sTNFR k ve vod& rozpustnému
polymeru. Napriklad zkracené sTNFR miiZou byt konjugovany k jedné
nebo vice molekuldm polyetylen glykolu s cilem zlep3it
farmakokinetickou Géinnost zvétsenim zdanlivé molekulové hmotnosti
molekuly.

Dalsi aspekt pfedkladdaného vyndlezu zahrnuje ruzné polynukleotidy
kédujici zkrécené sTNFR. Vhodné nukleotidové sekvence zahrnuji
napfiklad ty konkrétné uvedené v obrdzcich a také degenerované
sekvence a jejich prirozené se vyskytujici alelické varianty.
Takovéto sekvence nukleovych kyselin miZou byt pouZité p¥i expresi
zkracenych sTNFR v eukaryontnich nebo prokaryontnich hostitelskych
burnikach, kde jsou produkty exprese nebo jejich derivaty
charakterizovany schopnosti ovliviiovat aktivitu TNF.

Dal$im aspektem predkladaného vynédlezu jsou vektory obsahujici
polynukleotidy kédujici zkrécené sTNFR funk&n& spojené (operatively
link) s amplifikaé&nimi a/nebo expresi tidicimi sekvencemi. Jak
prokaryontni tak eukaryontni hostitelské bufiky miZou byt stabilné
transformovany nebo transfekovény takovymito vektory pro expresi
zkracenych sTNFR. Predkladany vyndlez dale zahrnuje rekombinantni
produkci zkracenych sTNFR. Hostitelské buiiky obsahujici takovéto
polynukleotidy jsou péstovény ve vhodném Zivném médiu a bufikami
exprimované zkracené sTNFR jsou p¥ipadné isolované z hostitelskych
buné&k a/nebo Zivného média.

Dalsim aspektem pfedklddaného vyndlezu zahrnuje farmaceutické
smési obsahujici zkracené sTNFR nebo jejich derivaty. Typicky miZou
byt zkracené sTNFR nebo jejich derivaty pfipravené ve spojeni s
farmaceuticky vhodnymi nosi¢i. Pro usnadnéni vyroby, uskladnéni,
manipulace, dopravy a/nebo G&innosti zkracenych sTNFR a jejich
variant se mlZe pouZit fada materidla.

Dalsi aspekt predkladaného vyndlezu se vztahuje k metodam
ovlivnéni (methods of modulating) aktivity TNF. Konkrétn& TNF
zprostfedkované nemoci (napf¥. nemoci zprostfedkované TNF-o a/nebo
TNF-p) miZou byt léleny podavanim terapeuticky G&innych mnoZstvi
zkrdcenych sTNFR nebo jejich derivatt.

Polynukleotidy kédujici zkracené sTNFR se miZou také vyuZit v

bunécné terapii nebo v genové terapii.
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Zkracené sTNFR predkladaného vyndlezu jsou vhodné zejména pro
produkci proteinu ve velkych mnoZstvich. Napfiklad sTNFR-I ma
deamidované misto uvnitf¥ aminokyselinové sekvence 111 a? 126

126y | predpoklada se, Ze absence tohoto mista

(aminokyseliny Asn‘''-Gly
zvySuje biochemickou stabilitu purifikovaného proteinu a sniZuje
moZnou degradaci produktu, coZ se projevi zvySenim stability
proteinu pfi jeho skladovani. Zkracené sTNFR maji mén& disulfidovych
mistkl neZ ostatni dfive objevené proteiny inhibitorl TNF. Nap#iklad
SsTNFR-I m& dva disulfidové mustky uvnitf sekvence aminokyselin 111

az 126 a tfi disulfidové mistky uvnit¥ sekvence aminokyselin 127 aZ

1 142

161; sTNFR-II pak ma& disulfidovy mistek mezi Cys'®' a Cys'’, cys a

157 3

Ccys' a cys'™ a cys'®. sniZeny polet disulfidovych mastkd je
dhlezity proto, Ze vy38i poclet téchto vazeb miZe komplikovat proces
opétovného skladani proteinu. Je pfekvapivé, Ze zkracené sTNFR maji
méné mist pro antigenni epitopy neZ maji ostatni dfive popsané
proteiny inhibitort TNF (napf. zkracend forma sTNFR-I s prvnimi
tfemi doménami m& novy epitop vznikly odhalenim ur&itych zbytk, viz
Priklad III), coZ znalné& sniZi antigenicitu a dale doch&azi k
vyznamnému sniZeni rychlosti odbour&vani p¥i opakovaném podavani.
Pfedpokladé se, Ze sniZend imunogenicita zkracenych sTNFR je vhodna
pro léceni TNF-zprostfedkovanych onemocnéni, zejména pro chronické
zanétlivé onemocnéni.

Dalsi aspekty a vyhody vyndlezu budou jasné odbornikéim p#i
nasledujicim popisu, kde jsou podrobné& popsany obvyklé metody

(practice) pfedkladaného vynalezu.

Detailni popis vynélezu

Predkladany vynalez je zaloZen na neolekdvaném zjisténi, Ze jak u
sTNFR~I, tak u sTNFR-II mGZe byt zmen3ena jejich velikost nejenom
odstranénim Ctvrté domény, ale také Casti tfeti domény a pripadné i
casti prvni domény p¥i zachovani biologické aktivity a sniZeni
antigenicity. Produkce té&chto biologicky aktivnich zkracenych sTNFR
nebo jejich derivatt se pokladad za vyhodnou minimalné z
nasledujicich davodl. Za prvé tyto molekuly miZou mit o jedno
potencialné destabilizujici deamidované misto mén&. Za druhé tyto

molekuly maji méné disulfidovych mistkl a to usnadni pfipadnou
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purifikaci a op&tovné sklédani. Za tfeti tyto molekuly maji mensi
pocet mist pro moZné antigenni epitopy.

Zde pouZivany termin "zkréceny(é) sTNFR" zahrnuji jeden nebo vice
biologicky aktivnich, syntetickych nebo rekombinantnich, molekul se
vzorcem Ri-[Cys'’~Cys'®]-R, nebo Rs~[Cys*’-Cys'’®]-Rs a jejich varianty
(v€etné insercnich, substitucénich a dele&nich), které jsou popsany
nize.

Zzde pouZivany termin "bioclogicky aktivni" znamend, Ze zkraceny
sTNFR vykazuje podobné TNF inhibi&ni vlasnosti jako sTNFR-I a/nebo
sTNFR-II, i kdyZ ne nutné& vSechny a ne nutn& v plném rozsahu. Obecné&
zkracené sTNFR a jejich odvozeniny maji schopnost inhibovat TNF.
Biotesty zkracenych sTNFR jsou popsany niZe v P¥iklady II. Vybér
konkrétnich TNF inhibi¢nich vlastnosti z&visi na poZadovaném pouZiti
zkriceného sTNFR.

Zkracené sTNFR proteiny miZou byt vyhodné& produkovany
rekombinantnimi technikami v bakterialnich, sav&ich nebo hmyzich
buné&énych systémech a miZou byt bud v glykosilované nebo
neglykosilované form&. Alternativné mGZou byt syntetizovany
chemicky. Produkéni metody preferované v soudasnosti jsou popsané
detailné niZe.

VSechny zkracené sTNFR miZou byt typicky isolovany a purifikovany
do znalné Cistoty a zbavené tak ostatnich proteinovych materidlu
(napf. nezkracenych sTNFR). Upfednostiiuje se, kdyZ je zkraceny sTNFR
z asi 80% zbaven ostatnich proteinti, které miZou byt p¥itomné
vzhledem k produkéni technice pouZité pf¥i p¥ipravé zkracenych sTNFR.
Vyhodné je, Jje-li protein je3Sté& &ist3i (z vice neZ 90%, 95% nebo
z vice neZ 98%). Je ale cenné, kdyZ miZe byt poZadovany protein pred
podavanim kombinovén s dal$imi aktivnimi komponentami, chemickymi
slouceninami a/nebo vhodnymi farmaceutickymi materidly, jak je

podrobné&ji popséno niZe.

Zkracené sTNFR

Zkracené sTNFR predklédaného vyndlezu miZou byt jednim nebo vice
proteiny reprezentované nasledujicim vzorcem:

R;- [Cys'®-Cys!®®] -R,

kde [Cys'’-Cys'®”’] pfedstavuje residua 19 aZ 103 sTNFR-I (pfi

oznaceni aminokyselinovych zbytk pouZitém na obrazku 1 (SEQ ID
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NO:2)), kde R; predstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou

aminoskupinu Cys!® nebo aminokyselinovy zbytek (zbytky) na amino

konci patfici do nasledujici skupiny:

C

ZC

SIC
NSIC (SEQ ID NO:15)
NNSIC (SEQ ID NO:16)
QNNSIC (SEQ ID NO:17)
PONNSIC (SEQ ID NO:18)
HPQNNSIC (SEQ ID NO:19)
IHPQNNSIC (SEQ ID NO:20)
YIHPONNSIC (SEQ ID NO:21)
KYTIHPONNSIC (SEQ ID NO:22)
GKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:23)
QGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:24)
PQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:25)
CPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:27)
SVCPQGKYTIHPQNNSIC (SEQ ID NO:28)
DSVCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:29)

a kde R, predstavuje karboxy skupinu Cys'® nebo aminokyselinovy

zbytek karboxy konce vybrany z nasledujici skupiny:

F

FC

FCC
FCCSs (SEQ ID NO:30)
FCCSL (SEQ ID NO:31)
FCCSLC (SEQ ID NO:32)
FCCSLCL (SEQ ID NO:33)

a jejich varianty, ale za pfedpokladu, Ze kdy? R; pfedstavuje
methionylovanou nebo nemethionylovanou amino skupinu aminokyselinové

sekvence VCPQGKYIHPQNNSIC nebo zkraceni N-konce o 1-15 zbytkdi, pak
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Ry~ [Cys'*~Cys!®®]1~R, neni variantou se vzorcem R;-[Cys'’-Cys!®]-FccsicL-
Ri, kde Rj3 predstavuje karboxy skupinu aminokyselinové sekvence
Asn''-Asn!®! z obrazku 1 nebo zkraceni jeho karboxy konce.

V dalsim pripadé zkracené sTNFR pfedkladaného vynélezu miZou byt
jednim nebo vice proteiny reprezentované nasledujicim vzorcem:

Ry~ [Cys**-Cys!'®] -Rs

kde [Cys**-Cys''®] reprezentuje sTNFR-II residua Cys* aZ Cys!''®
podle schématu ¢islovani aminokyselinovych zbytkl na obrazku 8 (SEQ
ID NO:35), kde Ry pfedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou
aminoskupinu Cys** nebo aminokyselinovy zbytek (zbytky) na amino

konci patfici do nésledujici skupiny:

C

MC

QMC
AQMC (SEQ ID NO:36)
TAQMC (SEQ ID NOC:37)
QTAQMC (SEQ ID NO:38)
DQTAQMC (SEQ ID NO:39)
YDQTAQMC (SEQ ID NO:40)
YYDQTAQMC (SEQ ID NO:41)
EYYDQTAQMC (SEQ ID NO:42)
REYYDQTAQMC (SEQ ID NO:43)
LREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:44)
RLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:45)
CRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:46)
TCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:47)
STCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:48)
GSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:49)
PGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:50)
EPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:51)
PEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:52)
APEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:53)
YAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:54)
PYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:55)
TPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:56)
FTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:57)
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AFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:58)
VAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:59)
QVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:60)
AQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:61)
PAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:62)
LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:63)

a kde Rs pfedstavuje karboxy skupinu Cys'’® nebo aminokyselinovy

zbytek karboxy konce vybrany z nasledujici 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, ale za predpokladu, Ze kdyZ Ry pfedstavuje
methionylovanou nebo nemethionylovanou amino skupinu aminokyselinové
sekvence TCRLREYYDQTAQMC nebo zkr&ceni N-konce o 1-15 zbytkl, pak R,-
[Cys*-Cys!'®]-Rs neni variantou se vzorcem R;— [Cys®-Cys'!®] ~APLRKCR-Rg,
kde Rs pfedstavuje karboxyskupinu aminokyselinové sekvence Prol?*-
Thr'" z obrazku 8 nebo jeho zkraceni na karboxy konci.

DalSim aspektem pfedkladaného vynalezu zahrnuje jednu nebo vice
variant R;-[Cys'’-Cys'®]-R, a R,-[Cys’*-Cys''®]-R; bud metionylované
nebo nemethinylované. Termin "zkraceny (zkracené) sTNFR" tedy
zahrnuje jednu nebo vice pfirozen& se vyskytujicich alelickych
variant R,-[Cys'’-Cys'®]-R, a R~ [Cys®-Cys''®]-R; a jednu nebo vice
variant proteint, kde byly aminokyselinova residua v
aminokyselinovych sekvencich Ri-[Cys'’-Cys'®*]-R,a R,-[Cys*’-Cys!!®]-R;
odstranéna ("dele&ni varianty"), v&len&na ("inseré&ni varianty") nebo
substituovana ("substitu&ni varianty").

Delece sekvenci aminokyselin jsou typicky v rozsahu asi od 20
aminokyselinovych zbytkd; zpravidla se ale jednd o asi 1-10 zbytkl a
nejcastéji o 1-5 zbytkd, takZe nedojde k narufeni konformace

proteinu. Mysli se delece na N-konci, C-konci a vnit¥nich
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intrasekvencich. Po&et celkovych deleci a/nebo naslednych deleci
bude zvolen tak, aby se zachovala terciarni struktura proteinu v
ovlivnéné doméng, napr. cysteinova k¥i¥ova vazba.

Delece uvnit# aminokyselinové sekvence R;~[Cys™-Cys'®]-R, a uvniti
aminokyselinové sekvence Ry~ [Cys*-Cys'®]-Rs se miZou provadét v
oblasti nizké homologie se sekvencemi ostatnich &lent receptorové
rodiny NGF/TNF ve skupiné buné&é&nych povrchovych membranovych
proteinG. Delece uvnity aminokyselinové sekvence Rr{Cysw—Cysmjyﬂb a

M 1-Rs se mtZou také

uvnit¥ aminokyselinové sekvence Ry~ [Cys*’~Cys
provadét v oblasti vyznamné homologie se sekvencemi ostatnich clenn
receptorové rodiny NGF/TNF a pak je vét3i pravdé&podobnost vyznamné
modifikace biologické aktivity. Sekvené&ni podobnost mezi &leny
NGF/TNF receptorové rodiny je konkrétné& zvlasts vysokd 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 R;~[Cys!®-Cys!®]-
R:jsou Ry—[Cys”(&Thr”)—Cyslm]—Rg a Rl—[Cysw—(ACysw—Lysm)Cyslm]—Rb

kde R; a R; odpovidaji vySe uvedené definici. P#ikladem tfi dele&nich
variant R,-[Cys*’~Cys'!®]-R, jsou R4—[Cys”—(ACys“5)Cys“5]—R& R~ [Cys!®-
(aCys™®-Lys'®)cys!®|-R, a R4-[Cys”—(ACyslw—Arglu)Cyslw]—Rs, kde R; a R,
odpovidaji vySe uvedené definici.

Pfidani sekvenci aminokyselin mQZe zahrnovat fize na amino a/nebo
karboxy konci v rozsahu délek od jednoho residua do jednoho sta nebo
vice residui a také interni intrasekvenéni inzerce jednoho nebo vice
aminokyselinovych residui. Interni adice se pohybuji zpravidla
v rozsahu 1 aZ 10 aminokyselinovych zbytkd, &ast&ji pak v rozsahu 1
az 5 aminokyselinovych zbytkt a nejEasté&ji pak v rozsahu 1 az 3
aminokyselinové zbytky.

Adiéni varianty amino konce zahrnuji p¥idani methioninu
(napfiklad jako vysledek pfimé exprese proteinu v bakteridlnich
rekombinantnich buné&nych kulturach) nebo dalsi aminokyselinova
residua nebo sekvence. Dalsi pfiklad inzerce na amino konci zahrnuje
fhzi signalni sekvence, né&kdy s ostatnimi pre-pro sekvencemi,

k usnadnéni sekrece proteinu z rekombinantnich hostitelskych buné&k.
U prokaryontnich hostitelskych bun&k, které nerozeznavaji a
nezpracovnavaji pavodni signalni sekvence STNFR-I a sTNFR-II, maZou

byt signdlni sekvence nahrazeny prokaryotickymi signdlnimi
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sekvencemni, naptriklad ze skupiny alkalickych fosfataz, peniciliz

nebo po&ate&ni sekvence teplotné odolného enterotoxinu II. U kvasnic

z

miZou byt signdlni sekvence vybrany napfiklad ze skupiny kvasni&nich
inVertéz, alfa faktoru nebo polate&ni sekvence kyselé fosfatazy. u

savcich bun&k je €xprese puvodnich sign&lnich sekvenci sTNFR-I a

STNFR-II (EP 393 438 g1 EP 422 339) dostate&na, i kdyZ i jiné sav

x
}—l\

signalni sekvence miZou byt vhodné (napf. sekvence odvozené od

ostatnich &lent rodiny NGF/TNF) .

vice aminokyselinonch residui, které by ovliviiovaly rekonstituci

STNFR-I nebo sTNFR-IT. Je Zéadouci, kdyZ adié&ni varianty na karboxy

které by ovlivnily rekonstituci tfeti nebo &tvrté domény sTNFR-T
nebo sTNFR-IT. Prikladem adi&ni varianty na karboxy konci mtzou byt
chimerické proteiny zahrnujici fazi R1~[Cys”—Cyslm]—R2 nebo R,-[Cys¥-
Cys']-Rs s celou nebo ¢asti konstantni domény teZkého nebo lehkého
fetézce lidského imunoglobuliny. Takovéto chimérické proteiny se
preferuji, kdy:z jejich imunoglobulinova Cast zahrnuje vSechny domény
kromé& prvni domény konstantni oblasti té&Zkého fetézce lidského
imunoglobulinu, jako jsou IgG, IgA, IgM nebo IgE (zejména IgG, napr.
1gGl nebo 1gG3). Odbornik oceni, e (jestliZe TNF vadzajici Sast

stadle vaZe TNF a imunoglobulinova Cast vykazuje jednu nebo vice

vice aminokyselinami, nebo Ze se mtase pfidat jedna nebo vice

aminokyselin.

tyto varianty maji nejméné jeden aminokyselinovy zbytek v Ri-[Cys!’-
Cys'®]-R, nebo Ry~ [Cys*’-Cys!) -, odstran&ny a nahrazeny odlisnymi
zbytky na jejich mistech. Substitué&ni varianty zahrnuji alelické
varianty, které Jsou charakterizovény zménami v pfirozens se
vyskytujicich nukleotidovych sekvencich v druhové populaci, které
miZou nebo nemusi mit za néasledek zmény aminokyselin. Odbornici
miZou poufit Jakoukoliv znamou informaci o vazebném nebo aktivnim
misté polypeptidu pPEi vyb&ru moZnych mist pro mutace.

Jedna metoda pro identifikaci aminokyselinonch zbytka nebo

oblasti pro mutagenezi proteinu se nazyva ,mutageneze alaninovym
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vyhledanim® (alanine scanning mutagenesis) (Cunningham a Wells

(1989), Science, 244:1081—1085, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem) .

cilovych zbytkt proteinu (nap¥. nabité zbytky jako Arg, Asp, His,
Lys a Glu) a nahrazen neutralni nebo negativng nabitouy
aminokyselinou (nejlépe alaninem nebo polyalaninem) s cilem ovlivnit
interakci aminokyselin s okolnim vodnym prostfedim uvnitf¥ nebo wné&

bunky. Ty zbytky, které vykazuji funké&ni citlivost k substitucim

kombinace %&douci aktivity a sStupné& aktivity.

Zajmova mista pro substitudéni mutagenesi zahrnuji mista, kde Jjsou
aminokyseliny vyskytujici se v Ri-[Cys*®~Cys'®]-R, nebo R~ [Cys®2-
Cys'*1-Rs vyznamna 0dlisné (co se tyce bodstatné asti postraniho
fetézce, naboje a/nebo hydrofobicity) od sTNFR podobnym proteinfm
jako jsou naprf. sTNFR raznych jinych druht nebo jinych &leny

receptorové rodiny NGF/TNF.

dileZita pro biologickou aktivitu proteinu. Napriklad zkuSeny
odbornik chape, Ze pfed timto vyndlezem nebyl vliv zkriceni STNFR-I

a STNFR-II na jejich p#islusnoy t¥irozmérnou strukturuy

STNFR-I (Banner et al. (1993), viz vySe a Fu et al. (1995), Protein
Engineering, 8(12):1233—1241). Jako potenciilns daleZitad pro
stabilizaci odpovidajici struktury domény 1, 2 a 3 byla

39
’

identifikovéna residua Tyr®, Thr’, HisSs domény 1, residua Phe??,

3, Asp?? domény 2 a residua Tyr*” a serl® domény 3. Residua Pro®? g

Ser
His® byla identifikovana dako otencidlng vzajemns se ovliviiujici
Y J p 3

se Ser®-ryr® na subjednotce C TNFu. Residua Glu*-Phe'® byla
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identifikovana jako podstata smyCky, kteri se potencidln& vzajemns
ovliviluje s residui Leu®*’-Arg* podjednotky A TNFa. Residua Gly*® byla
identifikovéna jako vzajemné se ovliviujici s Asn'?-pro?® na
podjednotce A TNFa. Residua His®-L,ey® byla identifikovéna jako
daleZity prvek v konformaci prodloufeného Pramene a interakce
postraniho feté&zce s residui Arg®’-~Ala®® na podjednotce A TNFu byla
potenci&dlné identifikovana s residuem Hig®® STNFR-I, které se
specificky vz&jemnd ovliviiuje s residuem Arg®'. Residua Lys®-arg®
byla identifikovana jako duleZity prvek v konformaci prodlouZeného
pramene a bylo zjisténo, 3e vykazuji interakce postraniho feté&zce a
hlavniho feté&zce s residui Ala'-Glu'® a residuem Glu’ na
podjednotce A TNFa. U residua Met® byla identifikovéna moZna
interakce s residuem Tyr'® na podjednotce a TNFa. Zjistilo se, se
residua His*~Phe!® tyopi smycku, kterd se vzajemns ovliviuje

S residui Thr'?-Leu’”® a Asn!¥ podjednotky C TNF« a s residuem Trp®®
STNFR-I, specificky se ovliviiujicim s residui Ser’'~Thp” na
podjednotce C TNF«, Leul!® STNFR-I (které je v t&sné blizkosti

s residuem Asn!¥ pa podjednotce C TNFa) a residuem G1ln'®? sTNFR-T
(které se vzajemns specificky ovliviiuje s residuem Pproll: na
podjednotce A TNF«) (Residues His**~Phe!” have been identified as
forming a loop which interacts with residues Thr'’~Leu’ and Asn'? of
subunit C of TNF«, with residue Trp®6 of STNFR-T specifically
interacting with residues Ser'-Thr™ on subunit ¢ of TNFa, Leu!® of
STNFR-I being in close proximity with residue Asn!® op subunit C of
TINFa and residue G1n!® of STNFR-I specifically interacting with
residue Pro'*’ on subunit A of TNFa) . Odbornik pak oceni, ze nejprve
by m&ly byt tato mista modifikovany substituci relativné
konzervativnim zpGisobem.

Takovéto konzervativni substituce jsou uvedeny v tabulce 1 pod
zdhlavim ,Preferované substituce (Preferred Substitutions). Jestlise
takovéto substituce vyvolaji zm&ny biologické aktivity, pak se miSou
pouzit vyrazn&jsi Substituéni zmé&ny (Vzorové substituce, Exemplary
substitutions) a/nebo se maZou provést dalsdi adice/delece a pak

analyza vyslednych produktu.
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Tabulka 1: Substituce aminokyselin

F—‘Pﬁvodni Preferovana F_—VESESGE-EEEEEIEGE€-*_‘~_
zbytek substituce

Ala (A) Val Val; Leu; Ile

Arg (R) Lys Lys; Gln; Asn

Asn (N) Gln Gln; His; Lys; Arg ﬁ]

Asp (D) Glu Glu

Cys (C) Ser Ser

Gln (Q) Asn Asn

Glu (E) Asp Asp

Gly (G) Pro Pro

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

Ile (1) Leu Leu; vail; Met; Ala; Phe;

norleucin (norleucine)

Leu (L) Ile norleucin (norleucine);
L;, ' Tle; val; Met; Ala; Phe

Lys (K) Arg Arg; Gln; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; Tle
L“Phe (F) Leu Leu; val; Ile; ala

Pro (P) Gly Gly

Ser (8) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr

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

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

norleucin (norleucine)

PEi takovychto zmé&nAch obdobné povahy se mGfe brat v Gvahu
hydropaticky index (hydropathic index) aminokyselin. Kadé
aminokyseling byl pFifazen hydropaticky index na zaklads na zakladé&
jejich hydrofobicity a charakteristikich naboie. Hodnoty jsou
nasledujici: isoleucin (+4,5); valin (+4,2); leucin (+3,8);
fenylalanin (+2,8); Cystein/cystin (+2,5); metionin (+1,9): alanin
(+1,8); glycin (-0,4); treonin (=0,7); serin (-0,8); tryptofan
(=0,9); tyrosin (-=1,3); prolin (-1,6); histidin (=3,2); glutamat
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(=3,5); glutamin (-3,5); aspartat (-3,5); asparagin (-3,5); lyzin
-3,9) a arginin {(-4,5).

DaleZitost hydropatického indexu aminokyselin PEi porovnavani
interaktivnich biologickych funkci ha proteiny je odbornikam
zpravidla jasng (Kyte a Doolittle (1982), J. Mol. Biol., 157:105-
131, jehos popis je zde zahrnut odkazem). Je znamé, Ze urdité
aminokyseliny mtizou byt substituovéiny za jiné s podobnym
hydropatickym indexem nebo stavem a stédle se zachova podobna
biologickd aktivita. D&€laji-1i se zmény zaloZené na hydropatickém
idexu, preferuji se substituce aminokyselin, jejichs hydropaticky
index je v rozsahu #*2, nebo lépe v rozsahu +1, nebo nejlépe #10,5.

Odbornikim je také znamé, Ze substituce podobnych aminokyselin
miZe byt efektivns provedena na zakladé hydrofilicity zejména tehdy,
kdyZz biologicky funké&ni ekvivalentni protein nebo peptid takto
vytvoreny se bude pouzZivat pro imunologické G¢ely, jako v tomto
pfipads.

U.S Patent 4 554 101 (JehoZ popis je zde zahrnut odkazem) rika,
Ze nejvétsi mistni primérna hydrofilicita prdteinu (urcovana
hydrofilicitou svych p¥ilehlych aminokyselin) koreluje s jeho
imunogenicitou a antigenicitou, tj. s biologickymi vlastnostmi
proteinu.

Jak je detailng uvedeno v US Patent 4 554 101, jednotlivym
aminokyselinonm zbytkiim se pfifadily nasledujici hodnoty
hydrofilicity: arginine (+3,0); lysin (+3,0); aspartat (+3,0+1);
glutamat (+3,0 +1); serin (+0,3); asparagin (+0,2); glutamine
(+0,2); glycin (0); treonin (-0,4); prolin (=0,5 £1); alanin (-0,5);
histidin (=0,5); cystein (-1,0); methionin (-1,3); wvalin {(-1,5);
leucin (-1,8); isoleucin (=1,8); tyrozin (-2,3); fenylalanin (-2,5)
a tryptofan (-=3,4).

D&€laji~1i se zmény zaloZ¥ené na podobné hodnot& hodnot
hydrofilicity, preferuji se substituce aminokyselin, jejichz hodnoty
hydrofilicity Jsou v rozsahu 12, nebo lépe v rozsahu +1, nebo
nejlépe 10,5.

U.S. Patent 4 554 101 také popisuje identifikaci a pfipravu
epitopll z primarni aminokyselinové sekvence na zAaklada

hydrofilicity. Metodou uvedenou v U.s. Patent 4 554 101 by byl
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jako jsou zde pPopsané sTNFR sekvence. Tyto Oblasti jsou uvedené jako

nepitopové vnitfni oblasti® (epitopic core regions).

(Chou a Fasman (1974), Biochemistry, 13(2):222—245; Chou g 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 3 Chou a Fasman (1979), Biophys. Jd., 26:367-384

(jejichsz Popisy jsou zde zahrnuty odkazem). Kroms toho jsou

(1998), Comput. Appl. Biosci., 4(1):181-18¢ 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 3 Weinberger et al. (1985), Science, 228:740—742, jejichs

tercidrni struktury proteing (Fetrow a Bryant (1993), Biotechnology,
11: 479-483, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem) .

OCekdva se, se konzervativni modifikace sekvenci aminokyselin (a

[Cys'’~Cys'®]-R, nebo Ry~ [Cys*~cys!i®] g, daji proteiny majici podobné
funkce a chemické charakteristiky, jako modifikovany protein.

Naproti tomu se miZe dosahnout vyznamné modifikace ve funkci
a/nebo chemické charakteristice Ri-[Cys'’~Cysi®]-R, 4 Ry~ [Cys¥-cys?®) -
Rs vyb&rem Substituci, které Se vyrazné 1isj svym vlivem na
zachovani: (a) Struktury polypeptidové kostry v oblasti substituce
(napfiklad Sroubovicova konformace nebo konformace listu) (b) néboje
nebo hydrofobicity proteinu v cilovénm misté (c¢) pfevazné Sisti
bPostranniho feté&zce, Prirozend se vyskytujici residua jsou rozd&lena
do skupin zaloZenych na vlastnostech Postranniho feté&zce:

1) hydrofobni - norleucin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

2) neutralni hydrofilni: Cys, Ser, Thr;

3) kyselé: Asp, Glu;

4) z&sadité: Asn, Gln, His, Lys, Arg;

5) residua, ktera ovliviuji orientaci fetézce: Gly, Pro a

6) aromatické: Trp, Tyr, Phe.
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Nekonzervativni substituce mohoy zahrnovat vyménu &lena jedné
Z téchto skupin zg Jiného. Takovato zaména mGZe byt vnesena do

oblasti Rl-[Cys”~Cyslml~R2 a R4-[Cys”—Cyslmj~R5, které jsoy homologni

Specifické mutace sekvenci Ri-[Cys®~Cys1®] g, 4 Ri=[Cys¥-cysiis) g,
maZou zahrnovat substituci neptvodnich (non-native) aminokyselin na
N-konci, C-konci nebo na jakémkoliv misté proteinu, kters je
modifikovano pfidanim N-vazaného nebo O-vazaného karbohydraty,
Takovéto modifikace masou byt zvlasts uZitedné napriklad p#i pridani
aminokyseliny {napr. cysteinu), cos je vyhodné Pro pripojeni ve vodé
rozpustného pPolymeru pg#i tvorbe derivatuy, jak je Popsano d4le.
Pfiklad je vidét ng obrazku 5, kde pavodné se vyskytujici agnpl0s
STNFR-I je zaméné&n za Cys k usnadnéni pfipojeni molekuly polyethylen
glykolu (P¥iklad I).

Sekvence R;~[Cys!®-¢ s'1-R, nebo Ry= [Cys*?—cyglls
Y Y Y Y

I-Rs maze byt dale
modifikovana s cilem pridat glykosila&ni misto nebo odstranit

N-v&zané nebo O-vazané glykosilaé&ni misto. Asparaginem pfipojené

enzymem. Tyto tripeptidové sekvence jsouy Asn-Xaa-Thr nebo Asn-Xaa-
Ser, kde Xaa mase byt jakakoliv aminokyselina kromé& pro. Dok&zana

nebo pfedpov&zens asparaginovd rezidua STNFR-I existuji na pozicich

STNFR-IT existuji na pozicich 149 4 171. Pro modifikaci nebo pridani
N-vdzannych nebo O~ véazanych glykosila&nich mist se mse provést
nadhrada nebo odstrané&ni aminokyseliny; vysledkem je protein
S pozméné&nouy glykosilaci.

Ve specifickénm pPfipad& jsou varianty zna&nea homologni
k aminokyseling Ri-[Cys'’~cysi®) -, nebo Ri=[Cys*~cys'tsy g, Termin
rZnaéné homologni-~, jak je zde pouZit, znameni stupen homologie,
ktery je pfednostng pfes 70%, nebo lépe pfes 80%, pFes 903 a nejlépe

dokonce pres 95%. Procento homologie zde Popsané se vyposita Jjako

sekvenci, které Se shoduji (which align) s identickymi
aminokyselinovymi residui v pPorovnavané sekvenci, pfidem? se mohou
uvést &tygi mezery (gaps) v délce 100 aminokyselin Pro usnadnéni

tohoto porovnani, Jjak je uvedeno v Dayhoff (1972), in Atlas of
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Protein Sequences and Structure, 5:124, National Biochemical
Research Foundation, Washington, D.C., jehos Popis je zde zahrnut
odkazem. Jako podstatnég homologni jsou také zahrnuté zkricené STNFR,
které mohou byt izolovany diky k¥iZové reakci protilétek se sekvenci
aminokyselin v SEQ IF NO:2 a SEQ ID NO:35, nebo jejichzg geny miZou
byt izolované pomoci hybridizace S5 DNA SEQ ID NO:1a nebo SEQ IDp
NO:34 nebo jejich Segmenty.

molekuly: NHZ—MDSVCPQGKYIHPQNNSIC—[Cyslg—Cyslos]—FC—COOH (také e
uvadéna jako STNFR-T 2.6D/C105) ; NHZ—MDSVCPQGKYIHPQNNSIC—[Cyslg—
Cys'®] ~FNCSL~cooH (také je uvadéna jako sSTNFR-T 2.6D/C106) ;
NHg—MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cyle—Cyslmj—FN—COOH (také je uvadsna jako
STNFR-T 2.6D/N105); NHZ-MYIHPQNNSIC-[Cyslg-Cysm3]—FNCSL—COOH (také e
uvadéna jako STNFR-T 2.3D/d8) ; NHz—M—[Cyslg—Cys“B]—FNCSL—COOH (také
Je uvadéna jako STNFR-I 2.3D/d18); a NHQ—MSIS—[Cysw—Cy31“]~
FNCSL-COOH (také je uvadéna jako STNFR-T 2.3D/d15) bug Jako

methionylované nebo nemethionylované g jejich varianty a odvozeniny.

Ze se maze provést mnoho kombinaci deleci, inzerci a substituci za

Pfedpokladu, se Jsou vysledné STNFR biologicky aktivni.

Techniky lutageneze pro vyménu, v&len&ni nebo odstran&nji Jjednoho
nebo vice vybranych aminokyselinov?ch residui jsou odbornikém znameé
(nap#. U.s. Patent No. 4 518 584, jehos Popis je zde zahrnut '

odkazem). pgi konstrukeci kasdé varianty sekvence aminokyselin se

modifikovanYch biochemicchh charakteristikéch). KaZzdé muta&ni misto
maZe byt modifikovano individualng nebo v sérii, napf¥. (1) nejprve

substituci vybranych konzervativnich aminokyselin g poté
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zkracenych sTNFR patfi ve vod& rozpustné polymery.

Ve vod& rozpustné polymery jsou vhodné, protose protein, ke
kterému jsou pfipojené, nebude Precipitovat ve vodném prostredi,
Jjako nap¥iklad ve fyziologickém pProstredi. Je Zadouci, aby polymer
byl farmaceuticky pfijatelny pro pfipravu terapeutickych produkty
nebo smé&sji. Odbornik bude schopny vybrat pEfislusny polymer
V zavislosti na Gvaze, zdali konjugat polymer/protein bude pouzity
terapeuticky a JestliZe ano, na Zadouci davce, cirkula&ni dobé& a
odolnosti proteolyze.

Mezi vhodné, klinicky akceptovatelné, ve vodé rozpustné polymery
patri polyetylenglykol (PEG), polyetylenglykol Propionaldehyd,
kopolymery etylen glykol/propylen glykol, monometoxy~polyetylen
glykol, karboxymetyl celuléza, dextran, pPolyvinyl alkohol (PVA),
polyvinyl pyrrolidon, poly-1, 3~dioxalan, poly-1, 3, 6-trioxan,
kopolymer etylen/malein anhydridu, poly (p~amino kyselina) (bug
homopolymer nebo nahodné kopolymery), poly (n-vinyl pPyrolidon)
polyetylen glykol, homopolymery propylen glykolu (PPG) a dalsji
polyalkylenové oxidy, kopolymery polypropylen oxidu/etylen oxidu,
polyoxyetylované polyoly (PoG) (nap¥. glycerol), polyoxyetylovany
sorbitol nebo polyoxyetylovana glukéza, kolonové kyseliny (colonic
acids) nebo Jjiné karbohydratové polymery, Ficoll nebo dextran a
jejich smé&si.

Polyetylenglykolem se zde rozumi jakékoliv z forem, ktera byla
pouZita pro derivatizaci Jinych proteinli, jako nap¥. mono- (C1~C10)

alkoxy- nebo aryloxy—polyetylen glykol. Polyetylen glykol
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mezi 2 kDa a 100 kDa (termin ,asi™ naznacuje, Ze v pPreparatech ve
vodé rozpustnych proteing maji nékteré molekuly vahu véts$i a nékteré
mens$i, neZ je uvedens molekulova hmotnost). Preferovana pram&rna
molekulova hmotnost ve vodsé rozpustnych polymerd se pohybuje mezi
asi 5 kDa a 50 kDa, lépe mezi asi 12 kDa a asi 40 kDa a nejlépe mezi
asi 20 kDa a asi 35 kDa.

Obecné&, &im je vy$51i molekulova hmotnost nebo Cim vice je
vétveny, tim v&tsi Jje pomé&r polymer:protein. Vv zdvislosti na
pozZadovaném terapeutickém profilu (napf. na.délce trvani
poZadovaného uvolnovani; na G&inku -existuje-1i- na biologickou
aktivitu; na snadnost manipulace; na stupen nebo absenci
antigenicity a jinych znamych d&incich Ve vodé rozpustnych polymerty
na terapeutické proteiny) se miou poufit i jiné velikosti.

Kazdy z ve vods& rozpustnych polymert by m&l byt pfipojen
k proteinu se zretelem na vliv na funk&ni nebo antigenni oblasti
proteinu. Obecnd se mide chemické modifikovani provadét za
jakychkoliv vhodnych podminek pouZitych pro reakci proteinu
s aktivovanou molekulou polymeru. Mezi aktivovatelné skupiny
(activating groups), které mtidou byt pouZité pro pfipojeni ve vodé&
rozpustného proteinu k jednomu nebo vice proteiniim, patri
nasledujici: sulfonovi, maleimidova, sulfhydrylova, thiolova,
triflatova, tresylatova, azidirinovd, oxiranova a S-pyridylova.

VSechny ve vodé rozpustné proteiny jsou obecnd pfipojeny
k proteinu na o- nebo ¢~ amino skupiné& aminokyseliny nebo k reaktivni
thiolové skupin&. Ve vodé rozpustna skupina mtile byt pfipojena
k jakékoliv reaktivni skupiné proteinu, ktera je dostate&né
reaktivni pro pfipojeni k ve vodé& rozpustné skupiné za vhodnych
reak&nich podminek. Aminokyselinové zbytky s volnou aminoskupinou
miZou zahrnovat lysinova residua a residua aminokyselin na N-konci.
Ty s volnou karboxyskupinou mtiou zahrnovat residua kyseliny
asparagové, residua kyseliny glutamové a residua aminokyselin na
C-konci. Ty s reaktivni thiolovou skupinou zahrnuji cysteinova
residua.

Metody pro pfipravu proteint konjugovanych s ve vodé rozpustnymi
polymery budou obecn& zahrnovat tyto kroky: (a) reakci proteinu s ve
vodé rozpustnym polymerem za podminek, kdy se protein pfipoji

k jednomu nebo vice ve vod& rozpustnym polymerdm (b) ziskani
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je teplota, rozpoustédla nebo hodnota PH), které by mohly
inaktivovat modifikovany protein. Obecns 5¢ optimilni reakéni
podminky pro Yeakce ursjg pfipad od pfipadu v zavislosti Na znamych
Parametrech g pPoZadovanén vysledku. Napfiklad &im vetsi je pomér
konjugaty ve vodé rozpustny polymer:protein, tim vétsg je Procento
konjugovanéhe pProdukty. Optim&lni pomér (ve Smyslu Géinnostq reakce,
takse nedochdzi x pfebytku Nezreagovaného Proteinu nebo polymeru)
miZe byt dan takovymi faktory, jako je Stupen derivatizace (nap¥,
mono-, di-, tri- atd.), molekulovony hmotnostj vybraného polymeru,

tim, je-1i polymer vétveny nebo hevétveny g pouZitymj reakénimi

N~konci. ve vodé Iozpustny polymer mase byt vybran na zaklads&

molekulové hmotnosti, vétveni atd., podilu ve vodé Yozpustného
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Pfedklédany vynélez se 2abyva konkrétns chemicky upravenymi

proteiny s mono- nebo poly- (nap#. 2-4) PEG sloZkami. PEGylace

produktu s polyetylenglykolem (napfiklad s reaktivninm esterem nebo
aldehydovym derivitenm PEGu) za podminek, kdy dojde k pPZipojeni
proteinu g jedné nebo vice PEG skupinam a (b) ziskani reakcniho
produkty (reaké&nich brodukta). obecns optimalni reakcéni podminky pro
Teakci se urej Pfipad od pPfipadu na zédkladé znamych parametrt g

poZadovaném vysledku.

EP 0 401 384, jehos Popis je zde zahrnut odkazem; vigz také Malik et
al. (1992), Exp. Hematol., 20:1028—1035; Francis (1992), Focus on
growth Factors, 3(2):4-10 (publikovino Mediscript, Mountain Court,
Frien Barnet Lane, London N20 oLp, UK): EP 0 154 316; EP ¢ 401 384;
WO 92/16221; wo 95/34326; 3 Ostatni zde citované Publikace kters se
Vztahuji k PEGylacim, jejichsz Popis je zde zahrnut odkazem.

PEGylace se miZe konkrétns pProvést acylaé&ni reakci nebo alkyladéni

pProteiny (pegylated proteins), kde je (jsou) Pprg skupina (skupiny)
Pfipojené Pfes acylovou nebo alkylovoy skupiny. Takovéto Produkty
miZou byt mone- nebo poly- PEGylované (nap#. obsahujici 2-¢ nebo
lépe 2-5 pgpg skupin). prg skupiny jsouy obecné& pPfipojené Proteinu
Na e~ nebo e~amino skupinéch aminokyselin, ale je také nutné vzit go
Uvahy, e PEG skupiny maZoy byt pfipojeny k jakékoliv aminoskuping
PLipojené k Proteinu, kters je dostate&ns reaktivni ng to, aby se

mohla pfipojit k pgg skupin& za vhodnych reakcnich podminek,
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reaktivnji PEG molekuls, Preferovanym aktivovanYm PEG esterenm je PEG
esterifikovany k N—hydroxysukcinimidu (NHS) . rACylaci™ ge zde mys1i

karbamétové, uretanovs a podobné (vi, Chamov (1994), Bioconjugate

Chem., 5(2):133~140; jehos POpis je zde zahrnut odkazem) . Reaké&ni

molekulami (poly—pegylated Protein), Preferuje S€, kdyz je Spojovaci
Vazba amid. Také se pPreferuje, kdyz Je vysledny produkt g vetsi
Casti (napr. Vice nes 95%) Mono-, di- npepe tri- PEGylovan, MazZe
ale také dojit g tvorbé& nékterych Produkty g vySSim stupném PEGylace

V mnoZstvich zavislych pnga PouZitych Specifickych reakcénich

V¥solovani, ultrafiltrace, iontovs vyménna chromatografie, gelovj

filtrace a elektroforéza.

a—aminoskupiny na N-koncji broteiny (tj. Proteiny g jednou pgg
molekuloy), y obouy pZipadech (monoPEGylace nebo polyPEGylace) Jsou

28




Pokud Jde o ~CH,~- skupiny, tento typ Spojeni je zde Zmiriovan Jjako
na@lkyloya» vVazba,

Produkty g Jednou PEG molekuloy vyuzZivg rozdily PKa mezj lysinovou

aminoskupinou a a—aminoskupinou na N-konej (PKa je PH, kdy 504

Reakce Probihj Pri pH, kterg umozZni vyuzit Tozdil pka mezi
s-aminoskupinami lysinovych residui g a~aminoskupinou residua ng
N-konci Proteiny, Obecng, Jje-1i PH nizsj, bude Zadoucji vetsi pPfevahg
Polymery k Proteiny (ti. &inm méng reaktivni je a—aminoskukpina
N~konce, tim vice Polymery bude Potreba g dosaZeni OPtimalnich
Podminek) . Jdestlize je pH vyssi, pomé&r polymer:protein Nemusi byt

tak Vysoky (tj. jsou k dispozicj reaktivnéjéi Skupiny, takze je

Procesy redukéni alkylace. Vhodna rYedukéni €¢inidla maZoy byt Vybranag
z borohydridu Sodného (sodium borohydride), kyanoborohydridu sodného
(sodium cyanoborohydride), dimetylamin borany (dimethylamine
borane), trimetylamin borany (trimethylamine borane), Pyridin borany
(Piridine borane) . 2v14ste Vhodnym redukénim Cinidlen je
kyanoborohydrid sodny. Ostatni reakéni Parametry, Jjako je napf¥iklag

rozpouétédlo, reakéni Cas, teplota 5 zplsob Purifikace brodukty
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monomethoxy—polyethylene glykol aldehyde molecule) S Prumérnoy

Polyetylen 9lykol), ktereg miZoy reagovat g C¢inidlem S reaktivnj

karbonylovou, nitrilovou nebo Sulfonovoy skupinoy bPro konveryzj

Vazby g molekulami, Pricems doch&zi x tvorbsa konjgétﬁ, kterg Jjsou

takeé hydrolyticky stabilni. Vazba, kteroy jsou konjugovény PEGy a
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homobifunkéni (homobifunctional) derivaty Jsou PEG—bis—chlorosulfon

PCT Internationa] Application No. U896/19459, Jjehos Popis je zde

zahrnut odkazem, uvadi metody pfipravy sulfonem—aktivovanYch vazeb

(THF) . pcr Internationa] Application No. US96/19459, Jjehos Popis je
zde zahrnut odkazem, uvadi Postup pro purifikaci aktivovanYch
Spojek, ktery pouzZivs chromatografii S hydrofobnimj interakcemj
zaloZenou na k separaci Spojek podle velikosti g funkénosti koncove
skupiny,

Pfedklédany Vynalez se konkrétn& zabyva nésledovnymi
prokaryontné—exprimovanYmi molekulami Chemicky pozménénymi tak, aby
obsahovaly poly- (nap¥t, 2-4) PEG sloZky: STNFR-T 2.6D/C105, STNFR~-T
2.6D/0106, STNFR~TI 2.6D/N105, STNFR-T 2.3D/d8, STNFR-T 2.3D/d18 a
STNFR-TI 2.3D/d15, bud’metionylovanymi nebo nemetionylovanymi a

jejich variantamj .

Polyvalentni forma (formy)

MiZe se také pfipravit Polyvalentni forma (formyy), tj. molekuly

pProduktuy g nejména Jednoho antagonisty interleukin—l receptorny
("IL—lra“), jak dJe Popsano dale).
MiZou se taka vytvorit polyvalentnji formy, nap#. Chemickym

Spojenim nejméné jednoho zkréceného STNFR produkty S jakoukoliv
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Takovéte polymery, Jsou-13 pouzity Jako Spojky, mohoy byt
homopolymery, nahodné nebo blokujici kopolymery (momopolymer, random

hmotnost, ale tyto charakteristiky miZoy Ovlivnit biologické

batri nésledujici: sulfonové, maleimidové, sulfhydrylové, thiolové,
triflétové, tresylétové, azidirinové, OXiranovs a 5—pyridylové
(sulfone, maleimide, sulfhydryl, thiog, triflate, tresylate,

azidirine, Oxirane ang 5—pyridyl).

faktory nekrotizujiciho tumory Vazebného Proteiny ge Vzorcenm
(STNFR-T 2.6D/C106)2-(20 kDa PEG) je Uveden v PZiklady TI.

Nebo se miZe bivalentni molekulg Skladat , dvou tandemovych
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je podobny navrhuy vlioZeni kratké smyC¢ky sekvenci mezi domény de novo
havrhovanych proteinti (Mutter (1998), TIBS, 13: 260-265 a Regan a
DeGrado (1988), Science, 241:976—978, jejichs Popis je zde zahrnut

odkazem) . Ukazalo se, ze Spojka vhodns pro jednofetézcové protilatky

STNFR~II (Neve et al. (1996), Cytokine, 8(5):365-370, Jjehos popis je
zde zahrnut odkazem) . Pripravilo se (a Usp&3zne& pouzZilo y protilatek)
nékolik odlisnych konstrukty spojek; nejﬁspéénéjéi funké&ni spojky
maji velikost mezi 12 a3 25 aminokyselinami (aminokyseliny

S nereaktivnimi postranimi skupinami, nap#f. alanin, serin a glycin),
coz dohromady tvori hydrofilni sekvenci s nékolika opadéné nabitymi
zbytky pro zvySeni rozpustnosti a Jsou pPEfizplisobive (Whitlow g
Filipula (1991), Methods: a Companion to Methods in Enzymology,
2:97-105 4 Bridgo et a1. (1993), J. Immunol., 150. 469-479, Jjejichsz

Popis je zde zahrnut odkazem) .

avidin, &ims vznikne tetravalentnj molekula avidin/biotin/zkrécene

molekuly sTNFR. Zkracené sTNFR maZou byt také kovalents PEipojené

10.

(zkréceny STNFR/Cg~1). po transkripei g translaci dvoy chimerickych
gend, jak je Popsano dale, miZe byt genovy produkt sloZen do Jjedné

Chimerické molekuly, kde je zkrdceny sTNFR bivalentnji. Dalsi
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molekyl Jsou Uvedeny v, United States Patent ;5 116 964, pcr

2.6D/ClO6, STNFR~-T 2.6D/N105, STNFR-T 2.3D/d8, STNFR~T 2.3D/d18 a
STNFR-T 2.3D/d15, Pfiklady Tozli&nych polynukleotidﬁ Jsou Uvedené pg
obrézcich 2, 3, 4, 5, ¢ a 7,

nukleotidovych sekvenci Tyto Sekvence maZoy byt dale pouzZite pro
PEipravy detekénich Sond nebg amplifikaénich Primern, Poynukleotidy

kédujici Zkrdceneg STNFR maZoy byt take véleneny do €Xpresnich
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nukleovych kyselin kédujicice kracene STNFR se Ssekvenceni Uvedenym;

V sekci Obrazky 4 ty sekvence nukleovych kyselin, ktere hybridizuji

téchto Sekvencj nukleonch kyselin (Maniatjg et al. (1982),
Molecular clonlng (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor

knihovny a/nebo pcgr amplifikace CDNA. Tyto a Ostatni metody, ktere

Ausube] et a1., eds Current Protocolg in Molecular Biology, Current
Protocols Press, (1994); a v Berger and Kimmel, Methods in
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Academic Press, Inc., san Diego, Ca, (1987), jejichs Popis je zde
Zahrnut odkazen.

Angeyw. Chemn. Int1, Ed., 28:716~734 a Wells et al., (1985), Gene,

34:315, Jjejichs POpis je zge Zahrnut odkazen, Tyto metody zahrnujs

Z jednoho nebo vice Pletivy, kde se pfedpoklédé €Xprese bProteiny)
nebo genomovych knihoven (knihovna Pripravens Z celkové genomové

DNa) . Zdroj Pro cpna knihovny je typlcky Pletivo jakéhokoliv druhy,
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Promyvang PEi 35-49 °Cc, o délce 17 bazi pz; 45-50 °c, o délce 2¢
basi pxj 92-57 °¢ 4 O délce 23 bazi pg; 57-63 °¢. Teplota mbZe pyt
ZVvySena o 2-3 °¢, Jestlise je Pozadi dqapg nespecifickym Navazovaniny

Sondy Vysoké. Druny Protoko1 bPouzivyg pro Promyvani tetrametyl

kyselin je polymerézova retezoyy reakce (PCR) Prj pouzZiti této
metody ge pPfipravi CDNA poly(A)+RNA nebo Celkové RNA PouzZitipy

enzymy reverznig transkriptéza. Dva Primery (ollgonukleotidy),

zkréceny STNFR, Jsou pfidény k cDNa Spole&ng s polymerézou (jako Jje
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oblastech. Sondy nebo Primery musoy byt Pripadns& Zzcela nebo Castedns
degenerované, tj. mohoy Obsahovat Smés sond/primerﬂ, kde véechny
kéduy i1 Stejnouy aminokyselinovou Sekvenci, ale s pPouzZitim rQznych

kodonn, Alternativou degenerovanych sond je bouzitji inosingy

Srovnini S€ sekvenci na obrézcich 2, 3, 4, 5, ¢ a v, ktere vedoy

k expresi Varinatnieh aminokyselinovych Sekvenci (pri Porovnani

S pavodni (wild type) aminokyselinovou Sekvenci) , Pfiprava
Syntetickyep Variant Sekvenci je odborni kim dobfe Znami g je Popsang

Napfiklad v Sambrook et al. (1989), Supra g Wells et al. (1985),
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funkc; (amplifikace DNA nepg ©Xprese DNA) 4 Jjeho kompatibilité se
skou burikoy Ko

Zahrnujj (ale hejsoy omezeny bouze png ng) . Signilns sekvence,
r

Pocatek replikace jeden nebo vice signélnich (marker) geny,

promotory, 2esilovaci elementy, Sekvenci ukonéujici transkripci atd.

(Stratagene, LaJolla, Ca)). Pro Uvedeng ﬁéely maze byt bouzity Fada

Pocatey Teplikace

Teplikace nebo autonomns se replikujici Sekvence, Takovétg Sekvence

Jisou dobfe Znémé, Pocatey Teplikace z Plasmigy PBR322 Jje vhodny pro
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pfeZiti nebo rGst transformovanych hostitelskych buné&k, rostou-1li
v seleknim kultivainim médiu. Hostitelské buiky, které nejsou
transformované vektorem, nebudou obsahovat selek&ni gen a proto
nepreZiji v kultivaénim médiu. Typické selek&éni geny kéduji
proteiny, které: (a) udé€luji rezistenci k antibiotikiim nebo jinym
toxintum, nap¥. k ampicilinu, neomycinu, metotrexdtu (metothrexate)
nebo tetracyklinu, (b) doplni auxotrofni nedostatek nebo (c¢)
poskytnou nezbytné Ziviny, které nejsou v Zivném médiu

Pro amplifikaci gen(, které se maji exprimovat, se miZou pouzit i
jiné selekéni geny. Amplifikace je proces, kde geny, které jsou
dhleZit&jsi pro produkci proteinl nezbytnych pro rfist, se tandemové&
opakuji uvnit¥ chromosom@ nadsledujicich generaci rekombinantnich
bunék. Priklady vhodnych selekénich markeru pro sav&i bufiky zahrnuji
napf. dihydrofolat reduktéazu (dihydrofolate reductase - DHFR) a
thimidin kindzu. Bunécné transformanty jsou vystavené selek&nimu
tlaku, kde pouze transformanti jsou schopni se adaptovat a prezZit
diky markertm pritomnym ve vektoru. Selekéni tlak je vyvolan
péstovanim transformovanych buné&k za podminek, kdy koncentrace
selekéniho ¢inidla v médiu je postupné ménéna a tim dochazi
k amplifikaci jak selekéniho genu tak DNA, kterd kdéduje zkrdcené
sTNFR. Vysledkem je zvySené mnoZstvi zkrdcenych sTNFR, které jsou
syntetiovany z amplifikovné DNA.

Napfiklad bunky transformované selekénim genem pro DHFR jsou
nejdriv identifikované péstovanim vSech transformantd v Zivném
médiu, které obsahuje metotrexat (kompetitivni analog DHFR). Pti
pouZziti divokého typu DHFR je vhodnou hostitelskou bufikou bun&&na
linie z vajelnikd kfelka (Chinese hamster ovary cell line)
postradajici DHFR aktivitu (Urlaub a Chasin (198), Proc. Natl. Acad.
Sci.,vUSA, 77:(7):4216-4220, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem).
Transformované buiiky jsou potom vystaveny zvySené hladiné
metotrexdtu. To vede k syntéze vice kopii genu DHFR a privodné vice
kopiim jinych gen obsaZenych v expresim vektoru, jako je DNA

kédujici zkracenou sTNFR.
Promotory

Jak expresni, tak klonovaci vektory typicky obsahuji promotor,

ktery je rozezndn hostitelskym organismem a je operalné spojen se
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sekvenci nukleové kyseliny kédujici zkriceny sTNFR. Promotor je
netranslatovanad sekvence umisténd pred (5’) startovacim kodonem
strukturniho genu (zpravidla v ramci 100 aZ 1000 pb), kterad ridi
transkripci a translaci urcité sekvence nukleovych kyselin, které
napfiklad kéduji zkrdcené sTNFR. Promotor miZe byt vhodné& zatazen do
jedné ze dvou t¥id - inducibilni promotory a konstitutivni
promotory. Inducibilni promotory iniciuji zvySeni transkripce z DNA
pod svym fizenim jako odpovéd na nékteré vyZivové zmény nebo zmény
v teploté. Je znaméd celd fada promotor®l rozeznadvana Fadou
potencidlnich hostitelskych bunék. Promotor miZe byt opera&né
prfipojen k DNA kédujici zkraceny sTNFR tak, Ze se restrikénimi
enzymy odstrani promotor ze zdrojové DNA a v&leni se poZadovana
promotorova sekvence. PUvodni promotorova sekvence sTNFR-I nebo
promotorova sekvence sTNFR-II se miZe pouZit pro pfimou amplifikaci
a/nebo expresi DNA kdédujici zkraceny sTNFR. Preferuje se ale
heterologni promotor, jestliZ to vede k vét3i transkripci a vy3Simu
vyt&Zku exprimovaného proteinu v porovnadni s plvodnim promotorem a
jetliZe je kompatibilni s hostitelskym bun&énym systémem, ktery byl
vybran k pouziti. Napfiklad pro primou amplifikaci a/nebo expresi
DNA kédujici zkraceny sTNER se miZe pouZit kterdkoliv z pGvodnich
promotorovych sekvenci ostatnich ¢lent rodiny NGF/TNF.

Promotory vhodné pro pouZiti u prokaryontnich hostiteltli zahrnuji
beta-laktamazovy a laktdézovy promotorovy systém; promotor alkalické
fosfatazy; tryptofanovy (trp) promotorovy systém; systém
bakteridlniho luminescencniho (luéR) genu a hybridni promotory, jako
je tac promotor. Vhodné jsou také jiné znamé bakteridlni promotory.
Jejich nukleotidové sekvence byly publikovany a tim je umoZnéno
odborniklm pFfipojit je k poZadované DNA sekvencli (sekvencim)

s pouZitim spojek (linkers) a adaptorti (adaptors), kdyZ je nutné
doplnit poZadované restrikéni misto.

Vhodné promotorové sekvence pro pouZiti u sav&ich hostitelskych
bunék jsou také dobfe znamé a patfi mezi né promotory ziskané
z genoml vir®i, jako je polyoma virus, virus drlbeZich ne3tovic
(fowlpox virus), adenovirus (jako nap¥. Adenovirus 2), hovézi
papiloma virus (bovine papilloma virus), ptadi sarkomovy virus
(avian sarcoma virus), cytomegalovirus, retrovirus, virus Zloutenky

B a zejména opici virus 40 (SV40). Dalsi vhodné sav¢i promotory
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zahrnuji heterologni savéi promotory, nap¥. ,heat-shock® promotory a

aktinovy promoter.

Zesilovaci prvky (Enhancer Element)

Jak expresni, tak klonovaci vektory budou zpravidla obsahovat
zesilovaci sekvence pro zvyseni transkripce DNA sekvence kédujici
zkraceny sTNFR ve vyS3i eukaryontech. Zesilovade jsou cis-pusobici
(cis-acting) komponenty DNA o délce zpravidla 10-300 pb, které
pUsobenim na promotor zvy3uji jeho transkripci. Zesilova&e jsou
relativné orientalné a pozi&né& nezavislé. Nachazeji se jak na 5’ tak
na 3’ konci transkripéni jednotky. Kvasniéni zesilova& je vyhodnd&
spojen s kvasni¢nimi promotory. Je znamo né&kolik zesilovacich
sekvenci dostupnych ze sav&ich genti (napf¥. globin, elasta:za,
albumin, alfa fetoprotein, a insulin). Navic virové zesilovale, jako
napr. SV40 zesiloval, zesiloval Casného promotoru cytomegaloviru,
polyoma zesiloval a zesilovace adenovirt jsou priklady zesilovacich
prvkda pro aktivaci eukaryontnich promotoréi. I kdyZ zesilovad miZe
byt jak na 3’, tak na 5’ konci DNA kdédujici zkraceny sTNFR, typicky

je na 5’ pozici od promotoru.

Ukonceni transkripce

VSechny expresni vektory pouZité v eukaryontnich hostitelskych
bunkach typicky obsahuji sekvence nezbytné pro ukon&eni transkripce
a pro stabilizaci mRNA. Takovéto sekvence jsou bé&Zné& dostupné z 5' a
nékdy z 3’ oblasti, kde nedochazi k translaci eukaryontnich DNA nebo
CcDNA. Tyto oblasti obsahuji nukleotidové segmenty transkribované
jako polyadenylované fragmenty na oblastech mRNA kédujici zkraceny

sTNFR, kde nedoch&zi k translaci.

Konstrukce vektora

Konstrukce vhodného vektora, obsahujiciho jednu nebo vice z d¥ive
zminénych sloZek (spolelné se sekvenci kédujici zkraceny sTNFR), se
dosdhne standardni ligac&ni technikou. Izolované plazmidy nebo DNA
fragmenty jsou rozstépeny, upraveny a znova spojeny v poZadovaném
pofadi tak, aby se vytvoril poZadovany vektor. Aby se ov&¥ila
spravnost sekvence konstruktu, ligaéni smés je moZné pouZit pro

transformaci E.coli a tspé&3né transformanty se miZou vybrat
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technikami popsanymi vySe. Pak se pfipravi vektor z transformantil ve
vétsich mnoZstvich a vektor je analyzovan rozité&penim restrik&nimi
endonukledzami a/nebo sekvenovanim, aby se ptvrdila pritomnost
poZzadovaného konstruktu.

Také se muZe pouZit vektor, ktery v sav&ich bunikach zajisti
pfechodnou (transient) expresi DNA kédujici zkraceny sTNFR. Obecné
pfechodnad exprese zahrnuje pouZiti expresniho vektora, ktery je
schopen 4&inn& se replikovat v hostitelské buiice, takZe hostitelska
bufika akumuluje mnoho kopii expresniho vektora a ndslednd
syntetizuje vysoké hladiny poZadovaného proteinu kédovaného
expresnim vektorem. KaZdy pfechodny expresni systém, skladajici se
z expresniho vektora a hostitelské buiiky, je vhodny pro pozitivni
identifikaci proteint kédovanych klonovanymi DNA a také pro rychlé
testovani takovychto proteini na poZadované biologické nebo
fyziologické vlastnosti, tj. na identifikaci biologicky aktivnich

zkracenych sTNFR.

Hostitelské buriky

Pfedkladany vyndlez také poskytuje v3echny rekombinantni
hostitelské bunky, které obsahuji sekvence nukleovych kyselin
pouzitelnych pri expresi poZadovaného proteinu. Vzorové prokaryontni
a eukaryontni hostitelské bunky zahrnuji buniky bakteridlni, savéii,
hmyzi, bunky hub a kvasinek a bufiky rostlinné.

Prokaryotické hostitelské bunky zahrnuji (ale nejsou omezeny
pouze na né&) eubakterie, jako napfiklad Gram-pozitivni nebo Gram
negativni organizmy (nap¥. E. coli (HB101, DH5a, DH10 a MC1061)
bacily jako B. subtilis; druh Pseudomans jako P. aeruginosa;
poddruhy Streptomyces; Salmonella typhimurium nebo Serratia
marcescans. Ve specifickém pripadé miZe byt poZadovany protein
exprimovan v E. coli.

Navic kromé prokaryontnich hostitelskych bunék miZou byt vhodnymi
hostiteli pro expresi zkracenych sTNFR eukaryontni mikroby, jako
napf. vlaknité houby nebo kvasnice. Mezi niZ3imi eukaryontnimi
hostitelskymi organismy se nejasté&ji pouZiva Sacharomyces
cerevisiae nebo bé&Zné droZdi, ale dobfe znadmd a bé&Zné& dostupna je

fada dals$ich t#id, druhli a kment.
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Zkracené sTNFR miZou byt exprimované v glykosilované formé
kteroukoliv z fady vhodnych hostitelskych bunék odvozenych
z vicebunécného organismu. Takovéto hostitelské bufiky jsou schopné
komplexniho zpracovani a glykosila&nich aktivit. Vé&tsinou mtZe byt
pouzita jakékoliv eukaryontni buné&nd kultura, at uZ z bunék
obratlovcil nebo bezobratlych v&etné bunék rostlinnych a hmyzich. Ve
zvlastnim pripadé miZe byt poZadovany protein exprimovadn v burikach
baculovirti.

MZou se pouZit bunky obratlovci, protoZe jejich mnoZeni
v kultufe (tkédnové kultury) je dobt¥e znamé. Priklady vhodnych linii
savéich hostitelskych bunék zahrnuji napfiklad linii z opidich
ledvin CV1 transformovanou SV40 (COS-7), linii z embryondlnich
lidskych ledvin (bunky 293 nebo buriky 293 subklonované pro ruast
v suspenzni kultufe), bunky z ledvin k¥eléich mladat a bunky
z vajecnikt kfeckl. Mezi ostatni vhodné sav&i bunéé&né linie patfi
nap¥. HeLa, my3i L-929 bunky, 3T3 linie odvozené ze Swiss, Balb-c
nebo NIH mySi a bunéc¢né linie BHK nebo HaK z k¥ecka. V urcitém
pfipadé mhZe byt poZadovany protein exprimovan v COS bunkéach.

Hostitelskd bunka midZe byt transfekovand nebo lépe transformovand
poZadovanou nukleovou kyselinou za vhodnych odminek, kdy dochazi
k expresi nukleové kyseliny. Vybér vhodnych hostitelskych bunék,
metody pro transformaci, péstovéni, amplifikaci, testovani a
produkci produktu a jeho purifikaci je odborniklm dobfe znamy
(Gething a Sambrook (1981), Nature, 293:620-625 nebo Kaufman et al.
(1985), Mol. Cell. Biol., 5(7):1750-1759, nebo U.S. Pat. No.

4 419 446, jejichZ popisy jsou zde zahrnuty odkazem. Naptriklad pro
saveéi buriky bez bunélné stény se mlZe pouZit precipitarni metoda

s fosfatem védpenatym (calcium phosphate). Dadle se mhZe pouzZit
elektroporace, mikro injekce a ostatni zndmé techniky.

Je také moZné produkovat zkrdcené sTNFR homologni rekombinaci
nebo metodami rekombinantni produkce vyuZivajicimi ¥idicich elementl
vnesenych do bunék, které uZ obsahuji DNA kédujici zkricené sTNFR.
Homologni rekombinace je technika plvodné vyvinutd pro zaméfeni genl
k indukci nebo opravé mutaci v transkripéné aktivnich genech
(Kucherlapati (1989), Prog. In Nucl. Acid Res. And Mol. Biol.,
36:301, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem”). Zakladni technika byla

vyvinutd jako metoda pro vneseni specifickych mutaci do specifickych
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oblasti savc¢iho 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 specifickych mutaci uvnit#
chybného genu (Doetschman et al. (1987), Nature, 330:576-578, jehoz
popis je zde zahrnut odkazem). Vzorové techniky jsou popsané v U.S.
Patent No. 5 272 071; W092/01069; W093/03183; WO 94/12650 a WO
94/31560, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem.

Diky homologni rekombinaci miZe byt DNA sekvence urdend
k vClenéni do genomu umisténd do urc¢ité oblasti p¥isludného genu
jejim prichycenim k cilové DNA. Cilova DNA je DNA, kterd je
komplementarni (homologni) k oblasti genomové DNA. Malé useky cilové
DNA, které jsou komplementdrni k specifické oblasti genomu, se
dostanu do kontaktu s rodidovskym pramenem b&hem procesu replikace
DNA. DNA, kterd byla vnesena do bufiky obecné hybridizuje a tudiz
rekombinuje s jinymi uUseky endogenni DNA sdilenim homolognich
oblasti. JestliZe je tento komplementdrni pramen pfipojen
k oligonukleotidu, ktery obsahuje mutaci nebo odli3nou sekvenci DNA,
je také zainkorporovana do nové syntetizovaného pramene (jako
vysledek rekombinace). Diky proofreadingové funkci je moZné, Ze tato
nova sekvence slouZi jako templdt. Takto je pfenesend DNA
inkoroporovanad do genomu.

JestliZe je znamd sekvence uréitého genu (napfiklad sekvence
nukleovych kyselin zkr&ceného sTNFR), miZe byt syntetizovanad nebo
jinak ziskan& (napfiklad vhodnym restrikénim Stépenim plvodni DNA
v mistech okolo oblasti, kterd nas zajimd) sekvence ridici expresi
(Gsek DNA, ktery je komplemetdrni k vybrané oblsti genu). Tento Usek
slouzi jako cilové sekvence pro vloZeni do bunky a bude hybridizovat
ke své homologni oblasti uvnit¥ genomu. JestliZe k této hybridizaci
dojde béhem replikace DNA, tento usek DNA (a jakakoliv dalsi
sekvence takto pfipojend) bude slouZit jako Okazakiho fragment a
bude vsazen do nové syntetizovaného dcefinného Feté&zce DNA.

K témto Useklm cilové DNA jsou pfipojeny oblasti DNA, se které
miZou vzajemné ovliviovat s expresi zkrédceného sTNFR. Napfiklad se
vlioZi do genomu urcené hostitelské butiky v dostatecné blizkosti a ve
spravné orientaci promotor/zesilovad, supresor nebo exogenni

transkripéni modulac¢ni element, aby se ovlivnila transkripce DNA
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kédujici poZadovany zkraceny sTNFR. Ridici element nekéduje zkréceny
sTNFR, ale misto toho ¥idi &&st DNA p¥itomné v genomu hostitelské
bunky. Exprese zkradceného sTNFR se tak miZe dosdhnout nikoliv
transfekci DNA, kterd kdduje zkraceny sTNFR ale spiSe pouZitim
cilové DNA (obsahujici homologni oblasti s endogennim genem, ktery
nas zajima) spojené s DNA regulacnim uUsekem, ktery poskytne
endogenni genovad sekvence s rozeznatelnym signdlem pro transkripci

zkrdceného sTNEFR.

Péstovani hostitelskych bunék

Metody pro kultivaci v3ech (jedné nebo vice) rekombinantnich
hostitelskych bunék pro produkci poZadovaného proteinu z&avisi na
mnoha faktorech a uUvahach; optimdlni vyrobni postup pro danou
situaci bude zfeijmy odbornikim po nékolika experimentech.
Rekombinantni hostitelské buriky jsou péstovany ve vhodném médiu a
exprimuji zkraceny sTNFR, ktery je pripadné izolovan a purifikovan
z Zivného média (nebo z bunék, je-li exprimovan intracelularné)
vhodnymi, odbornikim znAmymi postupy.

Konkrétné kaZda z rekombinantnich bunék pouzitych k produkci
poZadovaného zkraceného sTNFR miZe byt pé&stovdna v médiu vhodném pro
indukci promotorli, pro wvybér vhodnych rekombinantnich hostitelskych
bunék nebo pro amplifikaci gent kdédujicich poZadovany zkraceny
STNFR. Médium miZe byt doplnéno (je-~1li to nezbytné) hormony a/nebo
ostatnimi rustovymi faktory (jako je insulin, transferin nebo
epidermalni rtstovy faktor), solemi (chlorid sodny, vapnik, hofcik a
fosfat) pufry (jako je HEPES), nukleotidy (jako Jje adenosin a
thymidin), antibiotiky (jako je gentamicin), stopovymi prvky (jsou
definované jako anorganické sloucdeniny zpravidla pfitomné
v koneénych koncentracich v fadu mikromolll) a glukdzou nebo jinym
zdrojem energie. Také se mlZou doplnit jiné dopliiky ve vhodnych
koncentracich, podle nadzoru odbornikG. Vhodné podminky pé&stovani,
jako nap¥. teplota, pH a podobné jsou odborniklm sbéhlym v praci

s vybranymi hostiteli dobfe znamé.
Farmaceutické sloZeni

KaZda farmaceutickad smés obecné& obsahuje terapeuticky Gcéinné

mnoZstvi zkrdcenych sTNFR a chemicky modifikované derivaty
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zkradcenych sTNFR (spoleéné ,zkraceny(é) sTNFR produkt(y)™)
s pfisadou nosiée. Nosi& prednostné obsahuje jeden nebo vice
farmaceuticky a fyziologicky pfijatelny materidl s pfisadou
zkrdceného sTNFR produktu(l) a fizenou uvolilovanou latku.

Primdrni rozpoudtédlo v nosic¢i miZe byt bud vodné nebo nevodné
povahy. Nosi¢ maZe navic obsahovat dalsi farmaceuticky pfijatelné
substance pro Upravu nebo udrZeni pH mezi 5-6,5, nebo jesté lépe
mezi 5,5-6 (napfriklad pufry, jako citratovy, fosfatovy a
aminokyseliny jako je glycin); 1latky zvét3ujici objem
lyofilizovaného praparatu (napf¥. manitol a glycin); osmomolarity
(nap¥. manitol nebo chlorid sodny); povrchové aktivni 1atky (napt.
polysorbat 20, polysorbat 80, triton a pluronika (pluronics));
viskozity; Jjasnosti; barvy; sterility; stability (napf. sachardéza a
sorbitol); antioxidanty (napf. sulfd&t sodny a hydrogensulfit sodny),
konzervadni latky (napf. kyselina benzoova a kyselina salicylova);
viné preparéatu; latky ovliviujici chut a Fedici &inidla; rychlosti
rozpoudténi (nap¥. rozpoudtédla a rozpoustéci &inidla jako alkohol,
polyetylen glykol a chlorid sodny); rychlosti uvolfiovani;
emulsifikadni latky; suspenzni ¢inidla; rozpoustédla; plniva;
prostfedky pro transport (delivery vehicles); fedidla; inertni
substance a/nebo farmaceutické zesilovade. Daji se také predvidat
daldi uéinné formy administrace jako nap¥. parenteralni pomalu se
uvolnuijici ptripravek (parenteral slow-release formulation),
inhalaéni mlhy, or&lné aktivni pfipravky (orally-active
formulations) nebo &ipky. Smés miZe také obsahovat jednotlivé
ptipravky polymernich slougenin, jako napf. znac¢né& narusené polymery
(bulk erosion polymers) (nap¥. tyto latky - kopolymery poly(kyselina
lactic-co-glycolic (PLGA), smési PLGA polymeru, blokujici kopolymery
PEGu, a kyselina mlé&n& a glykolova, poly(kyanoakrylaty)); povrchové
erozni polymery (nap¥., poly(anhydridy) a poly{(ortho estery));
hydrogel estery (napf., pluronic polyoly, poly(vinyl alkohol),
poly(vinylpyrrolidon), kopolymery maleic anhydrid-alkyl vinyl ether,
celulébéza, derivaty kyseliny hyaluronové, alginat, kolagen, Zelatina,
albumin, a 3kroby a dextrany) a jejich kompozitni formy; nebo
pfipravky liposomll nebo mikrokulicek (liposomes or microspheres).
Takovéto pfipravky mohou ovlivnit fyziologicky stav, stabilitu,

rychlost uvolfiovdni in vivo a rychlost odbouravani pritomnych
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protein a derivatl in vivo. Optimdlni farmaceutické sloZeni pro
poZadovany protein bude urcené odbornikem v z&svislosti na zplsobu
podadvani a poZadované davce. Priklady farmaceutickych sloZeni jsou
uvedeny v Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. (1990), Mack
Publishing Co., Easton, PA 18042, strany 1435-1712; Gombotz and
Pettit (1995), Bioconjugate Chem., 6:332-351; Leone-Bay, et al
(1995), Journal of Medicinal Chemistry, 38:4263-4269; Haas, et al.
(1995), Clinical Immunology and Immunopathology, 76(1l): 93; WO
94/06457; WO 94/21275; FR 2706772 a WO 94121235, jejichZ popis je
zde zahrnut odkazem.

Specifické postupné se uvoliiujici smési jsou dostupné od
nasledujicich vyrobc: Depotech (Depofoam™, multivesikuldrni liposom
- multivesicular liposome) : Alkermes (ProLeasem, PLGA mikrokulicky
(microsphere)). Jak je zde uvedeno, hyaluronanem (hyaluronan) se
mini hyaluronan, kyselina hyaluronova (hyaluronan, hyaluronic acid)
a jeji soli (nap¥. hyluronédt sodny - sodium hyaluronate), estery,
etery, enzymatické derivaty a k¥iZové spojené gely kyseliny
hyaluronové (cross-linked gels of hyaluronic acid), jako je hylan
(hylan). Pfriklady forem hyaluronanu jsou uvedené v Peyron and Balazs
(1974), Path. Biol., 22(8):731-736; Isdale et al. (1991), J. Drug
Dev., 4(2):93-99; Larsen et al. (1993), Journal of Biomedical
Materials Research, 27:1129-1134; Namiki, et al. (1982),
International Journal of Clinical Pharmacology, Therapy and
Toxicology, 20(11):501-507; Meyer et al. (1 S95), Journal of
Controlled Release, 35:67-72; Kikuchi et al. (1996), Osteoarthritis
and Cartilage, 4:99-110; Sakakibara et al. (1994), Clinical
Orthopaedics and Related Research, 299:282-292; Meyers a Brandt
(1995), 22(9):1732-1739; Laurent et al. (1995), Acta Orthop Scand,
66(266):116-120; Cascone et al. (1995), Biomaterials, 16 (7):569~
574; Yerashalmi et al. (1994), Archives of Biochemistry and
Biophysics, 313(2):267-273; Bernatchez et al. (1993), Journal of
Biomedical Materials Research, 27(5): 677-681l; Tan et al. (1990),
Australian Journal of Biotechnology, 4(1):38-43; Gombotz a Pettit
(1995), Bioconjugate Chem., 6: 332-351; U. S . Patent Nos.

4 582 865, 4 605 691, 4 636 524, 4 713 448, 4 716 154, 4 716 224,
4 772 419, 4 851 521, 4 957 774, 4 863 907, 5 128 326, 5 202 431,
5 336 767, 5 356 883; European Patent Application Nos. 0 507 604 A2
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a 0 718 312 A2; a WO 96/05845, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem.
Urcité hyaluronanové smési jsou dostupné od nasledujicich
dodavatelt: BioMatrix, Inc. Ridgefield, NJ (Synvisc™, sm&s 90:10
hylan tekutiny a hylan gelu (mixture of a hylan fluid and hylan
gel)); Fidia S.p.A., BAbano Terme, Italy (Hyalgan™, sodna stl
rozélenéné kyseliny hyaluronové (sodium salt of a rooster comb-
derived hyaluronic acid) (molekulova hmotnost asi 500 000 aZ asi
700 000)); Kaken Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan (Artz™, 1%
roztok rozdélenéné kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti asi
700 000); Pharmacia AB, Stockholm, Sweden (Healon™, roz&lené&na
kyselina hyaluronova o molekulové hmotnosti asi 4x10°); Genzyme
Corporation, Cambridge, MA (Surgicoat™, rekombinantni hyaluronovéa
kyselina); Pronova Biopolymer, Inc. Portsmouth, NH (Hyaluronic Acid
FCH, vysokd molekulova hmotnost, (napf¥., okolo 1.5-2.2 x 10°)
hyaluronovd kyselina pripravend z kultury Streptococcus
zoaepidemicus; Sodium Hyaluronate MV (mol. hmotnost okolo 1,0-1.6 x
10°) a Sodium Hyaluronate LV (mol. hmotnost okolo 1,5-2,2x10°%) ;
Calbiochem~-Novabiochem AB, Lautelfingen, Switzerland (sodna sul
kyseliny hyaluronové) (Hyaluronic Acid, sodium salt) (katalogové
¢islo v katalogu z roku 1997 385908) pfipravené z druhu
Streptococcus); Intergen Company, Purchase, NY rozclenéni kyselina
hyaluronovd o molekulové hmotnosti asi 1 x 10°); Diosynth Inc.,
Chicago, IL; Amerchol Corp., Edison, NJ and Kyowa Hakko Kogyo Co.,
Ltd., Tokyo, Japan.

Jakmile je dané farmaceutické sloZeni, mtZe se skladovat ve
sterilnich ampulich jako roztok, suspenze, gel, pevnd nebo
dehydratovanid emulze nebo lyofilizovany prasek. Takovéto sloZeni se
miZe skladovat bud ve formé& pfipravené pro pouZiti nebo ve formé
vyZadujici pfed pouZitim rekonstituci (nap¥. lyofilizované).

Ve specifickém pripadé je predkladany vyndlez zaméfeny na
soupravy pro produkci jednodévkovych aplikac¢nich jednotek. Soupravy
mohou obsahovat nadobku se suSenym proteinem a nadobku s vodnym
ptipravkem. Soupravy v ramci tohoto vynéalezu zahrnuji jedno nebo
vice komorové pfedplnéné injekéni strikacky; ukdzkové pfedplnéné
injeké&ni st¥ikaclky (napf. tekuté injekéni stfikacky (liquid

syringes), lyo-inje&ni stfikalky (lyosyringes) (jako napf. Lyo-Ject,
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dvoukomorové predplnéné lyo-injekéni stfikacky) které jsou dostupné

od Vetter GmbH, Ravensburg, Némecko.

PouZiti

Zkradcené sTNFR produkty mGZou byt uzitelné jako 1latky pro vyzkum
nebo jako terapeutické a diagnostické 1latky. Zkré&cené sTNFR se miZou
pouZit v in vitro a/nebo in vivo diagnostickych testech pro
kvantifikaci mnoZstvi pfirozeného sTNFR-I nebo sTNFR-II v pletivech
nebo vzorcich orgéanu nebo k urleni a/nebo izolovani bunék, které
exprimuji TNF (Scallon et al. (1995)), testech pro kvantifikaci
mnoZstvi p¥irozeného sTNFR-I nebo sTNFR-II v pletivech nebo vzorcich
organu nebo k urceni a/nebo izolovani bunék, které exprimuji TNF
(Scallon et al. (1995), viz vySe). V testech pletiv nebo organi bude
(ve srovnani se standardni vazebnou k¥ivkou '*’I-zkracenych sTNFR)
méné '**I radioaktivity ze zkracenych sTNFR vazajicich se na TNF diky
neznac¢enému prirozenému sTNFR-I nebo sTNFR-II vazajicimu se na TNF.
Podobné '*°I~zkricend sTNFR se mliZou pouZit pro detekci piitomnosti
TNF v raznych typech bunék.

Tento vynalez fedpoklada také pouZiti zkrécenych sTNFR produktl
pro tvorbu protildtek a vysledné protilatky (konkrétné vcetné téch,
které se budou vazat také na pGvodni sTNFR-I nebo sTNFR-II). MGzZou
se pripravit protilatky, které se budou viazat k zkracenym sTNFR,
napfiklad k epitopu uvnit#¥ aminokyselinové sekvence R;-[Cys'’-Cys'®]-
R, nebo uvnit¥ aminokyselinové sekvence R;-[Cys*’-Cys''”]-Rs. Pracovnik
s bé&Znymi dovednostmi miZe pouZit dobfe znémé a publikované postupy
k ziské&ni monoklondlnich a polyklondlnich protilatek nebo
rekombinantnich protilatek, které specificky rozeznaji a vadZou se na
rizné proteiny kédované aminokyselinovymi sekvencemi predkladaného
vynédlezu. Takovéto protilatky se potom miZou pouZit k purifikaci a
charakterizaci hotového, 30 kDa TNF inhibitoru plné délky a hotového
40 kDa TNF inhibitoru plné délky.

Predkladdany vynalez se také vztahuje k metoddm léceni urcitych
nemoci a lékarskych stavl (mnoho z nich miZe byt charakterizovéno
jako z&nétliva onemocnéni), které jsou zprostfedkovény TNF (mediated
by TNF). Nemoc nebo léka¥sky stav se pokladd za ,TNF zprostfedkované
onemocn&ni®, jestliZe je spontAdnni nebo experimentidlni nemoc spojenad

se zvySenymi hladinami TNF v télnich tekutinach nebo pletivech

50



ve e e

* -
Seveoss
L
‘.0.’.
-

(X2 X1
.
o0
-

seen
oeen

1
(R X ]

LEXZL X3

]
t a8 (X} .s

pfilehlych ohnisku onemocnéni nebo se objevuje v organismu. TNF
zprostfedkovand onemocnéni miZou byt také rozliSena pomoci
nasledujicich dvou podminek: (1) patologické nélezy spojené

s chorobou miZou byt vyvolany experimentdlné na zvifatech podavanim
TNF a (2) patologie indukovanad na experimentadlnich zvi¥ecich
modelech onemocnéni mGZe byt inhibovana nebo odstranéna pouZitim
latek, které inhibuji plsobeni TNF. Mnoho onemocnéni
zprostrfedkovanych TNF splrnuje dvé z té&chto tfi podminek, ostatni
splni vSechny t¥i. Nelplny seznam chorob zprostfedkovanych TNF spolu
s odpovidajicimi n&slednymi onemocnénimi a symptomy, které vSechny
miZou byt léleny metodami pfedkladaného vyndlezu jsou: syndrom
respiracnich potiZi u dospélych (adult respiratory distress
syndrome) ; kachexie/anorexie (cachexia/anorexia); rakovina (napf.
leukemie); syndrom chronické dGnavy (chronic fatigue syndrom);
odmitnuti Stépu hostitelem; hyperalgesie (hyperalgesia); zanétlivé
onemocnéni strfev (bowel inflammatory disease); zanétliva neuro
onemocnéni (neuroinflammatory disease); ischemické/reperfuzni
poskozeni (ischemic/reperfusion injury) vetné mozkové ischemie
(poskozeni mozku jako vysledku traumatu, epilepsie, krvaceni nebo
mrtvice, coZz ve v3ech pripadech miiZe vést k neurodegeneracim);
diabetes (napf. poclatek détské diabetes mellitus typu 1); nésobné
skleroza; ofni onemocnéni; bolest; pankreatitida; plicni fibréza
(pulmonary fibrosis); revmatickd onemocnéni (napf. revmaticka
artritida, osteoartritida (osteocarthritis), détska (revmatoidni)
artritida, seronegativni polyartrtida, ankyldézni spondilitida
(ankylosing spondylitis), Reiterv syndrom a reaktivni artritida
(Reither’s syndrom and reactive arthritis), lupénkova artritida,
enteropatickd artritida (enteropatic arthritis), polymyozitida
(polymyosithis), dermatomyozitida (dermatomyositis), sklerodermie
(sclerodema), systematické& sklerdza (systemic sclerosis),
vaskulitida (vasculitis), mozkova vaskulitida, Sjdgrendv syndrom,
revmatickd horecka, polychondritida (polychondritis) a revmaticka
polymyalgie (polymyalgia rheumatica) a arteritida velkych buné&k
(giant cell arteritis)); septicky Sok, vedlej$i a&inky radiacni
terapie; systémova lupus erytheumatous; doCasné mandibularni kloubni

onemocnéni; thyroitida a transplantace pletiv.
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Zkracené sTNFR produkty mGZou byt podavany pacientim
v terapeuticky G¢innych mnoZstvich pro 1é&eni TNF zprostfedkovanych
onemocnéni (jak jsou definovany vySe) véetné naptiklad revmatickych
onemocnéni (nap¥. Lymské onemocnéni, détské (revmatoidni) artritida,
osteocartritida, lupénkova artritida, revmatickd artritida a
stafylokoky vyvolanad (,septicka™) artritida). Terminem ,pacient™
jsou myslena jak zvitata (nap#. kolky, psi, kond) tak lidé.

Zkraceny sTNFR produkt mlZe byt podavadn lokdlné&, enteralné a
parenteridlné vcetné (a nikoliv pouze) intravenédzni, intramuskuldrni,
intraarteridlni, intratek&lni, do pouzdra (intracapsular),
intraorbitadlni (intraorbital), intrakardiélni (intracardiac),
intradermalni, intraperitonealni, transtrache&lni, subkuténni,
subkutikuldrni (subcuticular), introartikuldrni (intra-articular),
subkapsularni (subcapsular), do mozkové pleny (subarachnoid),
intraspinalni, intraventrikuldrni a intrasternadlni injekce a infuse.
Zkraceny sTNFR produkt mhzZe byt také podavan ustné nebo pres mukdzni
mebranu (through mucus membranes), tj. intranasélné&, sublingvalné,
bukélné nebo rekt&lné&; vidy se jednd o systémovou aplikaci.

Preferuje se, kdyZ jsou zkr&cené sTNFR produkty aplikovany
intraartikularni, subkutanni, intramuskuldrni nebo intravendzni
injekci. Zkracené sTNFR produkty mGZou byt také podavany
neptretrZitou infusi (napf¥iklad implantovany nebo externi infusni
zafizeni ménici staly nebo pferuSovany prutok) a tak se zajiti
plynule poZadovand uroven zkracenych sTNFR v krvi po dobu podavéani.
Prednostné se toho dosahuje prostfedky kontinudlni infuse , napft.
minipumpou, jako je osmotickd& minipumpa. P¥i té&chto zplsobech je
jistota, Ze mnoZstvi léciva je udrZovédno na poZadované drovni a Ze
je mozZné odebrat vzorky krve a sledovat mnoZstvi lé&iva v krevnim
ob&hu. Komerdéné jsou dostupné rtzné pumpy od dodavatelll jako MiniMed
Inc, Sylmar, CA (napf. MT507) a AlzaCorp., Palo Alto, CA (napf.
osmotickéd pumpa Alzet, mdel 2MLI).

Také se uvazZuje o jinych zpusobech kontinudlniho nebo témé&f-
kontinudlniho davkovani. Naptiklad chemické Gpravy miZou vést
k formdm s ustalenym uvolflovanim proteinu, coZ také vede k jejich
stalé pfitomnosti v krevnim obéhu v pfedvidaném mnoZstvi zaloZeném

na urdéeném davkovém reZimu.
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Zplsoby pouZiti zkracenych sTNFR produktli pro lé&eni onemocné&ni
zprostredkovanych TNF (v&etn& zané&tlivych stavi kloubli (nap¥.
osteoartritida, lupénkovd artritida a revmaticka artritida) jsou
vysvétleny v European Patent Appliction 567566, jehoZ obsah je zde
uveden odkazem. Ve specifickém pripadé miZou byt zkrdcené sTNFR
produkty (napriklad pfi lécCeni revmatické artritidy a
osteoartritidy) podavéany intraartikuldrné. V jiném specifickém
ptipadé (pfi léCeni revmatoidni artritidy, zanétlivém onemocnéni
stfev (inflammatory bowel disease), kachexii/anorexii nebo nasobné
skleréze) mhZou byt zkrécené sTNFR produkty aplikové&ny subkutanné
nebo intramuskuldrné. V dalS$im specifickém pfipadé& maZou byt
zkracené sTNFR podavany intravenézn& - pf¥i 1lé&eni podkozeni mozku
jako vysledku traumatu, epilepsie, krvaceni nebo mrtvice. Mezi
preferované zplsoby pf¥i léceni artritidy pat#i: (1) jednotlivé
intraartikuldrni injekce zkracenych sTNFR produktti podavanych
opakované podle potfeby pro prevenci nebo pro léleni vypuknuvsii
artritidy a (2) opakované subkutadnni injekce zkrécenych sTNFR
produktia. Zahdjeni léCby pfi septickém 3Zoku by m&lo zadit co moZna
nejdfive po otravé krve (septicemia) nebo kdyZ je diagnostikovano
nebezpeli otravy krve. Léleni mhZe napf¥iklad za&it ihned po
chirurgickém zakroku nebo nehod& nebo jakékoliv jiné udalosti, se
kterou je spojené riziko septického Soku. Mezil preferované zplsoby
léCeni pri syndromu dychacich potiZi u dospé&lych (adult respiratory
distress syndrome) pat¥i: (1) jednotlivd nebo vicenasobna
intratrachedlni aplikace zkracenych sTNFR produkti a (2) bolus
(bolus) nebo nepfetrZitd intravendézni infuse zkracenych sTNFR
produkti.

V jiném pfipadé se uvaZuje o bunécné terapii, napf¥. implantaci
bunék produkujicich zkracené sTNFR. Tento pfipad pfedkladaného
vynalezu miZe zahrnovat implantaci bunék, které jsou schopné
syntetizovat a vylucovat biologicky aktivni formy zkricenych sTNFR
pacientovi. Takovymito bunkami produkujicimi zkrdcené sTNFR miZou
byt bunky, které neprodukuji norma&lné& sTNFR, ale které byly
modifikovéany pro produkci zkrécenych sTNFR, nebo to mohou byt bufky,
jejichZ schopnost produkovat zkracené sTNFR byla zvySena
transformaci polynukleotidem vhodnym pro expresi a sekreci

zkrdceného sTNFR. Aby se minimalizovala potencidlni imunologicka
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reakce pacientli podavanim zkracenych sTNFR odlidnych druht,
preferuje se, kdyZ jsou buiiky ze stejného druhu jako pacient
(napriklad &lové&k), nebo kdyZ bufika mhZe byt opouzdfena materidlem,
ktery poskytne zabranu proti rozpoznani imunitnim systémem, nebo
kdyZ mGZou byt burky umistény do imunologicky zvlastni anatomické
polohy, jako napiiklad do varlat, oka nebo centrdlniho nervového
systému.

Lidské nebo jiné buniky miZou byt implantované do pacientl
vV biokompatibilnich, semipermeabilnich polymernich obalech
{enclosures) nebo membranach, které uvolnuji zkracené sTNFR, ale
zabrani destrukci bunék pacientovym imunitnim systémem nebo Jjinymi
Skodlivymi faktory z okolnich pletiv. Nebo se miZ¥ou vlastni bunky
pacienta, transformované mimo organismus (ex vivo) aby produkovaly
zkracené sTNFR, implantovat pfimo pacientovi bez takovychto obalu.
Metodologie obaleni Zivych bun&k membranou je odbornikm znéma,
takZe se miZe provést pfiprava opouzdfenych bunék a jejich
implantace pacienttim.

V jiném pfipadé je moZné predvidat in vivo genovou terapii, kdy
se sekvence nukleové kyseliny kédujici zkriceny sTNFR vnese pfimo do
pacienta. Napfiklad sekvence nukleové kyseliny, kédujici zkraceny
sTNFR, Jje vnesena do cilové bunky mistni injekci konstruktu nukleové
kyseliny (s nebo bez vhodného vektora, napfiklad adeno-virového
vektora). DalSimi vektory miiZou byt (mezi jinymi) retroviry,
adenoviry, herpes simplex virus vektor a papiloma virus vektor.
Fyzického pfenosu se mafe dosdhnout in vivo lokalni injekci
konstruktu poZadované nukleové kyseliny nebo jiného vhodného
transportniho vektora obsahujiciho poZadovanou sekvenci nukleovych
kyselin, liposomy zprostfedkovanym pfenosem, p#imou injekeci
(obnaZen& DNA), receptorem zprostfedkovanym pfenosem (komplex
ligand-DNA) nebo bombardovanim mikrodasticemi (genové délo).

Priklady technik bunééné a genové terapie jsou uvedeny v U.S.
Patent No. 4 892 538; v U.S. Patent No. 5 011 472; v U.S. Patent No.
> 106 627; v DE 4219626, WO 94/20517 a 96/22793, jejichi popis je
zde zahrnut odkazem.

Bez ohledu na zplsob aplikace vyZaduje lé&eni TNF
zprostfedkovanych chorob davkovy nebo celkovy davkovy (dose or total

dose) reZim zkracenych sTNFR G¢inny pro omezeni &i zmirnéni symptoml
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onemocnéni. Ostatni faktory pfi uré&eni vhodné davky mtZou zahrnovat
onemocnéni nebo stav ktery m& byt lé&en nebo kterému se ma predeijit,
vaZnost onemocnéni, zptisob podavani, ve&k, pohlavi a lékarsky stav
pacienta. Dalsi zpfesnéni vypod&th nezbytnych pro uré&eni vhodné davky
pro léceni se rutinné provadi odborniky, zejména ve svétle informaci
o davkovani ,ad assays" zde obsaZenych. Davka mtje byt také uré&ena
pouZitim zndmych zkoudek Pro urc¢eni davek pouZitych ve spojeni

S vhodnymi daty o odpovédi na davky. Ur&itsa davka je kalkulovéna
podle pfibliZné t&lesné vahy nebo té&lesného povrchu pacienta.

Frekvence davkovani zavisi na farmakokinetickych parametrech
zkraceného sTNFR v pouZitém pripravku. Zkracené STNFR mhZou byt
podany jedenkrat, nebo v pEfipadé& vaZnych a dlouhotrvajicich potiZi
podavany dennd v méné frekventovanych davkach nebo podavany
s pocate&nim bolusem nasledovanym nepfetrZitymi nebo udrZovacimi
davkami. P¥i parenter&lnim podavanim miZe mit kazda davka napriklad
aZ 10 mg nebo spie a3 15 mg nebo jesté spise az 20 mg. P¥i podani
do kloubni dutiny (articular cavity) je farmaceutické sloZeni
pfednostné& aplikovéno jako jedna injekce (napfiklad 3-10 ml injeké&ni
stfikacka obsahujici davku mezi 5 mg/ml a 10 mg/ml) zkricenych sTNFR
rozpusténych v roztoku isotonické, fosfatem pufroVané soli,
Pfipravek mtiZe byt aplikovén do kloubni dutiny nap#iklad jednou za 7
aZz 10 dni. Takovymto zptisobem se provadi aplikace napfiklad 4-5x,
pficemZ davka se mize (je-1i to nezbytné) upravit.

V nékterych pripadech masou byt zkracené sTNFR podavény jako
doplnék k jiné terapii a také s Jjinymi farmaceutickymi pfipravky
vhodnymi pro 1lé&enou indikaci. Zkraceny sTNFR a jakdkoliv
Z tradicénich nebo novych protizanétlivych latek (nebo vice té&chto
latek) maZe byt podavana samostatné& nebo v kombinaciji.

Zkracené sTNFR produkty (napf. proteiny Ri-[Cys'’-Cys!®®]-R,) a
jakdkoliv z doplrikovych protizané&tlivych latek (nebo vice téchto
latek) miZou byt podavany samostatn& nebo v kombinaci. Informaci o
nasledujicich slou&eninach je moZné nalézt v The Merck Manual of
Diagnosis and Therapy, Sixteen Editon, Merck, Sharp & Dohme Research
Laboratories, Merck g Co., Rahway, NJ (1992) a v Pharmaprojects, PJB
Publications Ltd.

Nynéjsi lé&eni TNF zprost¥edkovanych chorob (jak jsou definovany

vySe) v&etn& akutnich a chronickych zané&ta jako jsou revmaticka
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onemocnéni (nap¥. Lymské onemocnéni, détskai (revmaticka) artritida,
Osteocartritida, lupénkovéa artritida, revmaticka artritida a
stafylokoky indukovana (.septickad™) artritida) zahrnuje nejd#ive
pouZiti 1é&iv pro ovlivnéni bolesti a zanétu, klasifikovanych jako
nesteroidni, protizandtliva lé&iva (NSAIDs - non-steroidal anti-
inflammatory). Druhotné léCeni zahrnuje kortikosteroidy, pomalu
plsobici antirevmaticka lé¢iva (SAARDs - slow acting antirheumatic
drugs) nebo onemocnéni upravujici (DM - disease modifying) léd&iva.

Ve specifickém p¥ipads je pfredkladany vynélez zaméfeny na pouZiti
zkraceného sTNFR produktu (napf¥. proteinu Ri—[Cysw—Cyslm]—RZ) a
jakéhokoliv (jednoho nebo vice) NSAID pro lé¢eni TNF
zprostredkovanych onemocnéni, jak jsou definovany vyse, v&etné&
akutnich a chronickych zan&ta jako revmatickych onemocnéni (napt.
Lymské onemocnéni, détska (revmaticka) artritida, Osteoartritida,
lupénkova artritida, revmatickd artritida a stafylokoky indukovana
(»septicka“) artritida); a onemocneéni vyvolané vztahem transplantat
versus hostitel. NSAID vd&d&i svym protizanétlivym u&inkam alespon
Castecné za inhibici syntézy prostagaldin@ (Goodman & Gilman v ,,The
Pharmaceutical Basis of Therapeutics, ® MacMillan, 7th Edition
(1985)). NSAID miiZou byt rozdéleny do deviti skupin: (1) derivaty
kyseliny salicylové (2) derivaty kyseliny propionové (3) derivéaty
kyseliny octové (4) derivéaty kyseliny fenamové (fenamic acid) (5)
derivaty kyseliny karboxylové (6) derivaty kyseliny butyrové (7)
oxikamy (oxicams) (8) pyrazoly (pyrazoles) (9) pyrazolony
(pyrazolones)

Ve specifickém pfipadé je pfedkladany vynalez orientovany na
pouZiti zkracenych sTNFR produktld (napfiklad proteinu Ry~ [Cyst®-
Cys'®]-R,) v kombinaci (pfed 1é&bou, po 1é&b& nebo soudasns s 1é&bou)
s jednim nebo vice derivaty kyseliny salicylové, prekursory jejich
esterll nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi. Mezi tyto
derivaty kyseliny salicylové, prekursory jejich esteri nebo
farmaceuticky akceptovatelné soli patfi (nézvy nejsou pfekladané) :
acetaminosalol, aloxiprin, aspirin, benorylate, bromosaligenin,
calcium acetylsalicylate, choline magnesium trisalicylate
diflusinal, etersalate, fendosal, gentisic acid, glycol salicylate,
imidazole salicylate, lysine acetylsalicylate, mesalamine,

morpholine salicylate, l-naphthyl salicylate, olsalazine,
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pParsalmide, phenyl acetylsalicylate, phenyl salicylate,

salacetamide, salicylamide O-acetic acid, Salsalate g sulfasalazine.

pouZiti zkracenych sTNpR pProduktt (naprikilag proteinu R;-[cys!-
Cys'®1-Rr,) v kombinaci (p#ed léEbou, po 1é&&ps nebo soudasns g 1é&bou)
S jednim nebo Vice derivéty kyseliny Propionove, brekursory jejich
esterti nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi. Mezj tyto
derivéty kyseliny Propionovs, prekursory jejich esterd nebo
farmaceuticky akceptovatelné soli patf#i (nazvy nejsouy pfeklédané):
alminoprofen, benoxaprofen, bucloxic acid, Carprofen, dexindoprofen,
fenoprofen, flunoxaprofen, fluprofen, flurbiprofen, furcloprofen,
ibuprofen, ibuprofen aluminum, ibuproxam, indoprofen, isoprofen,
ketoprofen, loxoprofen, miroprofen, nhaproxen, OXaprozin,
piketoprofen, pimeprofen, pirprofen, Pranoprofen, protizinic acid,
pyridoxiprofen, Suprofen, tiaprofenic acid a tioxaprofen,
Strukturalng podobné derivaty kyseliny Propionové g podobnymi
analgetickymi a proti zénétlivymi Vlastnostmi jsou takeé zahrnuté

vV této skuping.

Cys'®1-gr,) v kombinaci (pfeq lé&bou, po 1é&pa nebo soudasng g 1é&bou)
S jednim nebo vice derivaty kyseliny octové, pPrekursory jejich
esterll nebo farmaceuticky akceptovatelnYmi solemi. Mezji tyto

derivaty kyseliny octové, prekursory jejich ester nebo

acemetacin; alclofenac, amfenac, bufexamac, cinmetacin, Cclopirac,
delmetacin, diclofenac sodium, etodolac, felbinac, fenclofenac,
fenclorac, fenclozic acid, fentiazac, furofenac, glucametacin,
ibufenac, indomethacin, isofezolac, isoxepac, lonazolac, metiazinic
acid, Oxametacin, OXpinac, pimetacin, progiumetacin, sulindac,
talmetacin, tiaramide, tivpinac, tolmetin, zidometacin a zomepirac.
Strukturilng podobné derivaty kyseliny octové g podobnymi
analgetickymi a proti zénétlivai vlastnostmi jsou také zahrnuté

vV této skuping.
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pouZiti zkracenych sTNFR produktd (napfiklad proteinu Ri-[Cys!®-

103

Cys™]1-R,) v kombinaci. (pred lécbou,

prekursory jejich esterp nebo

farmaceuticky akceptovatelné soli pat#i (ndzvy nejsou pfekladané) ;

etofenamate, flufenamic acid, isonixin, meclofenamic

acid, meclofenamate sodium, medofenamic acid, mefanamic acid,

niflumic acid, talniflumate, terofenamate, tolfenamic acid and

ufenamate.

pouzZiti zkracenych sTNFR produktti (napfiklad proteinu R;-[Cys?®~
Cys™1-R;) v kombinaci (pred lécbou, pPo 1éc¢bé nebo soucasné s lécbou)

$ jednim nebo vice derivaty kyseliny karboxylové, prekursory jejich
estert nebo farmaceuticky akceptovatelnYmi solemi. Mezi tyto

derivaty kyseliny karboxylové, prekursory jejich esterp nebo
farmaceuticky akceptovatelné soli pat#i (ndzvy nejsou pfekladané) :

clidanac, diflunisal, flufenisal, inoridine, ketorclac a tinoridine.
Strukturélne podobné derivaty kyseliny karboxylové s podobnymi
analgetickymi g proti zanétlivymi vlastnostmi jsou také zahrnuté

V této skuping.

pouZiti zkracenych sTNFR produktu (napfiklad proteiny R;- [Cys?®~
Cyslm]—Rg) Vv kombinaci {(pfed 1lécbou, Po 1é¢bé nebo soulasné s lécbou)
S jednim nebo vice derivity kyseliny maselné, prekursory jejich
esterlt nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi. Mezi tyto

derivaty kyseliny maselné, bPrekursory jejich esterll nebo

(nap¥iklad proteinu R;~[Cys!®-

Cys"™1-R;) v kombinaci (pfed lécbou, pPo 1é&b& nebo souCasné s 1écbou)
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$ jednim nebo vice oxikamy (oxicams), prekursory jejich esterll nebo
farmaceuticky akceptovatelnYmi solemi. Megzi oxikamy, prekursory
Jjejich estert nebo farmaceuticky akceptovatelneg soli pat®i (nazvy
nejsou pPfekladang) : droxicam, enolicam, isoxicam, piroxicam,
sudoxicam, tenoxicam a 4—hydroxyl—1,2—benzothiazine 1,1-dioxide 4-

(N-pheny1) carboxamide. Strukturding podobné oxikamy s podobnymi

Cys'®1-r,) v kombinaci (pFed léébou, po 1éEb& nebo soucasné s 1é&bou)
S jednim nebo vice pPyrazoly (pyrazoles), prekursory Jejich estert
nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi. Mezi Pyrazoly,
bPrekursory jejich estery nebo farmaceuticky akceptovatelneé soli

pat#i (nazvy nejsou pfeklédané): difenamizole a epirizole.

pouziti zkrdcenych sTNFR produktl (nap#iklagq broteinu R;-[cys?’-
Cys'™]-R,) v kombinaci (preq léCbou, po 1&&ps nebo soudasng s 1é¢bou)
S jednim nebo vice P¥razolony (pyrazolones), prekursory jejich
€sterd nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi. Megzi Pyrazolony,
prekursory jejich estery nebo farmaceuticky akceptovatelné soli
pat#i (nazvy nejsou pfeklédané): apazone, azapropazone,
benzpiperylon, feprazone, mofebutazone, morazone, oxyphenbutazone,
phenylbutazone, pipebuzone, propylphenazone, ramifenazone,
Suxibuzone g thiazolinobutazone. Strukturilng podobné Pyrazolony
S podobnymi analgetickymi a proti zan&tlivymi vlastnostmi jsou také
zahrnuté v této skuping,

Ve Specifickém ptipads je pfedklédany Vynalez zaméfeny na pouziti
zkracenych sTNFR produktli (napriklaq proteinu Rq-[Cys”-Cyslmj—Rg
V kombinaci (pfed lécbou, PO 1é&b& nebo soucasng g lécbou) s jednim
nebo vice NSaAID (nazvy nejsou pfeklédané): s-acetamidocaproic acid,
S—adenosylmethionine, 3—amino—4—hydroxybutyric acid, amixetrine,
anitrazafen, antrafenine, bendazac, bendazac lysinate, benzydamine,
beprozin, broperamole, bucolome, bufezolac, ciproquazone, Cloximate,

dazidamine, deboxamet, detomidine, difenpiramide, difenpyramide,
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difisalamine, ditazol, emorfazone, fanetizole mesylate,
fenflumizole, floctafenine, flumizole, flunixin, fluproquazone,
fopirtoline, fosfosal, guaimesal, guaiazolene, isonixirn, lefetamine
HC1, leflunomide, lofemizole, lotifazole, lysin clonixinate,
meseclazone, nabumetone, nictindole, nimesulide, orgotein,
Orpanoxin, oxaceprolm, oxapadol, paranyline, perisoxal, perisoxal
Citrate, pifoxime, piproxen, pirazolac, pirfenidone, proquazone,
proxazole, thielavin B, tiflamizole, timegadine, tolectin, tolpadol,
tryptamid a latky oznadené firemnimi kédy jako 4801568, AA861,
AD1590, AFPS02, AFP860, AI77B, AP504, AU8001, BPPC, BWS540C, cHINOTN
127, CN100, EB382, EL508, F1044, EK-506, GV3658, ITF182, KCNTEI6090,
KME4, LA2851, MR714, MR897, MY309, ONO3144, PR823, PV102, PV10s8,
R830, RS2131, SCR152, SH440, SIR133, SPAS510, 5027239, sST281,
SY6001, TA60, TAI-901 (4—benzoyl~1—indancarboxylic acid), TVX270s,
U60257, UR2301 a Wy4177o9. Strukturne podobné NSAID s podobnymi

[0

analgetickymi a proti zan&tlivymi vlastnostmi jako vyse zminé&n
NSAID jsou také zahrnuté v této skuping.

Ve specifickém pEfipadé je Predkladany vynalesz zaméreny na pouziti
zkracenych sTNFR produktd (nap#iklad proteinu Ri—[Cysw—Cysm3]-Rg
V kombinaci (pfed lé¢bou, po 1é&ps nebo soucdasng s lécbou) s jednim
nebo vice kortikosteroidy, prekursory Jejich estern nebo
farmaceuticky akceptovatelnymi solemi pro lé&by TNF
zprostfedkovanYch onemocnéni (jak jsou definované vySe), v&etn&
akutniho g chronického zan&tu, jako Jsou revmaticka onemocnénji
(napr. Lymsk& nemoc, détska (revmatické) artritida, osteoartritida,
lupénkova artritida, revmatickad artritida a stafylokoky vyvolan4
("septické“) artritida); a vicendsobns sklerdza (multiple
sclerosis). Kortikosteroidy, prekursory jejich esterq nebo
farmaceuticky akceptovatelné soli zahrnuji hydrokortison a
slouCeniny, kterés Jsou odvozené og hydrokortizonu, jako napfiklad
(ndzvy nejsou pfeklédané): Zl—acetoxypregnenolone, alclomerasone,
algestone, amcinonide, beclomethasone, betamethasone, betamethasone
valerate, budesonide, chloroprednisone, clobetasol, clobetasol
propionate, clobetasone, clobetasone butyrate, clocortolone,
cloprednol, corticosterone, cortisone, cortivazol, deflazacon,
desonide, desoximerasone, dexamethasone, diflorasone,

diflucortolone, difluprednate, enoxolone, fluazacort, flucloronide,
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flumethasone, flumethasone pivalate, flunisolide, flucinolone
acetonide, fluocinonide, fluorocinolone acetonide, fluocortin butyl,
fluocortolone, fluorocortolone hexanoate, diflucortolone Valerate,
fluorometholone, fluperolone acetate, fluprednidene acetate,
fluprednisolone, flurandenolide, formocortal, halcinonide,
halometasone, halopredone acetate, hydrocortamate, hydrocortisone,
hydrocortisone acetate, hydrocortisone butyrate, hydrocortisone
phosphate, hydrocortisone 21-sodium Succinate, hydrocortisone
tebutate, mazipredone, medrysone, meprednisone, methylprednicolone,
mometasone furoate, paramethasone, prednicarbate, prednisolone,
brednisolone 21—diedryaminoacetate, Prednisolone sodium phosphate,
Prednisolone sodium Succinate, Prednisolone sodium 21-pm-
sulfobenzoate, Prednisolone sodium 21—stearoglycolate, Prednisolone
tebutate, Prednisolone 21—trimethylacetate, Prednisone, prednival,

prednylidene, Prednylidene 21—diethylaminoacetate, tixocortol,

zkracenych sTNFR Produktd (nap#ikiag proteiny Rl—[Cys”—Cysl“]—Rg

Vv kombinaci (pred léc¢bou, PO léc¢bé nebo soucasné s lécbou) s jednim

Lymska nemoc, dé&tsks (revmatické) artritida, osteoartritida,
Lupénkovs artritida, revmaticka artritida a stafylokoky vVyvolana
("septické“) artritida); g5 Vicenasobng sklerédza (multiple

Sclerosis) . SAARD a DMARDS, prekursory jejich esterld nebo

pfeklédané): allocupreide sodium, auranof in, aurothioglucose,
aurothioglycanide, azathioprine, brequinar sodium, bucillamine,
calcium 3—aurothio~2-propanol—l~sulfonate, chlorambucil,
chloroquine, clobuzarit, cuproxoline, cyclophosphamide, cyclosporin,

dapsone, 15—deoxyspergualin, diacerein, glucosamine, So0li zlata
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(napy. Cycloquine golg salt, gold sodium thiomalate, gold sodium
thiosulfate), hydroxychloroquine, hydroxyurea, kebuzone, levamisole,
lobenzarit, melittin, 6-mercaptopurine, methotrexate, mizoribine,
mycophenolate mofeti], myoral, nitrogen mustard, D—penicillamine,
Pyridinol imidazoles Jjako SKNF86002 a SB203580, Tapamycin, thiols,
thymopoietin @ vincristine., Strukturilns podobné saarp nebo DMARD

S podobnymi analgetickymi 2 protizénétlivymi vlastnostmi Jjsou také

zahrnuté v tgtq skuping.

zprostfedkovanych onemocnéni (Jak jsou definované vyse), v&etné
akutniho a chronického zanétu., Priklad inhibitory cox2, Prekursory
jejich esterll nebo farmaceuticky akceptovatelnych soli zahrnuje
celocoxip (ndzev neni pfeklédany). Strukturilng podobné coxo
inhibitory S podobnymi analgetickymi g proti zénétlivai vlastnostmi
Jjsou také zahrnuté v této skuping.
Ve Specifickénm pfipads& Je pfedklédany Vynalez zaméfeny ng bouzZiti
zkracenych sTNFR produktt (naprikiag proteiny Rd-[Cys”—Cyslmj~Rﬂ
V kombingci (pTed Llécbou, PO 1éE&b& nebo SoucCasné g lécbou) s Jednim
nebo vice bakteriostatiky (antimicrobials), bPrekursory jejich ester(y
nebo farmaceuticky akceptovatelnymi solemi pro 1é&bu TNF
zprostfedkovanYch onemocnéni (jak Jjsou definované vysSe), v&etna
akutniho g chronického zanétuy, Bakteriostatika zahrnuji napfiklad
(nazvy nejsoy pfeklédané): ampicillin, amoxycillin, aureomicin,
hacitracin, ceftazidime, ceftriaxone, cefotaxime, cephachlor,
Cephalexin, Cephradine, ciprofloxacin, clavulanic acid, cloxacillin,
dicloxacillan, erythromycin, flucloxacillan, gentamicin, gramicidin,
methicillan, neomycin, Oxacillan, penicillin 5 vancomycin,

Strukturilns podobng bakteriostati

zkracenych sTnpr broduktld (nap#ikiag proteiny Ri—[Cys”—Cys“”]—Rﬂ
vV kombinacji (pfed 1lécbou, PO l1lé&bé& nebo soucasng g lé¢bou) s Jjednou

nebo vice nasledujicich sloudenin Pro léc¢eni TNp zprostfedkovanych
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onemocnéni (jak jsou definovany vySe), véetné& akutniho a chronického
zanétu (nékteré nazvy nejsou prekladané): faktor stimulujici kolonie
granulocytl (granulocyte colony stimulating factor); thalidone; BN
50730; tenidap; E 5531; tiapafant PCA 4248; nimesulide; panavir;
rolipram; RP 73401; peptide T; MDL 201 449Aa; (1R, 38)-Cis-1-[9-(2, 6~
diaminopurinyl)]-3-hydroxy-4-cyclopentene hydrochloride; (1R, 3R)-
trans-1-[9-(2, 6-diamino)purine]-3-acetoxycyclopentane; (1R, 3R)-
trans-1-[9-adenyl)-3-azidocyclopentane hydrochloride a (1R, 3R)-
trans-1-(6-hydroxy-purin-9-yl)-3-azidocyclopentane.

Ve specifickém pfipadé je predkladany vyndlez zamé&feny na pouZiti
zkracenych sTNFR produktd (napfiklad proteinu Ry [Cys’~Cys!®®1-R,)

v kombinaci (pfed lécbou, po 1é&b& nebo soudasné s 1lé&bou) s jednim
nebo vice dalsimi inhibitory TNF, pro lé&bu TNF zprost¥edkovanych
onemocnéni (jak jsou definované vysSe), v&etné& akutniho a chronického
zanétu. Inhibitory TNF zahrnuji slouleniny a proteiny, které blokuji
syntézu in vivo nebo extraceluldrni uvolfiovani TNF, v&etné
ndsledujicich sloudenin.

Dalsi inhibitory TNF zahrnuji anti-TNF protilétky (napt.
protildtku MAK 195F Fab (Holler et al. (1993), 1st International
Symposium on Cytokines in Bone Marrow Transplantation, 147; CDP 571
anti~TNF monoklondlni protildtku (Rankin et al. (1995), British
Journal of Rheumatology, 34:334-342 (jejichZ popis je zde zahrnut
odkazem); BAY X 1351 my3i monoklondlni protilatku proti faktoru
nekrotizujicimu tumor (murine anti-tumor necrosis factor monoclonal
antibody) (Kieft et al. (1995), 7th European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, 9, jeho? popis je zde zahrnut
odkazem; CenTNF cA2 anti-TNF monoklondlni protilatku (Elliott et al.
(1994), Lancet, 344:1125-1127 a Elliott et al. (1994), Lancet,
344:1105-1110, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem).

Ve specifickém pfipadé je predklédany vyndlez zaméfeny na pouZiti
zkradcenych sTNFR produktl (napfiklad proteinu R;- [Cys'’-Cys!®]-R,)

v kombinaci (pfed 1léc¢bou, po 1é&b& nebo soudasn& s lé&bou)

s rozpustnym rekombinantnim lidskym Fas antigenem nebo s jeho
rekombinantnimi verzemi (WO 96/20206 a Mountz et al., J. Immunology,
155:4829-4837 a EP 510 691), jejichZ popis je zde zahrnut odkazem.
WO 96/20206 popisuje sekretovany lidsky Fas Antigen (ptirozeny a

rekombinantni, v&etné Ig fuzniho proteinu), metody pro isolaci gent
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zodpovédnych za kédovani rozpustného rekombinantniho lidského Fas
antigenu, metody pro klonovani genu ve vhodném vektoru a vhodnych
typech bunék a metody pro produkci inhibitorti expresi genu.

EP 510 691 popisuje DNA kédujici lidsky Fas antigen vetné&
rozpustného Fas antigenu, vektory exprimujici dané DNA a
transformanty transfekované vektorem. P¥i parenterdlni administraci
se davky fizniho proteinu Fas antigenu pohybuji mezi 1 ug/kg aZ 100
ug/kg.

Ve specifickém pripad& je pfedkladany vynilez orientovany na
pouZiti zkracenych sTNFR produktti (napf¥iklad proteinu R;~-[Cys!’-
Cys'®]-R;) v kombinaci (pfed lé&bou, po 1é&b& nebo soudasnd s 1é&bou)
s Jjednim nebo vice inhibitory interleukinu-1 pro 1lé&eni TNF
zprostfedkovanych onemocnéni (jak jsou definovany vyde) vietné
akutniho a chronického zan&tu jako jsou revmaticka onemocnéni (napt.
Lymska& nemoc, détskd (revmaticka) artritida, osteoartritida,
lupénkova artritida, revmatickad artritida a stafylokoky vyvoland
(nsepticka“) artritida); posdkozeni mozku jako nasledek traumatu,
epilepsie, krvaceni nebo mrtvice; a vicenasobna sklerdza (multiple
sclerosis). Trfidy interleukin-1 inhibitor zahrnuji antagonisty
receptoru interleukinu 1 (jakdkoliv sloulenina specificky
zabranujici aktivaci buné&&nych receptor(i IL-1), jako IL-1ra, jak je
popséano dale; monoklond&lni protilatku proti anti-IL-1 (napt.

EP 623674, jehoZ popis je zde zahrnut odkazem); IL-1 vazebné
proteiny jako napf. rozpustné IL-1 receptory (nap¥. U.S.P.

5 492 888, U.S.P. 5 488 032, U.S.P. 5 464 937, U.S.P. 5 319 071 a
U.S.P. 5 180 812, jejichZ popis je zde zahrnut odkazem); anti-IL-1
monoklonalni protidtky (napf¥. WO 9501997, WO 9402627, W09006371,
U.S.P. 4935343, EP 364778, EP 267611 a EP 220063, jejichz popis Je
zde zahrnut odkazem); dopliikové proteiny IL-1 receptoru, napt.

WO 96/23067 (jehoZ popis je zde zahrnut odkazem) a ostatni
sloueniny a proteiny, které blokuji in vivo syntézu nebo
extraceluldrni uvolfiovani IL-1.

Antagonistou receptoru IL-1 (IL-lra) je lidsky protein, ktery
pusobi jako pfrirozeny inhibitor intereukinu-1. Preferovani
antagonisté receptorli spolu s metodou jejich p¥ipravy a pouZiti jsou
popsané v U.S. Patent No. 5 075 222 (zde odkazovany jako '222
patent); WO 91/08285; WO 91/17184; AU 9173636; WO 92/16221;
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W093/21946; PCT International Application No. US97/02131, ktery
uvadi farmaceutické sloZeni zahrnujici (a) U&inné mnodstvi
kontrolovan& uvolfovaného polymeru (napt. kyseliny hyaluronové) a
(b) G&inné mnoZstvi IL-1lra; WO 94/06457; WO 94/21275; FR 2706772; WO
94/21235; DE 4219626, WO 94/20517; a WO 96/22793, jejichZ popis je
zde zahrnut odkazem. Proteiny zahrnuji glykosilované a
neglykosilované antagonisty IL~1 receptoru.

vV U.S. Patent No. 5 075 222, (Hannum et al. nazvaném
«~Interleukin-1 Inhibitors™) jsou konkrétné uvedené a popsané tFi
preferované formy IL-1ra (IL-1lrae, IL-1lrap a IL-1rax), z nich2 kazdy
je odvozen ze stejné DNA kédujici sekvence. Tento U.S. Patent
(uvadény zde jako '222 patent) je zde konkrétné uvedeny odkazem.
VSechny t#i interleukin-1 inhibitory maji podobné Ffunkéni a
imunologické aktivity. V '222 patentu jsou také uvedeny metody pro
produkci IL-1 inhibitorq, zejména IL-lras. Jedna uvedena metoda
zahrnuje izolaci inhibitora z lidskych monocytt (kde jsou pfirozené&
produkovany). Druh& uvedend metoda zahrnuje izolaci genu odpovédného
za kédovani IL-1ras, klonovani genu ve vhodnych typech vektora a
bunék, expresi genu vedouci k produkci IL-lras a ziskdni IL-lras.
Preferovanou metodou tohoto vynalezu je druh& metoda, ktera je
obecnym p¥ikladem rekombinantnich DNA metod. Ve specifickém p#ipadé
obsahuje IL-1ra methionylovou skupinu na N-konci jako dusledek
€xprese v E. coli. Pfedkladany vyndlez také zahrnuje modifikovany
IL-1lras. Modifikovany IL-lras zahrnuje napfiklad'muteiny (muteins)
takovychto inhibitor®, kde je cysteinovy zbytek nahrazen za
aminokyselinu na jedné nebo vice pozicich aminokyselinové sekvence
pfirozené se vyskytujiciho inhibitoru. Takovéto muteiny miZou potom
selektivné mistn& reagovat s funkénimi jednotkami polyetylen
glykolu (PEG) nebo jinymi polyetery obsahujicimi sulfhydryl
(sulfhydryl—containing polyethers) a tak vzniknou IL-1ra PEG druhy.
PCT Publication No. WO 92/16221 uvadi fadu modifikovanych IL-lra
druh a metody pfipravy té&chto PEGem modifikovanych inhibitorﬁ.

Dalsi t¥ida interleukin-1 inhibitora zahrnuje slouleniny schopné
specificky zabrénit aktivaci bunéénych rexeptort IL-1. Mezi takovéto
slouceniny pat#i IL-1 vazebné proteiny, napfiklad rozpustné
receptory a monoklonalni protilatky. Také sem patt#i monoklonialni

protilatky va&i receptortm.
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Dalsi tfida inhibitorn interleukinu-1 zahrnuje slouceniny a
proteiny, které blokuji in vivo syntézu a/nebo extraceluldrni
uvolriovdni II-1. Jednd se o latky, které ovlivrnuji transkripci genu
IL-1 nebo Ypravu nehotového pre-proteinu I1.-~1.

VySe uvedené pfiklady nevylucuji pfedem jiné lééeni soub&zZné
s témito protizan&tlivymi slouCeninami, které jsou znamé odborniktim
a které by mohly byt ziskany odborniky s poufitim smérnic uvedenych
v tomto popisu.

Pro snadn&jsi podavani a rovnomérnost davkovani je zvlasts
vyhodné vyrabét (to formulate) smasi dopliikovych protizénétlivych
sloucCenin ve formeé davkovych jednotek (dosage unit). ~Forma davkové
jednotky™ se zde vztahuje k fyzicky odd&lené jednotce vhodné pro
jednotkové davkovani lécenych savdich subjektl, pricems kazda
jednotka obsahuje pfedem urcené mnofstvi dopliikovych
protizan&tlivych sloucenin urcenych tak, aby se dosahlo (ve spojeni
S poZadovanym farmaceutickYm nosicem) poZadovaného terapeutického
ucinku. nFarmaceuticky akceptovatelny nosig" zahrnuje vsechna
rozpoustédela, disperzni média, obalova, antimikrobiilni a
protihoubova ¢inidla, isotonickeé a absorpci zpomalujici &inidla
atp., které jsou kompatibilni s aktivnimi latkami, se zplisobem
administrace a dal$imi sloZkami dané sm&si a které nejsouy Skodlivé
pPEijemci. PouZiti takovychto agens a médii je odbornikam znamé (viz
napriklad Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed, (1990), Mack
Publishing co., Easton, pa 18042, strany 1435—1712, jehoZ popis Jje
zde zahrnut odkazem). Do smé&si se také mhZou v&lenit dodate&né

aktivni sloZky.

pouZité ve forme& tablet k polknuti, bukalnich (Gstnich) tablet,
pastilek, kapsuli, suspenzi, syrupu, oplatek a podobné, nebo muzou
byt zainkorporovény pfimo do potravy. Tablety, pastilky, pilulky,
kapsle a dalsi formy miZou takeé obsahovat: pojivo (binder), jako
napr. ‘Zvykadku' gz kozince, akatu (gum tragacants, acacia), obilni
Skrob nebo Zelatinu; inertnji nosice (excipients) jako nap#iklad
fosfore&nan vapenaty (dicalcium phosphate); rozméliiujici latky jako
obilny Skrob, kyselinu alginovou (alginic acid) a podobné&; lubrikant

jako je magnesium stearat; sladidlo, jako je sacharéza, laktéza nebo
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sacharin; p#ichutové latky jako peprmint, libavkovy olej, tfesfiovou
nebo pomerandovou pfichut. Je-1i davkovaci jednotkou kapsule, mfize
obsahovat kromé& vySe zminénych latek tekuty nosi&. MaZe se pouzit i
fada dal8ich materidlh, které modifikuji obal nebo fyzickou formu
davkovaci jednotky. Nap¥iklad tablety, pilulky nebo kapsule mtZou

byt potaZené Selakem, cukrem nebo obéma latkami. VSechny materidly

dopliikové protizan&tlivé slouCeniny. MnoZstvi téchto dopliikovych
protizanétlivych sloudenin v dané terapeuticky uZite&né smési je
volené tak, aby se dosahlo vhodné davky.

Pro parenteralni terapeutické podavani miZou viechny
protizénétlivé slouCeniny obsahovat sterilni roztok vhodny pro
injekce. Sterilni roztok vhodny pro injekce mtze byt pfipraven
slouenim poZadovaného mnoZstvi doplfikové protizéné&tlivé latky ve
vhodném, farmaceuticky pfijatelném nosi&i s raznymi daldimi
pfisadami vVyjmenovanymi nize (poZadovanymi) a naslednou sterilizaci
filtraci. VSechny disperze mtZou byt Pfipraveny v&len&nim
protizanétlivé sloueniny do sterilniho nosice, ktery obsahuje
zédkladni disperzni médium a dalsi poZadované ingredience z téch,
které jsou vyjmenované vySe.VSechny sterilni roztoky vhodné pro
injekce maZou byt pripravené slouCenim prasku doplrikové
protizanétliveé slouCeniny a (pZipadné&) jakékoliv dalsi poZadované
ingredience z pfedchozi pEipravy jejich sterilniho roztoku. Prasek
se pfipravi jakoukoliv vhodnou technikou (napf. vakuové suSeni a
lyofylizovani).

Specificka davka dopliikové protizan&tlivé latky se vypo&ita podle
pfibliZné té&lesné vahy nebo t&lesného povrchu pacienta. P#i ur&eni
vhodné davky se miiZou se zahrnout i dalsi faktory ~ jedna-1i se o
akutni nebo chronické zanétlivé onemocnéni nebo jestli se jedna o
1écbu nebo o pPrevenci, vaZnost onemocnéni, zptsob aplikace, vék,
pohlavi a zdravotni stay pacienta. Odbornici snadno provedou
pfesné&jsi vypo&ty nezbytné pro vhodné davkovani pfi 1é&b&, pri
zohlednéni viech vySe uvedenych formulaci. Davkovani se také miZe
uréit pomoci znédmych testli pro ur&eni déka pouZitych ve spojeni

S pfislusnymi GUdaji o reakci na davky.

67




Je napriklad zamérem tohoto vynalezu, 3e davky dopliikovych
protizénétlichh slou&enin Vybranych pro lééeni urcitého akutniho
nebo chronického onemocnéni, jako napriklad Tevmatickych chorob
{napr. Lymské onemocnéni, détska (revmatoidni) artritida,

osteoartritida g stafylokoky indukovani (”septické“) artritida)

jaterni, plicni s toxicitouyu kostni d¥ens (Sandoval et al., (1995)
British Jouranal of Rheumatology, 34:49-5¢, jehoz Popis je zde
zahrnut odkazen.

Testy pro monitorovani zlepSeni onemocnéni mtzoy zahrnovat
sSpecifické testy zamérené napriklad na urceni systémové odpovédi na
z&nét, cos zahrnuje rychlost sedimentace erytrocytd (ESR -
erythrocyte Sedimentation rate), reaktatnty akutni fize (APR - acute
phase reactant), Pozoruje se oteklina postiZené &asti téla. Také se
miZe pozorovat zlep$eni ztuhlosti a stisku (stiffness ang grip)
(je-1i to mozné) a sniZeni bolestj, JestliZe je pPacientav stavy
Stabilni, je mu stejnéd davka podavana tydng 5 je také tydné hodnocen

jeho stav. Je-1li pacientgy stav stabilni, muse se v 1é&beg

z

(revmatoidni) artritida, osteoartritida, lupénkova artritida,
revmatoidni artritida g stafylokoky indukovang (”septické“)
artritida): zkraceny sTNFR Produkt (nap¥. proteipn Ry—[Cys”~Cysm3]~Rﬁ

a metotrexit (methotrexate); zkraceny sTNFR produkt (napg. protein
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Rl-[Cysw-Cyslm]-Rz) methotrexat g inhibitor IL-1, prednostna IL-1ra;
zkrdceny sTNFR brodukt (napf. proteip Rl—[Cys”—Cy51“]~R2) a jedna
nebo vice nasledujicich latek - methotrexat, imunosupresivum (napr.
cyklosporin), ciproflaxin, Fas antigen gz inhibitor IL-1, pPfednostns&
IL-1ra; zkraceny sTNFR pProdukt (napg, protein Rl—[Cys”—Cyslmj—Rz) a
methotrexat 2 imunosupresivum (napr. Cyklosporin); zKraceny sTNFR
produkt (napy. protein Rl—[Cys”-Cyslm]-Rz) methotrexat gz
ciprofloxacin; zkraceny sTNFR brodukt (napf. proteip Ri~[Cys'®~
Cys'®]-g,), methotrexat 2 inhibitor IL-1, p¥ednostna IL-1ra; zkraceny
STNFR produkt (napf¥. protein Rl—[Cysw-Cyslmj-Rz) a jedna nebo vice
nasledujicich latek - methotrexat, sulfasazin (sulphasazine) a
hydroxychlorchinon (hydroxychloroquine); zkrdceny sTNFR brodukt
(napf. protein Rq—[Cys”—CySI“J—Rz) methotrexat gz hydroxychlorchinoen
(hydroxychloroquine); zkraceny sTNFR produkt (napr. protein R;-
[Cys”—Cyslmj-Rg) methotrexat gz sulfasazin.

Ve specifickém preferovanénm pPfipadé metoda zahrnuje podéavani
(napf¥. do kloubu (intraarticular), Subkut&nné nebo intramuskulérné)
zkracenych sTNFR broduktli (naps. proteiny Rl—[Cys“—Cyslm]—Rm
vVolitelng ve form& s pPostupnym uvolnovanim (nap¥. hyaluronan)) nebo
v kombinaci'(pfed lécbou, po 1é¢bé& nebo soucasné s 1lécbou)

5 metotrexdtenm a/nebo inhibitorem IL-1 (napz. IL-1ra) a/nebo
Tozpustnym lidskym rekombinantnim Fas antigenem bro lécby
Tevmatickych onemocnéni, jak je uvedeno vySe (napy. Lymska nhemoc,
détska (revmatické) artritida, osteoartritida, lupénkova artritida,
revmaticka artritida a stafylokoky vyvolang (nsepticka™) artritida)

a@ symptom s nimj Spojenych.

S postupnym uvolniovanim (napf.
(pfed Lécbou, po 1&¢&b& nebo soucasné s 1éébou) s aktivatorem
pletivového Plasminogenuy a/nebo I1,~1 inhibitorem (napr. IL-1ra) pro
lécbu posSkozeni mozku, jako vysledku traumatu, epilepsie, krvaceni
nebo mrtvice, které vSechny vedou k Neurodegeneracy .

- Ve specifickém preferovanén PEipadé metods zahrnuje podavani
(napr. subkuténni nebo intramuskulérni) zkracenych STNFR produkts

(nap¥. proteiny RI—[Cys”—Cyslw]—Rz, voliteln& ve forms S postupnym
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uvolnovanim (napt. hyaluronan)) nebo v kombinaci (pted lécbou, po
1é&b& nebo soudasns s 1lécbou) s (Jednou nebo vice latkami) -
kortikosteroidem, cyklosporinem, FK~506, nebo interferonem (napf.
alfa interferon, beta interferon, gama interferon nebo konsensualni
(consensus) interferon) a/nebo IL-1ra pro 1léébuy nasobné sklerézy
(multiple sclerosois).

Ve specifickém preferovaném pfipad& metoda zahrnuje podavani
(napf. subkutanni nebo intramuskulérni) zkracenych sTNFR produkta
(nap¥. proteinu Ry~ [Cys'’~Cysi®]-R,, volitelné& ve form& s postupnym

uvolnovanim (napt. hyaluronan)) nebo v kombinaci (pfed léébou, po

(napf¥. proteinu Ri-[CysP~Cys!®)-g,, volitelnd ve form& s postupnym
uvoliiovanim (napt. hyaluronan)) nebo v kombinaci (pred 1é€bou, po
1éébé& nebo soucasns s léébou) s leptinem, Marinolem (Marinol™) nebo

Megacem (Megace™) pro 1é&bu kachexie/anorexie.

(napf. subkutanni, intraventrikulérni nebo intratekélni) zkracenych
STNFR produktt (naps. proteinu Ri-[Cys'’-cys®)-g,, voliteln& ve forms
S postupnym uvolfiovanim (napt. hyaluronan)) nebo v kombinaci (pted
lé&bou, po 1é&b& nebo soucasné s lécbou) s NSAID (napt.
indometacinem (indomethacin)) a/nebo inhibitorem IL-1 (napr. IL-1ra)
pro lécbu Alzheimrovi choroby.

Ve specifickém preferovaném pfipadé metoda zahrnuje podavani
(napt. subkutanni, intraventrikularni nebo intratek&lni) zkracenych
STNFR produktt (napt. proteinu Ri~[Cys"-Cys!®]-p,, volitelné ve forms
S postupnym uvolfiovanim (napt. hyaluronan)) nebo v kombinaci (pzed
1é&bou, po 1é&ps nebo soudasné s lécbou) s rozpustnym rekombinantnim
lidskym Fas antigenem pro 1éé&bu rakoviny (napt. lukémii); detské
dibetes mellitus typu 1; odmitnuti Stépu hostitelem; hepatitida;
ischemického/reperfusniho (reperfusion) posSkozeni, vdetns mozkové
ischemie (poSkozeni mozku jako n&sledek traumatu, epilepsie,
krvaceni nebo mrtvice, které musou vSechny vést k heurodegeneraci);
zan&€tliva neuro onemocnéni; revmaticka onemocnéni jak jsou vymezena

vySe (napt. Lymska nemoc, détski (revmaticka) artritida,
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P¥ehled obrazkl na Vykresech
T—————==£1U nha vykresech

Obr. 1 Zobrazuije sekvenci nukleovych kyselin (SEQ ID NO:1)
kédujici aspl-pgplé rekombinantni lidsky sTNFR-T plné délky.

Zobrazena je taks sekvence aminokyselin Aspl-agpl6! (SEQ ID No:2).

Obr. 2 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:3)
kédujici NH2~MDSVCPQGKYIHPQNNSIC— [Cys'’-cys3 ~FC~COOH (také uvadény
jako STNFR-T 2.6D/ClOS). Zobrazens je také sekvence aminokyselin NH,~-
MDSVCPQGKYIHPQNNSIC—[Cys”—Cysao]—E‘C—COOH (SEQ ID NO:4).

Obr. 3 Zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:5)
kédujici NHg—MDSVCPQGKYIHPQNNSIC—[Cyslg—Cysm3]—FNCSL-—COOH (uvadény
také jako sTNFR-T 2.6D/C106) . Zobrazena je také sekvence
aminokyselin NHZ—MDSVCPQGKYIHPQNNSIC—[Cyslg—Cys“”]—FNCSL—COOH (SEQ ID
NO:6) .

Obr. 4 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:7)
kédujici NHg—MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cyslg—Cy31°3]~FN—COOH (uvadény takeé
jako STNFR-T 2.6D/N105) . Zobrazena je také sekvence aminokyselin NH,-
MDSVCPQGKYIHPQNNSIC—[Cyslg—Cys“”]—FN-COOH (SEQ ID No:8).

Obr. 5 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:11)
kédujici NHZ-MYIHPQNNSIC—[Cyslg-Cyslm]—FNCSL—COOH (uvddény také jako
STNFR-I 2.3D/ds). Zobrazena je také sekvence aminokyselin NH,~
MYIHPQNNSIC—[Cys”-—Cyslm]-—FNCSL-—COOH (SEQ ID No:12).

Obr. 6 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny (SEQ ID NO:9)
kédujici NH,-M- [ch”—Cysm]—FNCSL—COOH (uvadény také jako STNFR-I
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2.3D/d18).
C

Zobrazeng je také
ys1°3]-FNCSL—COOH (SEQ ID No-:

Obr,

kédujici NH;-MSIS-[cys!®
2.3D/d15) ,

Obr.

Obr.

Obr,

dimeronch STNFR~

Standardni metody tvogici zaklad Pracovnich pPostupi Popsanych
v nésledujicich Pfikladech / anebo jing vhodné

Popsany ve zZnamych molekularn
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Sambrook et al. (1989), viz vyse, a Ausube] et al. (1990), viz vySe.

Pro veétsg nazornost Je usita zkratka ,, mL" pro mililitr g »L" pro

Cys'03y _ FC-cooy (STNFR-T 2,6D/C105) ; DHQ—MDSVCPQGKYIHPQNNSIC-[Cys”—
Cysl03y _ FNCSL- cooy (STNFR~-T 2,6D/C106) ; DHQ~MDSVCPQGKYIHPQNNSIC—
[Cys'®~cyglos; _ FN~ cooy (STNFR~T 2,6D/N105) ; be-MYIHPQNNSIC~[Cys”—
Cys!03y _ FNCSL~ coop (STNFR-T 2,3D/ds8) ; be-M—[Cysw~CySM3J ~ FNCSI-
COOH (sTNFR-T 2,3D/d18) 5 NHQ-MSIS-[Cysw—CySIMJ ~ FNCSL- cooy
(STNFR-T 2,3D/d15)

A.PFiprava DNA:
1.STNFR~I 2,6D/C106

Klonovang DNA odvozens Z klonuy lambdg - gt107ctnfbp (EP 422339)
slouzi jake matrice v pcg amplifikagni reakci zg pouzZitj
nésledujicich PCR primerq:

57 OLIGO #1: (SEQ ID No: g
50 - GGTTAGCCATATGGACAGCGTTTGCCCCCAA—3’

3" OLIGo #2: (SEQ 1D NO: 69)
5’—CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG—3’

(Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, cT) ).

QIA uick“’PCR Purification Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA) dle navody
q
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57 ~ACTCGA GGATCCGCGG

/ Prvnich 19 cyklu se
30 sekund Pri 55 oc
(polymerace); nésleduje 25
30 sekund pri 55

a 4 minut + 20 sekund PEi 68 °¢ (polymerace)

’ Norwalk, CT)]. pcr
™ Gel Extractiop Kit

r Stépen e€nzymenm BamHzr,
etanolen. Je

Primery:

3° OLIGo #5: (SEQ 1D NO: 72)
5'—GGTTAGCCATATGGACAGCGTTTGCCCCCAA-3'
37 oLIGo #6: (SEQ 1D No: 73)
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dizace
[termocykler typ 2400
Norwalk, cT).

STNFR~T 2,3D/d8 3 STNFR~T
itim plazmidové DNA 2
nésledujicich PCR prim

STNFR~T 2,3D/ds PCR Primery:

5” oLIGo #7:

SEQ Ip NO:74)
5

'—CCCCATATGTATATCCACCCTCAAAATAAT-3’
37 oLnigo #8: (SEQ 1p NO:75)

5’~CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG-3’
STNFR~T 2,3D/d15 PCR Primery.

S’ OLIGO #9:

(SEQ 1D NO:76)
5

’-CCCCATATGTCGATTAG
3° OoLIGo #10: (SEQ 1D NO:77)
5[

*CCCAAGCTTTTACAGAGAGCAATTGAAGCACTG*3’
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STNFR-T 2,3D/d1g PCR primery:

5 OLIGo #11: (SEQ 1p NO:78)
5’—CCCCATATGTGTACCAAGTGCCACAAAGGA-3’
3 OLIGoO #12: (SEQ 1D NO:79)

Cyklus se sklada Ze 45 Sekund PEi 950 (denaturace), Jjedné minuty pri
65 °c (hybridizace Primery) 4 dvou minyt Pri 72 °¢ (polymerace)
[termocykler typ 2400 (Perkin«Elmer Cetus, Norwalk, CT)7. PCR

STNFR~T 2,6D/C105, STNFR-T 2,6D/C106, STNFR~T 2,3D/d18, STNFR-T
2,3D/dg 5 STNFR~T 2,3D/d15, Cely obsah 2mrazené glycerolové konzervy
V' zasobnj ampuli (ag4 1,5 mr) je PEfenesen do 2 j, nadoby, ktera
obsahuje 500 mr, Pudy die Lurij (LB) . Bakteriélni kulturg je
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(IT). Inkluznjg téliska Jsou Promyta v lytickénm pufru g
centrifugovéna potreti Pri 10 000 °t/min 3¢ minut, pg resuspendovéni
iT v deionizované vodeé (v poméry 1:1) 5sou naposledy centrifugovéna
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minerély, glukéza, siran hofeénaty a hexametafosfét, sterilizované
filtracji, Dvé éiviny Jsou pouZity, Jjedna je zdrojem uhliky

(glukéza/siran hofeénatY), druhj je kvasniény eXtrakt obsahujici




Promyts 17 2 kazdé 10 1, fermentace Jsou Tozpusténg v 800 my,
solubilizaéniho pufru (50 mm Tris, 8 M mocovina, 160 mM Cystein, py

V chladnén renaturadnin Pufru (50 mm Tris, 1,1 M mocoving) , Koneény
objem je asi 1¢ L. Pak je pH jednotlivych smésj Nastaveno ng hodnoty
9,7 pomoci 6 N HCcl . Smé&si Jsoy zZvolna michény PEi 4 °c » az 3 dny.
Poté je PH jednotlichh smési hastaveno pg hodnoty 5,0 ledovoy
kyselinoy OCtovou g ¢ N Hci., Sraienina, kters se Vv kaZdé sSmési

Vytvori, je Odstrané&na centrifugacs PZi 10 0gg g na Centrifuze

Pufr n Pufr B
25 mM Octan 25 mM octan
S0 mM Nacy 375 mM Naci
PH 5,0 PH 5,0

79




ooevee
.
sess0e
sese

Rychlost Pritoky:

7,5 objemya kolony/hod - ekvilibrace, Promyvani
15 objemy kolony/hog - nandseni

Pufr z Redicy pufr Pufr B
20 mM NaPpo, 40 mMm NaPpo, Miliji Q H,0

4 M Nacl py ¢,
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bilkovinné frakce zadin
maximg,

s
=~

Kolona 1x-5 _ 365 mr, SP-Sepharose HP™ (5 o X 18,5 ¢

Ekvilibraéni Pufr a Pufr g
pufr
20 mM Na NaPo, 20 mMNaPO4 20 mMNaPO4
PH 6,0 PH 6,3 5y mM Nacl PH 6,8
Pred Nanesenim jednotllvych C/D Vzorky Je kazda kolong
ekv1llbrovéna 4 objemy kolony €kvilibrs
Je odds S
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lnut 4 Poté jsoy protelny
nim 1:719 V chladnép (4°c -~ 8°C) pufru o sloZeng
0,85 M mocoving 50 mMm Tris, PH 9,8 PH Sje Me€reno pyj teplots 4°c
8°C)

ia
lony
D.1 Purifikace
Progasnény SUpernatant Po kysele¢ Precipitaej je nan
SP-Sepharose Big Begqm™

mM octan sodny, 75 mM
. Ranesen pa kolony v mnozZstyg nepfesahu31cim
15 g zkraceného STNFR~1 na 1, objemy naplng, j

1:1 ve o M
je pH Upravene na

’ Philadelphia, PA), ekv1llbrovanou Pufrem o
sloZenji 1M Naci, 3p mM octan PH 4,5, Na kolony J€ nanesen zkrg
STNFR-1 + mnoZstvyi . 10
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Spojeny, zfedény vVodou 1:5 4 Naneseny na kolony SP~Sepharose High
PerformanceTM (SP~HP) (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, Ng),

ekvilibrovanou 30 mM Octanem, PH 4,5 (Naneseng maximiing -~ 15 g /1,

Rozsah Modifikace Proteiny V' prubé&hy Teakce je sledovan pomoci

’ Montgomeryville, PAa)
Vymyvané fosfétovym bufrem o sloZeni 0,1 M fosforeénan sodny py

STNFR~T 2,6D/NlOS—t~BuPEG(33 kDa) Jje oddélen og zbytky t-BuPEg
a jinych vedlejsich Produkty iontoméniéovou chromatografii ha Sp

Sepharose gp 16/10”1(Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ) .
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Pramérng m. h.=33 kDa, Shearwater polymers, Inc.), Reake&ns sSmés

Je pri této teplotg kratce Zamichdng a potom Ponechgng inkubovat

Po 18 hodinéch je reakéng sSmé&s Upraveng ha pH 3,9 kyselinou
citronovou.

STNFR~T 2,6D/NlOS~MePEG (33 kDa) Jje Oddélep od Zbytky MePEG 4
Jinych Vedlejsich Produkty iontovou chromatografii na kolons Sp
Sepharoge Hp™ (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ)
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~MePEG(33 kDa) Jje

Inc.).

r 20 kDa @ 40 kpg
8 kDa a 20 kpg

10 kDa

~HP (3 _ ;5 mg/mi,

L. Mepgg anebo t-BuPEG) Na mo]
STNFR-7T 2,6D/N105 (~ 5 gramg t-BuPgg na gram STNFR-T 2,6D/N105)
10 - 29 mM kyanoborohydrid Je pridan p

Jemy 59 mM oct

anu, pg 4,0,
Je-1i Zapotrebj .
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PH Upraveng na 5, q,

Vadeény
€. Protein je Preveden bud go PBs, PH 6,5 (
10 mm fosforecnan Sodny, 35-100 mM NaCl), nNebo do 20 mM OcCtany,
100 mM NaCl, PH 5,p
6. Prlprava STNFR~T 2,6D/ClOS Q@ STNFR-7T 2,6D/ClO6
Polyethylenglykol aktlvovany sulfonovou skupj
prec1stény bodle i

¢+ Podanéhe 7.
Application No. 08/611,918,

polyethylenglykol
pri teplots 5-6°C,
30% glycerolu.

86



laboratorni teploté. Tento Protein je Tozpustan bud’V'PBS, PH 6,5

( 10 mM'fosforeénan Sodny, 35~100 mM Nacl), hebo ve 20 mM Octany,
100 my Nacy, PH 5,0,

zkréceného genu). pcg amplifikaéni Teakce probihaji v 25 Cyklech;
kazdy Cyklus se Sklads , 30 Sekungd Pfi 9400 (denaturace), 15

S OLIGO#13: (SEQ 1p NO: 80)
5 ~GGTTAGCCATATGGACAGCGTT‘I’GCCCCCAA—3 -

Namiste STNFR~T 4D/C10s5, STNFR~T 3D/C105db je Tozpustan bug'
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dimethylformamid, pH 4,7). Roztok DMF/SDS je promichavan
nékolikerym nabranim a vypuit&nim ze Spic¢ky dokud nejsou v3echny
krystalky MTT rozpudtény a bunky jsou dale inkubovény po dobu 2-
22 hodin. Hodnoty absorbance jsou mé&feny na &tecim zarizeni Vmax
pfi 570. Podil specifické cytotoxicity je vypo&itan z hodnot
optickych denzit podle vzorce: % specifické cytotoxicity = 100% x
[abs (bunky + médium) - abs (bunitky + vzorek)] / [abs (buniky +
médium) - abs (buiiky + TX~100)]. Polet jednotek TNF v kaZdém
vzorku je urcen pomoci podilu specifické cytotoxicity myS$ich

standartl, jak bylo dfive popsano.

Vysledky WEHI testu jsou shrnuty niZe v tabulce 2:

TAB. 2: In vitro aktivita ve WEHI testu

Latka IC50 (ng/mL)

sTNFR-1 2,6D/C106 208
STNFR~-1 4D/C105 238
sTNFR~-1 4D/C105db N/A

Na z&kladé vysledku WEHI testu nejsou 2adné vyznamné rozdily
v bilogické G&innosti in vitro mezi sTNFR-1 2,6D/C106 a sTNFR-1
4D/C105.

B. L929 cytotoxicky test:

L929 cytotoxicky test je zaloZen na proliferaci bun&k in vitro
(Parmely et al. (1993), J . Immunol., 151: 389-396), stanovuje
rovnéZ cytotoxicitu usmrcovani citlivého k TNF-o . Bunécné linie
jsou citlivé na TNF-a (tzn. TNF-o je cytotoxicky). V p¥itomnosti
rozpustného TNF-a inhibitoru jsou buifiky chréanény pfed cytotoxickym

G¢inkem a jsou proto schopny proliferace.

Protokol:
Buné&fna linie L929 je ziskdna z Bmerican Type Culture
Collection (Catalog number CCL 1, NCTC klon 929, klon kmene I,

pojivova tkarn, my$). K pomnofeni bunék je uZito RPMI Medium 1640
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doplnéné 10% FBS + 1% roztok L-glutaminu + 1% roztok penicilin-
streptomycinu.

Test je provaddén v 96 mistnych mikrotitradnich destickéach
(Corning) tak, Ze jen 60 vnit¥nich jamek je pouZito. Test je
opakovan trikrdt na téZe desticdce pro standart i pokusné vzorky.

TNFapouZity v testu pochdzi z R&D Systems (Minneapolis, MN).
Kone¢na koncentrace TNFa je 1 ng/mL ve vSech pokusnych jamkach.
Vzorky jsou fedény v L929 rlstovém médiu, 10 ng/mL TNFa , 10

Mg/mL aktinomycinu D (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) - Assay
Diluent.

Desticky jsou sklizeny pomoci roztoku XTT/MEN (1,5 mg/mL XTT +
75 mM MEN)

Prvni den jsou bunky vysety na pokusné destilky. Bun&&na
suspenze je pripravena trypsinizaci a resuspendovanim buné&k
v koncentraci 3,33 x 10' bun&k/mL. Do kadé z vnitfnich 60 jamek
pokusné desticky je vyseto 180 ml, této bun&éné suspenze. 200 mL
ristového média je rozmist&no ve vnéjsich 36 jamkach, abychom se
vyhnuli pokusnym chybéam zpusobenym odpafovanim. Desticky,
ptikryté folii a chrénéné pred pravanem, jsou ponechény p#i
laboratorni teploté& asi jednu hodinu. Potom jsou umistény
v inkubdtoru s vysokou vlhkosti pEi teploté 37+2 °C, 5+1% CO,.
Desticky se inkubuji asi 20-22 hodin , pak je pfidan sTNFR-I
v ruzném fedéni.

Druhy den je pfipraven standart STNFR-I 4D/N105 a pokusné
vzorky timto zplisobem: Natedte standart STNFR-I 4D/N105 a pokusné
vzorky na koncentraci asi 2,0 mg/mL (anebo na jinou vhodnou
koncentraci). Ud&lejte postupna fedéni této koncentrace tak, aby
vznikla fedici kf¥ivka o 10 bodech sahajici od hodnoty asi 1,0 x
10° ng/mL k 1,0 x 1073 ng/mL, v&etn& 0 ng/mL ( pouze Assay
Diluent). Mohou byt pouZity i jiné vhodné koncentrace. Pridejte
1000 uL kaZdého Fedéni trojmo na kaZdou pokusnou desti&ku. Potom
inkubujte destidky v inkubatoru s vysokou vlhkosti p#i teploté
3742 °C, 5+1% CO; po dobu 20+1 hodin.

Tfeti den je pfidéno 50 ul na jamku roztoku XTT/MEN do 60
vnit¥nich jamek pokusnych destidek. Desticky jsou inkubovény v
inkubatoru s vysokou vlhkosti pfi teploté 37+2 °c, 5+1% CO;
(Falcon, New York, New York) po dobu 24+40,5 hodin.
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Ctvrty den jsou stanoveny hodnoty optické denzity (0.D.)
pokusnych destiek p¥i 450 nm minus 650 nm na &tecim zatizeni
ELISA (SpectraMAX, Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA).
Pokud je ziskdna pri téchto vlnovych délkach hodnota 4000 OD pro
jamky na desti&ce, desti&ka musi byt ihned znovu pfe&tena p#i 490
nm minus 650 nm a tyto udaje pouZity pro vypolet.

Standartni logaritmickd k¥ivka zavislosti odpovedi na davce je
stanovena pomoci Ctyfparametrové logistické aproximace. Plvodni
koncentrace nezndmych vzorkt jsou spoCitany ze standartni k#ivky,
EDso je spo&itdna pro standart, je spolitan koreladni koeficient

standartni k¥ivky.

Vysledky:
Vysledky 1929 cytotoxického testu jsou shrnuty v tabulce 3.

TAB. 3 : In vitro aktivita v 1929 cytotoxickém testu.

Latka Koncentrace (mg/mL) EDg, (ng/mL)
STNFR-I 4D/C105db 7,8 1,0 + 0,1
sTNFR-I 2,6D/C105db 2,6 1,1 + 0,0
STNFR-I 2,6D/C106db 2,2 1,0 + 0,1
STNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) 2,0 229,2+8

STNFR-I 4D/C105-t-BuPEG (33 kDa) 1,1 325,5+147
STNFR-I 2,6D/C105-t-BuPEG (33 kbDa) 1,7 210,249

Vnit¥fni standart:

STNFR-I 4D/C105 3,5 314,8+188,1

Udaje naznaduji, Ze sTNFR-I 4D/C105db, STNFR-I 2,6D/C105db a
STNFR-I 2,6D/C106db jsou aktivni a maji srovnatelnou odpovéd na
davku v porovnani se standartem. Dale z t&chto Gdajt plyne, Ze
STNFR~I 4D/N105—t-BuPEG(33kDa), sTNFR-I 4D/C105—t—BuPEG(33kDa) a
STNFR-I 2,6D/C105-t-BuPEG(33kDa) maji tém&# o dva tady nizsi
aktivitu, nicméné& jsou jedt& v tomto testu aktivni ve srovnani se

sTNFR-I 4D/C105db.
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Pokus #2
STNFR-I 3D/C105db 0,2 2,27+0,3
STNFR-I 3D/C105db 0,2 2,0%*
SsTNFR-I 3D/C105db 1,9 1,8%*
STNFR-I 3D/N105 2,4 413, 3%
Vnit#ni standart
STNFR-I 4D/C105 3,5 115, 9+42,1

* Hodnota zaloZend na jediném vysledku

Tyto Gdaje dokazuji, Ze sSTNFR-I 3D/C105db je aktivni a hodnoty
EDsy jsou v rozmezi hodnot charakterizujicich sTNFR-I 4D/C105db
(pokus #1), sSTNFR-I 2,6D/C105db (pokus #1) a sTNFR-I 2,6D/C1l06db
(pokus #1). Data rovn&Z ukazuji, Ze sTNFR-I 3D/N105 je méné& aktiwvni
neZ vnit¥ni standart sTNFR-I 4D/C105

C. Reaktivac¢ni modelovy pokus zaloZeny na indukci bunéé&nou
sténou streptokoka:

Reaktivacni modelovy pokus artritidy indukované bun&&nou
sténou streptokoka u krys je proveden podle zndmych protokoln
(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 krysy Lewis (Charles River Laboratories, Inc.,
Wilmington, MA), kaZdi o vaze 175 a 185 grami jsou injikovany
intraartikulatné do kloubu na pravém kotniku suspenzi prepératu
bunécné stény streptokoka s obsahem peptidoglykan-polysacharidu
(SCW) (Lee Laboratory, Grayson, GA) v davce 1,5 mg/10 mg na
kloub. Fyziologicky roztok je injikovan do kontralaterdlniho
kloubu jako kontrola. Intraartikulatni injekce SCW zplsobuje
akutni artritidu relativné& kratkého trvani s otokem kloubu, ktera
vrcholi den aZ dva po injekci. Po dvaceti dnech, béhem nichZ
dozni akutni zanétliva odpov&d, SCW v davce 200 mg/200 mL na
krysu je opé&t podan nitroZiln&. Druha davka sta&i k reaktivaci

zanétu v tom kotnikovém kloubu, kam byl predtim injikovan SCW,
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aviak m& maly u&inek na kotnik injikovany fyziologickym roztokem.
Rozsah zan&tu béhem 72 hodin po nitroZilni injekci SCW dje
stanoven méfenim zadniho kotnikového kloubu pomoci kotnikového
méritka (kaliper) v &asech 0, 24, 36, 48 a 72 hodin po reaktivaci
artritidy, poté je zadni kontralateralni &lanek odebran pro
histologické vy3etfeni (nap¥. zanét, vytvo¥eni pannusu, pofkozeni

chrupavky a kosti.)

Vysledky:

U&inky podéni sTNFR-I 2,6D/C106db na vyvoj kloubniho otoku
béhem reaktivace artritidy jsou testovany. Inhibitor a slepy
vzorek je podan kaZdy v jedné nitroZilni injekci 24 hodin ptred
reaktivaci pomoci SCW.

sTNFR-I 2,6D/C106db vykazuje statisticky vyznamnou t&innost
v redukci otoku kloubu, prokazanou analyzou rozptylu (ANOVA) ve
Fisherové& post-hoc testu (Statview®), ve vdech ctyrech davkach
podanych dva nebo t¥i dny po reaktivaci a ve viech davkach
s vyjimkou jedné (1,5 mg/kg) podanych prvni den. Tato redukce
otoku je srovnatelnd s pozitivni kontrolou sSTNFR-TI 4D/C105db
podavanou denné& v davce 0,5 mg/kg (tj. 8,8 nM) v Casovém rozmezi
od prvniho dne pred reaktivaci do tfetiho dne po reaktivaci.
Preparaty sTNFR vykazuji také vyznamnou G¢innost, pokud hodnotime
rozsah otoku jako celek v prab&hu t#i dnt. Plocha vymezena
kfivkou (AUC) m& charakter zavislosti odpovédi na davce pti vSech
davkach (viz obr. 9, sTNFR-I 2,6D/C106db je oznacen “STNFR-I
2,6D" a sTNFR-I 4D/C105db je ozna&en “sTNFR-I 4D").

sTNFR—I 2,6D/N105-t-BuPEG (33kDa) ukazuje vyznamnou redukci
v Sifce kloubu a histologickych indexech ve srovnani s kontrolni

skupinou nemoci v modelovém pokusu.

D. Modelovy pokus s pouZitim D-galaktosamin/
lipopolysacharidu:

D-galaktozamin(D-GalNH,) /lipopolysacharid (LPS) model (Parmely
et al. (1993), viz vySe) je modelovy pokus in vivo, zaloZeny na
zviteci letalité zAvislé na TNF-o. Navic byla u autoimunnich my3i
MRL-1pr/lpr prokdzéna extrémni citlivost na TNF-a indukovany LPS

nebo SEB (Mountz et al. (1995), J. Immunol., 155: 4829-4837).
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Protokol:

U 6-8 tydn( starych my$ich samic (MRL -lpr/lpr) (Jakckson
Laboratory, Bar Harbor, ME) je po no&nim hladovéni vyvolana I.P.
reakce pomoci nasledujicich farmakologickych preparatt: 25 mg D-
GalNH, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suspendovany
v Hanksové& balancovaném roztoku soli ( Gibco Laboratories, Inc.,
Grand Island, NY) (50 mg/mL); lipopolysacharid (LPS) z E. coli
sérotyp 0127:B8 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ve sterilnim,
endotoxinu prostém médiu PBS (25 mg/mys$); anebo SEB (Toxin
Technologies, Sarasota, FL) v b&3ném fyziologickém roztoku (50
mg/mys). Ruzné formy sTNFR jsou podény v postupném dvojnasobném
Tedéni (davky v mg/kg) tak, aby byla ziskéna kiivka EDsy pomoci
statistického software od firmy MacIntosh (Statview®, Mountain
View, CA). Letalita je sledovina b&hem 48 hodin po vyvolani I.P.

reakce.

Vysledky:

Tabulka 4 ukazuje, Ze pokud je STNFR~I 2,6D/C106db podany, jak
bylo vySe popséano, 1 hodinu p¥ed podanim LPS/DGalNH,, EDs, (t7j.
davka sTNFR-I 2,6D/C106db nutn& pro zachranu 50% my3i) v Case 48
hodin je ~50 pg/kg (N=8 my3i). Ve srovnani se sTNFR-T 4D/C105db
neni Zadny vyznamny rozdil (P > 0,05) ve schopnosti této formy

zabranovat letalité& (EDs; = ~50 Mg/kg; N=8 mysi).
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TAB. 4: Srovnéni sTNFR a optimalizovanych forem sTNFR v modelovém

pokuse LPS/D-GalNH,)

Preparét EDj0o EDsg

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

STNFR-I 2,6D/N105-MePEG (20 kDa) ~800-1000 pg/kg ~1 mg/kg
sTNFR-I 2,6D/N105-MePEG 2 mg/kg ~1-1,5 mg/kg
(20 kDa rozvétveny)

STNFR-I 2, 6D/N105-MePEG

1,5 mg/kg ~1 mg/kg

(40 kDa rozvétveny)

Uvedené udaje ukazuji, Ze sTNFR-I 2,6D/C106db ma stejnou
aktivitu jako sTNFR-I 4D/C105db, av$ak STNFR-I 2, 6D/N105-t-BuPEG
(33 kDa) je v tomto modelovém pokuse méné& aktivni (EDsp je asi 400
Hg/kg; n = 5 myS8i ). Také aktivity STNFR-I 2,6D/N105-MePEG (20
kDa rozveétveny) a 2,6D/N105-MePEG (40 kDa rozvétveny) jsou

v tomto pokuse niZsi.

E. Pokusny model artritidy indukované pomoci adjuvans:

Reumatoidni artritida indukovani u krys pomoci adjuvans se
v mnohém podob& reumatoidni artritidé& u 1idi. U&elem tohoto
pokusu je demonstrovat, Ze systémové podani zkrdcenych forem
sTNFR ma zmirfiujici Ucinek v patogenezi artritidy vyvolané pomoci
adjuvans u mys$i.

Protokol:

Samci krys Lewis (5-7 ve skupiné&) (Charles Laboratories, Inc.,
Wilmington, MA) o véze nejmén& 200 g jsou kanylovani katetrem SQ
a ponechani zotavit nékolik dni. Potom jsou umist&ni v infuznich
klecich, kde si zvykaji tyden pFed zadatkem infuzi.

V den 0 jsou vSechny krysy injikovany 100 pl Freundova
kompletniho adjuvans (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ke
kterému bylo pfidano syntetické adjuvans N,N-dioktyldecyldecyl-
N’ ,N-bis (2-hydroxy-ethyl) propandiamin, 50 mg/ml. Osmy den je
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raznym skupinam krys podavana SQ kontinuilni infuze sTNFR-I
4D/C105 a sTNFR-I 2,6D/N105.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.

TAB. 5: Artritida indukovand pomoci adjuvans.

Latka Davka AUCS Véaha tlapky Zanét Res.Kosti
Histopatologie
(mg /kg/hod) (¢ Inh.) (% Inh.) (% Inh.) (% Inh.)
Studie # 1
sTNFR-I 4D/C105 5 61 46 37 89
1 49 45 26 855
0,2 33 40 14 34
sTNFR-I 2,6D/N105 1 55 53 33 51
Studie # 2
STNFR-I 2, 6D/N105 5 42 ND 19 67
1 38 ND 13 49
Studie # 3
STNFR-I 2, 6D/N105 9 50 40 13 27
- MePEG (20 kDa) 3 35 34 9 22
1 36 30 0 0
sTNFR-I 2, 6D/N105 9 43 37
MePEG (33 kDa 3 38 33
1 24 20

Formy sTNFR-I 2, 6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR~-I 4D/C105db
maji kupodivu v pripadé artritidy vyvolané pomoci adjuvans u krys
Lewis antiartritickou

aktivitu navzdjem srovnatelnou , a&koliv STNFR-T 4D/C105db Je
G¢innéjsi v in vitro cytotoxickych testech WEHI - 164 a 1929,

stejné& jako v pokusném modelu LPS/GalN.

' F.Artritida indukovana kolagenem:

Artritida indukovan&d kolagenem II u krys v mnohém p#ipominé
reumatoidni artritidu u lidi. U&elem tohoto pokusu je
demonstrovat, Ze systémové podani zkracenych forem sTNFR ma

o~

zmirfujici G¢inek v patogenezi artritidy vyvolané kolagenem typu

IT u krys a my3i.
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Protokol pro krysy:

Krysim samicim Lewis (Charles River laboratories, Inc.,
Wilmington, MA) byly implantovany SQ kanyly , krysy byly
pEfivyknuty k upouténi b&hem kontinualni inflze. Poté jsou
imunizovany kravskym kolagenem typu II ve Freundové kompletnim
adjuvans. 13., 14. nebo 15. den po imunizaci jsou zvifata
s rozvinutou artritidou ndhodn& rozd&lena do skupin po osmi
Jedincich. Infuze rGznych davek sTNFR-I nebo slepého vzorku je
podavéna pokusnym skupindm sedm dni, jak je popséno v tab.6.
Zanét v tlapce je hodnocen dennim mé&fenim kotnikovych kloubt
specidlnim mé¥itkem (kaliper). Sedmy den jsou zvifata Zetrnd
zabita a tlapky odebrany k ur&eni vahy, kterd slouZi jako index
zanétu. Kotnikové a kolenni klouby jsou odebrany
k histopatologickému posouzeni parametrt artritidy.

Vysledky jsou uvedeny v tab. 6A.
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TAB. 6A : Artritida indukovana kolagenem
Latka Davka AUC% Vaha tlapky Zanét Res.Kosti
Histopatologie
(mg /kg/hod) (% Inh.) (% Inh.) (¢ Inh.) (% Inh.)
Studie # 1
SsTNFR-I 4D/C105 5 65 81 ND ND
1 35 34 ND ND
0,2 19 22 ND ND
sTNFR-I 2,6D/N105 1 39 41 ND ND
(mg /kg/hod)
Studie # 2
sTNFR-I 2,6D/N105 3 50 60 76 46
MePEG (33 kDa)
Studie # 3 (mg /kg/hod)
sTNFR~I 2,6D/N105 9 25 44 ND ND
MePEG (33 kDa)
sTNFR-I 2, 6D/N105 3 25 37 ND ND
MePEG (33 kDa)
sTNFR-I 2, 6D/N105 9 35 52 ND ND
MePEG (20 kDa)
sTNFR-I 2,6D/N105 3 35 37 ND ND

MePEG (20 kDa)

Je zajimavé, Ze v pripad& kolagenem indukované artrézy je

u¢innost u vSech lé&enych skupin zhruba stejnd (napf. tvar

kfivky, podil inhibice plochy vymezené kiivkou (AUC) v rozmezi

30-59%, inhibice vahy tlapky v rozmezi 40-64%). Skupina, které
nebyla lécCena, se statisticky vyznamné odlisSuje od v3ech
ostatnich skupin u tohoto modelu artritidy.

Protokol pro mysi:

Samci DBA/1 (Jackson Laboratories, Inc., Bar Harbor, ME) jsou

imunizovani kravskym kolagenem typu II (Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO) wve Freundové nekompletnim adjuvans. 24. 25. a 26. den

po imunizaci jsou zvifata s rozvinutou artritidou nahodné&




rozd&lena do skupin o osmi zvitfatech. Jedinctm v pokusnych
skupinadch je podavan dvakrat denné& IP cestou bud fyziologicky
roztok, anebo sTNFR-I 2,6D/N105-MePEG (33 kDa) po tfi dny za
sebou (dny +27, +28, +29). Z&n&t v tlapce je hodnocen dennim
mérenim kotnikovych kloubti specidlnim m&Fitkem (kaliper). 34. den
jsou zvifata Setrné zabita a tlapky odebrany k urceni vahy, ktera
slouzi jako index z&n&tu. Kotnikové a kolenni klouby jsou

odebrany k histopatologickému posouzeni parametrt artritidy.

Vysledky jsou shrnuty v Tab. 6B.

TAB. 6B: Artritida indukovand kolagenem

Latka Davka AUC% Celkové histopatologie
{(mg/kg 2D) (% Inh.) (% Inh.)

Studie # 1

STNFR-I 4D/C105db 3 49 39

SsTNFR-I 4D/N105 3 63 55

-t-BuPEG (33 kDa)

Studie # 2
sTNFR-I 2,6D/N105- 9 73 ND
MePEG (33 kDa)
STNFR-I 2, 6D/N105- 3 75 ND

MePEG (33 kDa)

G. Produkce TNF-a indukovaného LPS ovlivnéna kontinudlni infuzi u
krys:

sTNFR-I 2,6D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C106db, sTNFR-I 2,6D/N105 a
STNFR-I 4D/N105 jsou podany IV do kré&ni 2ily pomoci Alzet ™ minipump
(Alza Corp., Palo Alto, CA), podle navodu vyrobce b&hem 48 hodinové
infaze (1 mg/kg). Hladiny TNF-a v séru, m&¥ené ELISA testem
(Genzyme, Cambridge, MA) jsou vyznamn& sniZeny ve srovnani

s kontrolami +2 hodiny po podani LPS.
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Priklad III: Imunogenni studia
Imunogennost rhznych forem zkraceného rekombinantniho rozpustného

TNFR-I je stanovena u nékolika zvitecich modelq.

A. Hlodavci:

STNFR-I 2, 6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I 4D/C105db jsou
subkutdnn& podany (4 mg/kg) prvni a paty pokusny den krysim samicim
Sprague Dawley (Charles Rivers Labs, Wilmington, MA) (n=6-8 ve
skupiné&). Vzorky krve jsou tydn& odebirany do 21. dne po zacatku

pokusu. Ve vzorcich je stanovena produkce IgM a IgG protilatek.

TAB. 7 : Imunogennost u hlodave®

Cas [dny] 0,01 7 14 21

SKUPINA+ZVIRE L Titr IgM Titr IgM Titr IgM Titr IgM

STNFR-I 2, 6D/N105-

33 kDaPEG
1 NEG 0 0 0
2 NEG 0 0 0
3 NEG 0 0 0
4 NEG 0 0 0
6 NEG 0 0 0
sTNFR~I 2, 6D/N105- 0 0,00 0,00 0,00
t-BuPEG (33 kDa)
SEM 0 0,00 0,00 0,00
Kontrola
7 0 0 50 0
8 0 0 50 0
3 0 0 100 0
9 0 0 0 0
10 0 0 100 50
11 0 0 100 0
12 0 0 100
13 0 0 0
Kontrola 0 0 62,5 6,3
SEM 0 0 15,7 6,3
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Cas [dny] 0,01 7 14 21
SKUPINA+ZVIRE Titr IgM Titr IgM Titr IgM Titr IgM
SsTNFR~I 2,6D/N105-
t-BUuPEG (33 kDa)
1 NEG NEG 0 Q
2 NEG NEG 0 0
3 NEG NEG 0 0
4 NEG NEG 0 0
6 NEG NEG 0 0
sTNFR-I 2,6D/N105- Q0,00 0,00 0,00 0,00
t-BuPEG (33 kDa)
SEM 0,00 0,00 0,00 0,00
Kontrola
7 NEG NEG 0 200
NEG NEG 0 200
9 NEG NEG 0 0
10 NEG NEG 0 0
11 NEG NEG 200 400
12 NEG NEG 0 200
13 NEG NEG 200 800
14 NEG NEG 0 50
Kontrola 0 0 50 231,3
SEM 0 0 32,7 94,0

z tabulky 7 je patrné, Ze sTNFR-I 4D/C105db podany subkutanné&
(SC) 1. a 5. den poskytuje vy33i titry krysich anti-sTNFR-I IgG
protilatek do 21.dne neZ sTNFR-I 2, 6D/N105-t-BuPEG (33 kba), ktery
ma téme&f nulové titry protilatek. Podobné trendy imunogennosti jsou
pozorovany i v pfipadé krys produkujicich anti-sTNFR-I IgM
protilatky do 21. dne. sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) nevyvolava
tvorbu krysich anti- sTNFR-I IgM protilatek do 21. dne.

B. Papio anubis:

Naplni féze A &&sti 1 této studie je stanoveni farmakokinetiky a
imunogennosti sTNFR-I 4D/C105db (0,2 mg/kg Zivé vdhy [BW]), sSTNFR-I
3D/C105db (0,2 mg/kg BW) a sTNFR-I 2,6D/C105db (0,2 mg/kg BW), které
jsou podény dvakrat IV zdravému pavianovi ve 21 dennim intervalu.

Cast 1 je rozd&lena do dvou fazi. Cilem faze A je stanoveni

farmakokinetiky a imunogennosti rGznych preparatti sTNFR-I u zdravého
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pavidna v odpovédi na dvé aplikace. Dvanact paviadnl je rozd&leno do
tfi skupin. Jedinci kazdé skupiny dostavaji v anestezii 0,2 mg/kg BW
STNFR-I 4D/C105db , sTNFR-I 3D/C105db a STNFR-T 2,6D/C105db. T¥i
paviani jsou studovéani bé&hem jednoho pokusu. Zvitata jsou sledovana
21 dnt, potom dostdvaji druhou identickou IV aplikaci proteinu a
jsou studovana dal3ich 21 dnt. Farmakokinetika a imunogennost jsou
potom stanovovany v intervalech

Cilem faze B této studie je ur&eni u&innosti téchto preparata na
dobfe prozkoumaném modelu letality zpusobené TNF-o (Espat et al., J.
sSurg. Res., 59: 153-158, 1995). U 16 zvirat rozdélenych do skupin po
4 je indukovdna letdlni E. coli bakterémie podanim 5-10 x 10' cfu/kg
Zivé vahy. Skupina, ktera dostala placebo je srovnana s paviany ,
ktefi byli pfedem IV injikovani sTNFR-I 4D/C105db (0,2 mg/kg Zivé
vadhy [BW]), sTNFR-I 3D/C105db (0,2 mg/kg BW) a sTNFR-I 2,6D/C105db
(1 mg/kg BW).

V obou fazich studie 1 jsou mladi dospé&li paviani Papio anubis,
samci i samice (6-11 kg), (Biomedical Research Foundation, San
Antonio, TX) ponechani pfes noc hladovét. Anestezie zvirat je
provedena ketaminem (10 mg/kg i.m.) a Zila na hlavé je perkutdnné
kanylovana. Anestezie je udrZovana prvotnim podanim aZ 35 mg/kg
pentobarbitalu sodného, pak nasleduji opakované injekce 3-5
mg/kg/hod pentobarbitalu sodného. Horni cesty dychaci jsou pojistény
umisténim endotrachedlni trubice s manZetou r zvifata dychaiji
spontdnn&. Do stehenni tepny je umistén perkutanné katetr umoZfiujici
opakovany odbér arteridlnich krevnich vzorks stejné jako souvislé
sledovani ¢innosti srdce a stfedni arteriilni krewvni tlak pomoci
monitoru anestézie a srdedni &innosti Datascope 2000 (Datascope, San
Antonio, TX). Vzorky krve z arterie jsou odebirany v intervalech, po
pfidani EDTA nebo heparinu k zamezeni sraZeni jsou ihned po odbéru
ochlazeny na ledu. Frakce krevni plazmy je odd&lena centrifugaci p#i
4°C a uloZena p¥i - 70 °C a% do okamZiku analyzy. Vnit¥ni té&lesna
teplota je sledovana rektalni sondou. Nebotnavy Foleyuv katetr je
umistén do mo&ové trubice, aby bylo mofno sledovat vydej mole a
vyluCovani kreatininu. KaZdych patnact minut jasou sledovany
hemodynamické parametry. Viechna zvirata dostanou 0,9 % chlorid
sodny (4 ml/kg) pro udrZeni i.v. tekutin. B&hem faze B pokusu

dostavaji zvifata dalsi tekutinu (10 ml/kg kaZdych 15 minut),
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jestliZe jsou splnéna dv& z nasledujicich fyziologickych kritérii:
1) stfedni arteridlni tlak polklesne o vice ne? 30%; 2) tepova
frekvence se zvysi o vice neZ 30% 3) vydej mo&i poklesne na mén& ne?
1 ml/kg/hod. Po odbé&ru krevnich vzorka reprezentujicich zakladni
hodnoty a nejméné& hodinu trvajicim obdobi klidu k ekvilibraci za&ina
infuze proteint.

Béhem faze A této studie je pro infuzi rekombinantnich proteint
vyuzita cefalickd véna, zvifata jsou sledovana osm hodin, poté jsou
vSechny katetry odstran&ny a zvifata jsou vracena do svych kleci na
dobu 21 dni. Po 24 a 48 hodinach a 3., 5., 8., 11., 16., a 21. den
je u zvirat provedena lehk& anestezie IM ketaminem (10 mg/kg) a
odebrany vzorky Zilni krve. 21. den je provedena novéa anestezie,
podana druh& aplikace proteinu a cely postup jak byl vySe popsan ode
dne nula je opakovan dal3ich 21 dni. Po této dobé& jsou zvifata
Setrné usmrcena.

Béhem faze B této studie jsou jednu hodinu pred infuzi E. coli
nadhodné vybrana &ty¥i zvirata, kterd dostéavaji bud placebo, anebo
jeden z vy3e zminé&nych rekombinantnich preparatt. Zvirata jsou
sledovana osm hodin, poté jsou vSechny katetry odstranény, zvifrata
vracena do kleci a je pozorovano ptripadné preZivani letalni
bakterémie. Zvifata, kterd nadmé&rné& trpi, jsou Setrn& usmrcena.
Nadmérné utrpeni je definovano IACUC takto: 1) neschopnost stat nebo
sedét po dobu 12 hodin, 2) neschopnost pfijimat potravu &i vodu po
dobu 12 hodin, 3) nezvladatelné krvaceni =z mist, kde byly katetry,
anebo 4) neodpovidavost na vn&jsi podnéty. Vzorky #ilni krve jsou
odbirany v &asech -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. 21. den jsou
zvirata, kterd do této doby preZiji, Setrné& usmrcena.

Pfitomnost Papio protildtek proti podanym rekombinantnim
proteinim je urcovéna pomoci testu ELISA sandwich. Strudné popséano,
ELISA desticky jsou potaZeny preparaty sTNFR-1(lpg/ml), pak je
pridana fedénd (1:50 aZ 1:100 000) paviani plazma (100 ML) . Po
promyti vzorkd je p¥idan konjugat kfenové peroxiddzy a proteinu A

(0,5 pug/ml), reakce je vizualizovéna pomoci TMB.

Vysledky (Cast I):
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Tfi rekombinantni preparaty se vyznamng 1i3ily polocasem
pretrvani v plazmé&. K¥ivky popisujici vymizeni jsou stanoveny
metodou nezavislou na modelu, polo&asy jsou obecn& hodnoceny mezi 8
a 172 hodinami. U zvifat vstupujicich do pokusu je polo&as pretrvani
v plazmé& nejdels$i u pavianti, kteti dostali 4 doménovy preparat (29
hod) a postupné klesad u paviant, kterym byl podadn sTNFR-T 3D/C105db
(24,7 hod) a sTNFR-I 2,6D/C105db (21,5 hod). Rozdil, byt statisticky
vyznamny, je jen 26%. Po druhém podani proteina prisluidnym paviantm
poloCasy pretrvani v plazmé maji neodekdvanou tendenci k vyraznému
zkraceni, coZ naznaduje rychlej$i vyludovani. Tato redukce polocast
Je nejvyrazné&jsi u paviadn ovlivné&nych sTNFR-I 4D/C105db, u nichz
jsou polocasy krat3i o 48% (p<0,01) [Obr.10]. Stfedni redukce
polocaslti je u paviant ovlivné&nych sTNFR-I 3D/C105db (31%) [Obr.11] a
nejmensi u zvirat, kterym byl podan sTNFR-I 2,6D/C105db (14%)
[Obr.12] . U paviant, kte¥i dostali sTNFR-I 2,6D/C105db, nejsou
redukce poloCasl statisticky odlidné.

VSechny preparaty jsou u pavian(i imunogenni. AvSak nejvy3si
hodnota imunogennsti byla nalezena u paviand ovlivnénych sTNFR-1I
4D/C105db, stfedni u zvirat ovlivnénych sTNFR-I 3D/C105db a nejnizsi
u zvifat, kterym byl podan sTNFR-I 2,6D/C105db (Tab.8).
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TAB. 8: Vrcholy protildtkové odpovédi?
Prvnich 21 dnt Druhych 21 dnt
Mediédn [25%-75% Median [25%-75%
sTNFR-I 4D/C105db 3,20 3,20 3,20 |3,95 3,50 4,40
(n=4)
STNFR-I 3D/C105db |1, 60 0,00 3,65 |3,50 1,30 4,75
(n=4)
sTNFR-I 2,6D/C105db |0, 00%* 0,00 1,75 |1,40 0,00 3,50
(n=4)

' logaritmické mé&#itko (pfevracend hodnota fed&ni plazmy
potfebna k dosaZeni poloviny maxima absorbance v testu ELISA

sandwich, viz Experimentdlni metody)

* p=0,056, stanoveno podle Kruskal-Wallis dvouparametrovy
ANOVA (hodnoty vyjadrené logaritmicky nebyly pouZitelné

v normalnim rozloZeni)

Protilatkova odpovéd se obecn& rozviji kolem osmého dne po podéani
rekombinantniho prepardtu a je pritomna bé&hem po dobu 21 dni.
Protilatkovd odpovéd se stava siln&jsi po druhé aplikaci
rekombinantniho proteinu.

VSichni ¢tyfi pavidni, ktefi dostali STNFR-I 4D/C105db tvoii
protilatky, dvé ze &ty¥ zvifat, kterym byl podan sTNFR-I 3D/C105db a
jeden ze Ctyt pavianl, kterym byl podan sTNFR-I 2,6D/C105db tvori
protilatky. Velikost protilatkové odpové&di (vyjadiena logaritmicky)
podle Kruskall- Wallis ANOVA se vyznamné 1isi mezi tfemi skupinami
jako funkce Casu (p<0,05). Post-hoc analyza naznalduje, Ze vyznamny
rozdil v protilédtkové odpov&di je predeviim mezi zvifaty, kteréa
dostala sTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C105db se st¥ednimi (a
nevyznamnymi) odpové&dmi u zvifat, kterym byl podan sTNFR-I
3D/C105db.

Je pozorovana korelace mezi tvorbou protiladtek a zmdnou ve
vylucéovani mezi obé&ma 21 dennimi studiemi (p<0,01). U zvifat se

silnou protilétkovou odpové&di na prvni podani rekombinantniho
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preparatu je podle oekdvani protein po druhém podéni rychleiji
vyluCovan. Zména ve vyludovadni po prvni a druhé aplikaci je
porovnana u zvifat, kterad vykazala protilatkovou odpovéd (n=7) a
kterd nikoliv (n=5) [Obr.13].

Pfim& cytotoxicita na bun&&né linii ME-180 a neutralizaéni
kapacita v L-929 testu byla hodnocena u protildtek nalezenych
v plazmé pavidnl u vybraného podtu zvifat. Zadna cytotoxicita ani
neutralizace nebyla nalezena u protilatek proti tfem zkoumanym
rekombinantnim proteintm.

Jak bylo prokdzano b&hem A faze studia paviany, zvirata, kterd
rozvijeji nejsilné&jsi protilatkovou odpovéd, vykazuji nejrychlejdi
zvySeni ve vylu€ovani rekombinantniho preparadtu po jeho druhém
podani. Takova zji3té&ni naznaduji, Ze protilatkova odpovéd miiZe
zkratit biologicky polo&as a tedy i terapeutickou G&innost
rekombinantniho prepardtu, a proto mtZe byt vyZadovana uprava davky.
Nezda se vSak byt prokadzana jakakoliv nepriznivd klinickd odpov&d na
pfitomnost protildtek po druhém podani rekombinantniho preparatu.
Terapeutické usili zam&Fené na modifikace rekombinantnich preparatu,
které by sniZily imunogenicitu a vyznamnd neovlivnily polodas
u&innosti, smeéfuji primadrné& k omezeni potf¥eby zvysit davku, nikoliv

ke sniZeni rizika nepfiznivé klinické reakce.

Vysledky Cast 1 Faze B:

Zavérem moZno konstatovat, Ze vZechny tF¥i rekombinantni preparaty
jsou téméfr stejn& u&inné u dosud nedotéenych zvifat a zabrafiuji
posSkozeni zplsobenému cytokiny b&hem bakterémie E. coli, pokud jsou
podany v davce 1,0 mg/kg BW. PfeZil jeden ze Cty¥ paviant, ktefi
dostali placebo, dale pfeZili 4 ze 4 paviant lécCenych sTNFR-I
4D/C105db nebo sSTNFR-I 3D/C105db a 3 ze 4 paviant lé&enych sTNFR-I
2,6D/C105db. V3echny t¥i rekombinantni preparaty zabranuji

biologické aktivit& TNFa a maji dostatednou neutraliza&ni kapacitu.
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Cast II:

Cilem casti II studie u paviant je rozhodnout, zda m& opakované
expozice zvifat (tj. 3 odd&lené aplikace) k raznym sTNFR-I proteintm
za nasledek zvySenou imunogennost a sniZeny poloc¢as. DAle m& tato
studie porovnat imunogennost a farmakokinetiku n&kolika STNFR-T
preparatd véetné sTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C105db, dale
STNER-I 2,6D/N105-t~BuPEG(33 kDa) a STNFR-I 4D/N105-t~BuPEG (33 kDa).
Kone¢né je tato studie zam&¥ena na zhodnoceni klinického vyznamu

protilatkové odpové&di a zmé&n&ného vylu&ovani na naslednou odpovéd

k poSkozeni zplUsobenému TNFa (E. coli bakterémie) .

Ve dnech 0, 21 a 42 jsou pavianim podany IV (0,2 mg/kg) rtzné
rekombinantni proteiny (sTNFR-I 4D/C105db, sTNFR-I 2,6D/C105db,
sTNFR-I 2, 6D/N105-t~BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) .
63. den dostavaji paviani 2,0 mg/kg BW p¥isluiného proteinu. 65. den
(tj. o 48 hodin pozdé&ji) je pavianim podana letilni davka E. coli,
jak bylo popséno vyse v Casti I. Hlawvni poznatky Casti II jsou

nasledujici.

Vysledky (Cast II):

U nedotéenych pavidnt maji sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a
sTNFR-I 2, 6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) obecn& deldi polocasy neZ sSTNFR-I
4D/C105db a sSTNFR-I 2,6D/C105db bez ohledu na pocet domén. Délka
poloasu je v rozmezi 30 - 35 hodin u monopegylovanych forem sTNFR-I
na rozdil od 10-20 hodin u dimerickych pegylovanych forem. Navic
maji sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I 4D/C105db deldi
polotasy neZ sTNFR-I 2,6D/N105-t~BuPEG (33 kDa) a sSTNFR-I
2,6D/C105db.

sTNFR-I 4D/C105db a sTNFR-I 2,6D/C105db jsou také imunogenni,

s mirnym trendem k niZ3$i imunogennosti u STNFR-I 2,6D/C105db. Av3ak
pouze sTNFR-I 4D/C105db je méné& vylu&ovan po opakovaném podavani.
STNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I 2, 6D/N105-t~-BuPEG (33 kDa)
nejsou ani antigenni, ani se jejich rychlost vyluovani vyznamné
neméni po opakovaném podavani.

In vitro imunoreaktivita (ELISA sandwich capture) k jinym
rekombinantnim proteinim v séru, odebraném kaZdému pavidnovi (N=3)

21., 42. a 61. den, je stanovena pomoci odli%ného rekombinantniho
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proteinu uZitého jako zachytny (capture) antigen. Napf¥. sérum

z pavianl, kterym byl podan sTNFR-I 2, 6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) 21.den
(Tab.9)" nereaguje® se sTNFR-I 4D/C105db ani se sTNFR-I 4D/N105
uZzitymi jako zachytné (capture) antigeny na ELISA destilce.

Za pozitivni je pokladéna protilatkova odpovéd o titru >1:400.
Udaje ze 42. a 61. dne jsou shrnuty v tab. 10 a 11. Za dileZity je
povazovan fakt, Ze sérum z 1 pavidna, kterému byl podan sTNFR-I
2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa), davalo pozitivni in vitro reakci p¥i
testovani se sTNFR-I 4D/C105db zaAchytnym (capture) antigenem (tab.
11).

Za pozitivni je poklédana protilatkovd odpovéd o titru >1:400.
Udaje ze 42. a 61. dne jsou shrnuty v tab. 10 a 11. Za dhleZity je
povazZovan fakt, Ze sérum z 1 pavidna, kterému byl poda&n sTNFR-I
2,6D/N105~t-BuPEG (33 kDa), davalo pozitivni in vitro reakci pri
testovani se sTNFR-I 4D/C105db z&chytnym (capture) antigenem.

Podle GCinnosti prevence po3kozeni zptisobeného TNFa u paviénu ,
kterym byl trikrat podan rekombinantni preparat, je moZno seradit
proteiny pocinaje nejulinn&jsim takto (1) sSTNFR-I 4D/C105db, (2)
sTNFR-I 2,6D/C105db, (3) sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33 kDa) a (4)
SsTNFR-I 2, 6D/N105-t~BuPEG (33 kDa) (stanoveno na zakladé prezivani,
systémového selhani organti (MSOF), IL-6 a bilych krvinek (WBC)

v séru). Vadou této studie je fakt, Ze nebrala v uvahu rozdily ve

schopnosti ruznych rekombinantnich proteint neutralizovat TNF.
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Tabulka 9

Imunitni reakce paviana

I,G (2 1:400 titr) Den 21

Pocet zvirat : STNFR-I STNFR-I STNFR-I
n=3 sTNER~-I 2.6D/N10S5-t~- 4D/N105-t~- 4D/C105-t- STNFR-I STNFR-I

2.6D/C105db |BuPEG (33kDa) |[BuPEG (33kDa) BUPEG (33kDa) {4D/C105db 4D/N105
STNFR~-I 3/3 neg 3/3 neg 3/3 neg
2.6D/N105-t-BuPEG
(33kDa)
STNFR-I 3/3 neg 3/3 neg 3/3 neg
2.6D/C105db
STNFR-I 3/3 neg 3/3 neg 3/3 neg
4D/N105-t-BuPEG
(33kDa)
STNFR-I
4D/C105~t-BuPEG
(33kDa)
STNFR-I 4D/C105db 1/3 reag. 3/3 neg

(400)
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Tabulka 10

Imunitni reakce pavianu

I,G (2 1:400 titr) Den 42
Podet zvirat : STNFR-I STNFR-I sTNFR-I
n=3 STNFR-I 2.6D/N105-t- |4D/N105-t- 4D/C105-t—- STNFR-I STNFR-I
2.6D/C105db |BuPEG {33kDa) |BuPEG (33kDa) BuPEG (33kDa) {(4D/C105db 4D/N105
STNFR-I 3/3 neg 3/3 neg 3/3 neg
2.6D/N105-t-BuPEG
(33kDa)
STNFR-I 1/3 reag. 3/3 neg 3/3 neg
2.6D/C105db (1600)
STNFR-I 3/3 neg 3/3 neg 3/3 neg
4D/N105-t-BuPEG
(33kDa) .
STNFR~-I
4D/C105-t-BuPEG
(33kDa)
STNFR-I 4D/C105db 2/3 reag. |2/3 reag.
(3200) (800)
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Tabulka 11

Imunitni reakce paviant

I,G (=2 1:400 titr) Den 61

PoCet zvirat : sTNFR-I STNFR-I STNFR-I
n=3 sTNFR-I 2.6D/N105-t~- 4D/N105-t- 4D/C105-t- STNFR-I STNFR-I

2.6D/C105db |BuPEG (33kDa) |BuPEG (33kDa) BUuPEG (33kDa) [4D/C105db 4D/N105
STNFR-TI 3/3 neg 1/3 reag. 3/3 neg
2.6D/N105-t~BuPEG (1600)
(33kDa)
sTNFR-I 2/3 reag. 1/3 reag. {1/3 reag.
2.6D/C105db (204800) (1600) (3200)
STNER-I 3/3 neg 1/3 reag. |1/3 reag.
4D/N105-t-BuPEG (6400) (6400)
{33kDa)
sTNER-I
4D/C105-t~-BuPEG
(33kDa)
sTNFR-I 4D/C105db 1/3 reag. |3/3 reag.

(6400) (12800)
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C. Simpanz

Cilem této studie je stanovit imunogennost riznych forem sTNFR-I,
které jsou opakované injikovany I.V. cestou Simpanztm v prubé&hu 1
mésice. Nasledujici formy sTNFR-I jsou testovany: sTNFR-I
2,6D/C105db, STNFR-I 4D/C105db, STNFR-I 4D/C105-t-BuPEG (33 kDa),
STNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa).
V jedné pokusné skupin& jsou celkem t¥i Simpanzi.

Davkovaci reZim a parametry této studie jsou nasledujici: KaZdy
Simpanz dost&va pokusny vzorek v podob& intravendzni injekce (0,1
mg/kg) dvakrat tydné& v pond&li a v patek po dobu &ty¥ tydnd (celkem
8 davek). Objem davky se mé&ni v zavislosti na koncentraci podavaného
vzorku. 5 ml séra je odebréno kaZdému zvifeti v den 0 pfed zacatkem
pokusu. DalSi vzorky séra jsou odebirany té&sné& pfe podanim preparatu
7., 14., 21. a 28. den.

Zakladni udaje o imunogennosti u Simpanze jsou uvedeny v tab. 12.

Do 28. dne je u vSech zvifat (N=3), kterym byl poddvan sTNFR-I
4D/C105db nebo sTNFR-I 2,6D/C105db, zaznamenana pozitivni reakce (
stanoveno testem ELISA), nevy33i namé&fené titry jsou 1:12 800 a
1:3200 (tab.12). (Poznamka: V této Casti pokusu jsou vSechny
nimunizaéni® antigeny uZity jako odpovidajici zachytné (capture)
antigeny immobilizované na ELISA desti&ce). Jedno zvife imunizované
STNFR-I 4D/N105-t-BuPEG (33 kDa) ma pozitivni protilatkovou reakci
21. a 28. den (Tab.12). Je dileZité, Ze u Zadnych zvirat
imunizovanych b&hem tohoto pokusu sTNFR-I 4D/C105~-t~BuPEG (33 kDa)
nebo sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa) nebyla pozorovédna tvorba anti
SsTNFR-I protildtek (tab.12).

Sérum odebrané 28. den viem Simpanzim (N=3) imunizovanym rGiznymi
formami sTNFR-I je testovano na in vitro imunoreaktivitu proti jinym
rekombinantnim proteintm sTNFR-I uZitym jako z&chytné (capture)
antigeny v testu ELISA, jak bylo popsano vySe u pokust s paviany.
Pozitivni reakci je protilatkova odpovdd o titru vy3sim neZ 1:400.
Je vyznamné, Ze sérum ze Simpanz(i, kterym byl podadvan sTNFR-I
2,6D/N105~-t~BuPEG (33 kDa) nnereaguje" se sTNFR-I 4D/C105db ani se
STNFR-I 4D/N105, pokud jsou tyto proteiny uZity jako zéachytné
(capture) antigeny na ELISA desti&ce (tab. 13). Totés je pozorovano
u zvifat imunizovanych sTNFR-I 4D/C105db, sTNFR-I 4D/C105-t~BuPEG (33
kDa) a podavan sTNFR-I 4D/N105-t-BuPEG(33 kDa) (tab.13)
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Tabulka 12
Imunitni reakce I,G

Titr (pocet Simpanzu)

Den 0 Den 7 Den 14 Den 21 Den 28
(Pre-davka) | (2 davky) (4 davky) (6 davek) (8 davek)
sTNFR-I 100 (1) 400 (1) 800 (1)
2.6D/Cl06db 1600 (1) 3200 (2)
3200(1)
STNFR-I 3200 (1) 400 (1) 800 (2)
4D/C105db 1600 (1) 12800 (1)
STNFR~I
4D/N105-t-BuPEG (33kDa)
STNFR-I
2.6D/N105-t-BuPEG (33kDa)
STNFR~-I . 200 (1) = 100 (1) =
4D/N105db-t-BuPEG (33kDa) 1600 (1) 400 (1)

* Pozn.: Titr pozorovan s pouZitim STNFR-I 4D/C105db jako vazebné protilatky
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Tabulka 13

Imunitni vysledky Simpanzt

I,G (> 1:400 titr)

Polet zvifat : sSTNFR-I STNFR-I STNFR~-I
n=3 sTNFR~TI 2.6D/N105-t- 4D/N105-t-~ 4D/C105-t- STNFR-T sTNFR-I

2.6D/C105db |BuPEG (33kDa) |BuPEG (33kDa) BuPEG (33kDa) |4D/C105db 4D/N105
STNFR-I 3/3 neg 3/3 neg 3/3 neg
2.6D/N105-t-BuPEG
(33kDa)
sTNFR-I 3/3 reagq. 2/3 reag. |1/3 reagq.
2.6D/C105db (3200) (3200) (400)
STNFR-I 3/3 neg 2/3 reag. {2/3 reag.
4D/N105-t-BuPEG (1600) (3200)
(33kDba)
STNFR-I 3/3 neg 1/3 reag. 3/3 neg
4D/C105-t-BuPEG (400)
(33kDa)
sTNFR-I 4D/C105db 3/3 reag. |3/3 reag.

(12800) (6400)
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Priklad 1V

EAE je akutni nebo chronicka recidivujici zan&tliva
demyelinizujici choroba CNS, kterd vznikd& jako dtsledek plsobeni
neuroantigent jako je napf. myelinovy bazicky protein (MBP) na
geneticky citliva zvirata. EAF pfedstavuije uznavany a &asto uzivany
model akutni lidské Ms.

Krysi samice Lewis (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) jsou
vV anestezii imunizovany na Slapce levé zadni konetiny ( den 0) 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 je podan 0,1 ml
PBS/CFA emulze bez MBP do Slapky levé zadni konéetiny.

Klinické hodnoceni nemoci je zaloZeno na obvyklém bodovacim
systému 0-5. Nasledujici stavy jsou pfifazeny jednotlivym hodnotam:
0, normalni; 0,5, Castedna ztrata ocasniho tonusu; 1, Uplna ztrata
ocasniho tonusu ; 2, vladeni jedné zadni kon¢etiny; 3, paralyza obou
zadnich konetin; 4, umirani; 5, smrt. Injekce rekombinantnich
preparatd sTNFR-I nebo slepého vzorku jsou podavany S.C. v davce 1
mg/kg kazdy dalsi den po¢inaje dnem 9 po imunizaci. Pokus je ukoné&en
u vsech zvifat 21. den. Vysledky jsou vyjadfeny ve dvou podobéch,
jednak jako skére klinické zévaZnosti v prub&hu ¢asu, jednak je
integrované skére kazdé krysy v celém prubé&hu choroby spoditano jako
plocha vymezena krivkou zAvislosti denniho klinického skére na &Ease.
Hodnoty integrovaného klinického skére lé¢enych skupin jsou srovnany
s hodnotami kontrolni skupiny pomoci Mannova-Whitneyova testu.

Zvitata, kterym byl podan slepy vzorek, projevuji za&atek
onemocnéni kolem desitého dne, nemoc vrcholila 16. den a‘potom
ustupovala. sSTNFR-I 4D/C106db zmirfiuje klinické pfiznaky o zhruba
73% ve srovnani se zvifaty lé&enymi slepym vzorkem. sTNFR-I 4D/C105-
t-BuPEG (33 kDa) rovné&s zmirfnuje klinické priznaky o zhruba 85%.
STNFR-I 4D/C105-t-BuPEG (33 kDa) a sTNFR-I 2,6D/N105-t-BuPEG (33 kDa)
jsou stejné G&inné ve zmirfovani klinickych p¥iznaki (64 a 57%).

Lze uzavtit, Ze zkracené formy sTNFR se zdaji byt klinicky tG&inné

v tomto zvifecim modelu MS.
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Tento vynadlez byl popsan vySe obecn& i v podobé doporudenych
konkrétnich postupli a pokusti. Je viak z¥ejmé, Ze odbornici mohou

navrhnout na zékladé& tohoto popisu dal3i variace a modifikace.
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SEZNAM SEKVENC f
2maNAM SEKVENCT

(1) OBECNE INFORMACE :

(i) ZADATEL: AMGEN INC.

(ii) NAZEV VYNALEZU: Zkracené rozpustné receptory faktoru
nekrotizujiciho tumory typu I a typu II1

(1ii) POCET SEKVENCT: 81

(iv) POSTOVNI ADRESA:
(A) ADRESAT: AMGEN INC.
(B) ULICE: 1840 De Havilland Drive
(C) MESTO: Thousand Oaks
(D) STAT: california
(E) ZEME: United States of America
(F) ZIP (PSC): 91320-1789
(v) FORMA VHODNA PRO POCITACOVE ZPRACOVANT :
(A) TYP MEDIA: Floppy disk
(B) POCITAC: IBM pC compatible
(C) OPERACNT SYSTEM: PC~DOS/MS~DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30

(vi) SOUCASNE UDAJE O ZADOSTI:
(A) CISLO ZADOSTI:
(B) DATUM REGISTRACE:
(C) KLASIFIKACE:

(vii) PREDCHAZEJICT UDAJE O ZADOSTI:
(A) CISLO ZADOSTI: Us 60/021, 443
(B) DATUM REGISTRACE: 9.7.1996

(vii) PREDCHAZEJIC! UDAJE o ZADOSTI:
(A) CISLO ZADOSTI: Us 60/032,534
(B) DATUM REGISTRACE: 6.12.1996

(vii) PREDCHAZEJICT UDAJE o ZADOSTI:
(A) CIsLo ZADOSTI: uUs 60/037,737
(B) DATUM REGISTRACE: 23.1.1997

(vii) PREDCHAZEJICY UDAJE 0 ZADOSTI:
(A) CISLO ZADOSTI: Us 60/039, 314
(B) DATUM REGISTRACE: 7.2.1997

(vii) PREDCHAZEJICt UDAJE O ZADOSTI:
(A) CISLO ZADOSTI: us 60/039, 792
(B) DATUM REGISTRACE: 4.3.1997

(viii) INFORMACE O PRAVNIM ZASTUPCI/AGENTOVT :
(A) JMENO: Zindrick, Thomas D.
(B) CISLO REGISTRACE: 32,185
(C) REFERENCE/POCET SOUDNICH PRIPADY: a-415g
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(2) Informace o SEQ ID NO:1:
(1)

(11)

(ix)

{xi)

GAT
Asp

ATT
Ile

CCAa
Pro

TTC
Phe

TGC
Cys
65

CGG
Arg

AGT
Ser

ACC
Thr

CAT
His

TGT
Cys
145

AAT
Asn

AGT
Ser

TGC
Cys

GGC
Gly

ACC
Thr
50

CGA
Axrg

GAC
Asp

GAA
Glu

GTG
vVal

GCA
Ala
130

AAG
Lys

Charakteristika sekvence
(A) Délka: 483 parl bazi
(B) Typ: nukleova kyselina

{C) PoCet Feté&zcli: neznamy

{D)
Typ molekuly: cDNA

Vlastnosti:

(A) Jméno/K1id:

(B)Umisténi:

Popis sekvence:

GTG
Val

TGT
Cys

CCG
Pro
35

GCT
Ala

AAG
Lys

ACC
Thr

AAC
Asn

CAC
His
115

GGT
Gly

Lys

TGT
Cys

ACC
Thr
20

GGG
Gly

TCA
Ser

GARA
Glu

GTG
Val

CTT
Leu
100

CTC

Leu

TTC
Phe

AGC
Ser

cCC
Pro
5

AAG
Lys

CAG
Gln

GAA
Glu

ATG
Met

TGT
Cys
85

TTC
Phe

TCC
Ser

TTT
Phe

CTG
Leu

CAA
Gln

TGC
Cys

GAT
Asp

AAC
Asn

GGT
Gly
70

GGC
Gly

CAG
Gln

TGC
Cys

CTAa
Leu

GAG
Glu
150

CDS

Topologie: neznamé

1..483

SEQ ID

GGA
Gly

CAC
His

ACG

Thr

CAC
His
S5

CAG
Gln

TGC
Cys

TGC
Cys

CAG
Gln

AGA
Arg
135

TGC
Cys

AAA
Lys

AAR
Lys

GAC
Asp
40

CTC
Leu

GTG
val

AGG
Arg

TTC
Phe

GAG
Glu
120

GARA
Glu

ACG
Thr

NO:1:

TAT
Tyr

GGA
Gly
25

TGC
Cys

AGA
Axg

GAG
Glu

105

Lys

AAC
Asn

Lys

ATC
Ile
10

ACC
Thr

AGG
Arg

CAC
His

ATC
Ile

Asn
90

TGC
Cys

CAG
Gln

GAG
Glu

TTG
Leu

118

CAC
His

TAC
Tyr

GAG
Glu

TGC
Cys

TCT
Ser
75

CAG
Gln

AGC
Ser

AAC
Asn

TGT
Cys

TGC
Cys
155

CcCT
Pro

TTG
Leu

TGT
Cys

CTC
Leu
60

TCT
Ser

TAC
Tyr

CTC
Leu

ACC
Thr

GTC
val
140

CTA
Leu

CAA
Gln

TAC
Tyxr

GAG
Glu
45

AGC
Ser

TGC
Cys

CGG
Arg

TGC
Cys

GTG
val
125

TCC

Ser

cCcC
Pro

AAT
Asn

AAT
Asn
30

AGC
Ser

TGC
Cys

ACA
Thr

CAT
His

CTC
Leu
110

TGC
Cys

TGT
Cys

CAG
Gln

AAT
Asn
15

GAC
Asp

GGC
Gly

TCC
Ser

GTG
val

TAT
Tyr
95

AAT

Asn

ACC
Thr

AGT
Ser

ATT
Ile

TCG
Ser

TGT
Cys

TCC
Ser

Lys

GAC
Asp
80

TGG
rp

GGG
Gly

TGC
Cys

AAC
Asn

GAG
Glu
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432.

480

483




(2)

(1)

(1)

(xi)

Informace o SEQ ID NO:2:

(A)Délka:
(B) Typ: aminokyselina

Charakteristika sekvence

161 aminokyselin

(D) Topologie: linearni

Typ molekuly: protein

Popis sekvence: SEQ ID NO:2:

'Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr

1

Ile

Pro

Phe

Cys

65

Arg

Ser

Thr

His

Cys

145

Asn

(2)Informace o SEQ ID NO:3:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka:

Cys Cys
Gly Pro
35

Thr Ala
50

Arg Lys

Asp Thr

Glu Asn

Val His
115

Ala Gly
130

Lys Lys

5

Thr Lys
20

Gly Gln
Ser Glu
Glu Met
Val Cys

85
Leu Phe
100
Leu Ser

Phe Phe

Ser Leu

Cys

Asp

Asn

Gly

70

Gly

Gln

Cys

Leu

Glu
150

His

Thr

His

55

Gln

Cys

Cys

Gln

Arg

135

Cys

Lys

Asp

40

Leu

vVal

Arg

Phe

Glu

120

Glu

Thr

332 paru bazi

Gly

25

Cys

Arg

Glu

Lys

Asn

105

Lys

Asn

Lys

(B) Typ: nukleova kyselina

(C)PoCet Fet&zcl: neznamy

(D) Topologie: neznaméa

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix)Vlastnosti:

(A) Jméno/K1i&: CDS

(B)Umisténi:

4..

324

Ile

10
Thr
Arg

His

Ile

‘Asn

90

Cys

Gln

Glu

Leu

119

His

Tyr

Glu

Cys

Ser

75

Gln

Ser

Asn

Cys

Cys
155

Pro

Leu

Cys

Leu

60

Ser

Tyr

Leu

Thr

Val
140

Leu

[T X Y]

. .

Gln
Tyr
Glu

45
Ser
Cys
Arg
Cys
Val
125

Ser

Pro

eoes

Asn

Asn

30

Ser

Cys

Thr

His

Leu

110

Cys

Cys

Gln

(X e

LA X X J

Asn

15

Asp

Gly

Ser

val

Tyr

95

Asn

Thr

Ser

Ile

Ser
Cys
Ser
Lys
Asp

80
Trp.
Gly
Cys

Asn

Glu
160




(xi)Popis sekvence:

CAT

Asn

GAC
Asp

GGC
Gly

TCC
Ser

GTG
val
80

TAT
Tyr

ATG
Met
1

TCG
Ser

TGT
Cys

TCC
Ser

ARA
Lys
65

GAC
Asp

TGG
Trp

GAC
Asp

ATT
Ile

CCA
Pro

TTC
Phe
50

TGC
Cys

CGG
Arg

AGT
Ser

AGC
Ser

TGC
Cys

GGC
Gly
35

ACC
Thr

CGA
Arg

GAC
Asp

GAA
Glu

(2) Informace o SEQ

GTT
val

TGT
Cys
20

CCG
Pro

GCT
Ala

AAG
Lys

ACC
Thr

AAC
Asn
100

SEQ ID

TGC
Cys

ACC
Thr

GGG
Gly

TCA
Ser

GAA
Glu

GTG
Val
85

CTT
Leu

ID NO:4:

ccC
Pro

ARG
Lys

CAG
Gln

GAA
Glu

ATG
Met
70

TGT
Cys

TTC
Phe

(i)Charakteristika sekvence

(A)Délka:

NO:3:

CAA
Gln

TGC
Cys

GAT
Asp

AAC
Asn
55

GGT
Gly

GGC
Gly

CAG
Gln

{B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie:

(ii) Typ molekuly: protein

linearni

{xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:4:

Met

1
Ser
Cys

Ser

Lys
65

Asp Ser Val Cys

Ile
Pro
Phe

50

Cys

Cys

Gly Pro

35

Thr

Arg

Cys

20.

Ala

Lys

5

Thr

Gly

Ser

Glu

Pro Gln Gly

Lys
Gln
Glu

Met
70

Cys
Asp
Asn

55

Gly

His
Thr
40

His

Gln

GGA
Gly

CAC
His

ACG
Thr
40

CAC

His

CAG
Gln

TGC
Cys

TGC
Cys

107 aminokyselin

Lys
Lys

25
Asp

Leu

val

120

Lys

Lys
25

GAC
Asp

CTC

Leu

GTG
val

AGG
Arg

TTC
Phe
105

Tyr

10
Gly
Cys

Arg

Glu

‘.
AL EX N T3 :

TAC
Tyr

10
GGA
Gly

TGC
Cys

AGA
Arg

GAG
Glu

ARG
Lys
90

TGC
Cys

Ile
Thr
Arg
His

Ile
15

ATC CAC CCT
Ile His Pro

CAA
Gln

ACC TAC TTG TAC

Thr Tyr Leu

AGG GAG TGT
Arg Glu Cys
45

CAC TGC CTC
His Cys Leu
60
ATC TCT TCT
Ile Ser Ser

75
AAC CAG TAC
Asn Gln Tyr

TGA TAGGATCC

His Pro Gln
Tyr Leu Tyr
30

Glu Cys Glu
45

Cys Leu Ser
60

Ser Ser Cys

Tyr
30

GAG
Glu

AGC
Ser

TGC
Cys

CGG
Arg

Asn

15
Asn
Ser

Cys

Thr

AAT
Asn
15

AAT
Asn

AGC
Ser

TGC
Cys

ACA
Thr

CAT
His
95

Asn

Asp

Gly

Ser

val
80

48

96

144

192

240

288

332
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Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gln Tyr Arg His Tyr
85 90 . 95

Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe Cys «*
100 105

(2) Informace o SEQ ID NO:5:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 339 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)PoCet Feté&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix)Vlastnosti:
(A) Jméno/K1i&: CDS
(B)Umisténi: 4..333

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

CAT ATG GAC AGC GTT TGC CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT 48
Met Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn
1 S 10 15

AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT 96
Asn Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn

20 25 30

GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC 144

Asp Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser
35 40 45

GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC 192

Gly Ser Phe Tnr Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys
50 55 60

TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA 240

Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln Val Glu Ile Ser Ser Cys Thr
. 65 70 75

GTG GAC CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT . 288
Val Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gln Tyr Arg His
80 85 90 95

TAT TGG AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC TCT CTG TAA 333

Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe Asn Cys Ser Leu *
100 105 110
ARGCTT 339

121




. . . oo (X e
C X oo ee o . . o

. . [ I ] . 3 e

. * e * ® o eee o
° . ¢ o .

sse oo e0e o (X (X}

(2) Informace o SEQ ID NO:6:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 110 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:6:

Met Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Aig
1 S 10

Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn
20 25 30

Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser
35 40 45

Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys
50 55 60

Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln Val Glu Ile Ser Ser Cys Thr
65 70 75

Asp Arg Asp Thr val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gln Tyr Arg H;;
85 90

Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe Asn Cys Ser Leu *
100 105 110

(2) Informace o SEQ ID NO:7:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 333 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Polet Fet&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznémé

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix)Vlastnosti:
(A) Jméno/K1i&: CDS
(B)Umisté&ni: 4..324

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:7:

. CAT ATG GAC AGC GTT TGC CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT
Met Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Aig
1 5 10

AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC AARA GGA ACC TAC TTG TAC AAT

Asn Ser lIle Cys Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tg; Asn
20 25

122

Asn

Asp

Gly

Ser

Val

80

Tyr

48

96




GAC
Asp

Gly

TCC
Ser

GTG
val
80

TAT
Tyr

TGT
Cys

TCC
Ser

Lys
65

GAC
Asp

TGG
Trp

CCA
Pro

TTC
Phe
50

TGC
Cys

CGG
Axrg

AGT
Ser

GGC
Gly
35

ACC
Thr

CGA
Axg

GAC
Asp

GAA
Glu

CCG
Pro

GCT
Ala

AAG
Lys

ACC
Thr

Asn
100

GGG
Gly

TCA
Ser

GARA
Glu

GTG
val
85

CTT
Leu

CAG
Gln

GAA
Glu

ATG
Met

70
TGT
Cys

TTC
Phe

(2) Informace o SEQ ID NO:8:

GAT
Asp

Asn
55

GGT
Gly

GGT
Gly

CAG
Gln

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka:

(B) Typ:
(D) Topologie:

ACG
Thr
40

CAC

His

CAG
Gln

TGC
Cys

TGC
Cys

107 aminokyselin

(ii) Typ molekuly: protein

aminokyselina

linearni

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

Met

Ser

Cys

Ser

Lys

65

Asp

Trp

Asp

Ile

Pro

Phe

50

Cys

Arg

Ser

Ser

Cys

Gly

35

Thr

Arg

Asp

Glu

val

Cys

20

Pro

Ala

Lys

Thr

Asn
100

Cys
Thr
Gly
Ser
Glu
val

85

Leu

Pro

Lys

Gln

Glu

Met

70

Cys

Phe

Gln
Cys
Asp
Asn

55
Gly

Gly

Gln

Gly

His

Thr

40

His

Gln

Cys

Cys

Lys

Lys

Asp

Leu

val

Arg

Phe
105

123

GAC
Asp

CTC
Leu

GTG
val

AGG
Arg

TTC
Phe
105

Tyr

10
Gly
Cys
Arg

Glu

Lys
90

Asn

®eso s

.
ss0cee

TGC
Cys

AGA
Arg

GAG
Glu

ARG
Lys
90

AAT
Asn

Ile
Thr
Arg
His
Ile

75

Asn

AGG
Arg

CAC
His

ATC
Ile
75

ARC
Asn

His
Tyr
Glu
Cys

60

Ser

Gln

GAG
Glu

TGC
Cys
60

TCT

Ser

CAG
Gln

TGT
Cys
45

crC

Leu

TCT
Ser

TAC
Tyx

GAG
Glu

AGC
Ser

TGC
Cys
CGG
Arg

TAGGGATCC

Pro

Leu

Cys

45

Leu

Ser

Tyr

Gln

Tyr

30

Glu

Ser

Cys

Arg

Asn

15

Asn

Ser

Cys

Thr

His
95

AGC
Ser

TGC
Cys

ACA
Thr

CAT
His
95

Asn

Asp

Gly

Ser

val

80

Tyr

144

182

240

288

333




{2) Informace o SEQ ID NO:9:

CAT

CCAa
Pro

TTC
Phe

TGC
Cys

CGG
Arg

AGT
Ser
80

(i)Charakteristika sekvence

(ii)Typ molekuly: cDNA

(A)Délka: 285 part bazi

(B)Typ: nukleové kyselina

(C)PoCet Fet&zcli: neznamy

(D) Topologie: neznama

(ix)Vlastnosti:
(A) Jméno/K1id;

(xi) Popis sekvence:

(B)Umisténi:

ATG TGT ACC AAG

Met
1

GGC
Gly

ACC
Thr

CGA
Arg

GAC
Asp
65

GAA
Glu

Cys

CCG
Pro

GCT
Ala

ARG
Lys
50

ACC
Thr

AAC
Asn

Thr

GGG
Gly

TCA
Ser
35

GAA
Glu

GTG
Val

CTT
Leu

Lys

CAG
Gln
20

GAA
Glu

ATG
Met

TGT
Cys

TTC
Phe

(2) Informace o SEQ

Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys A;

(i)Charakteristika sekvence

TGC
Cys
5

GAT
Asp

Asn

GGT
Gly

GGC
Gly

CAG
Gln
85

SEQ ID

CAC
His

ACG
Thr

CAC
His

CAG
Gln

TGC
Cys
70

TGC
Cys

CDSs

4..279

AAR
Lys

GAC
Asp

CTC
Leu

GTG
val
55

AGG
Arg

TTC
Phe

ID NO:10:

NO:

GGA
Gly

TGC
Cys

AGA
Arg
40

GAG
Glu

AAG
Lys

Asn

9:

ACC
Thr

AGG
Arg
25

CAC

His

ATC
Ile

(A)Délka: 92 aminokyselin

(B) Typ:

aminokyselina

(D) Topologie: linearni

(11)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:10:

1

20

.
esoeen

TAC
Tyr
10

GAG
Glu

TGC
Cys

TCT
Ser

CAG
Gln

TCT
Ser
90

124

e
secece

TTG
Leu

TGT
Cys

CTC
Leu

TCT
Ser

TAC
Tyr
75

CTG
Leu

TAC
Tyr

GAG
Glu

AGC
Ser

TGC
Cys
60

CGG
Arg

TAA

AAT
Asn

AGC
Ser

TGC
Cys
45

ACA
Thr

CAT
His

GAC
Asp

GGC
Gly

TCC
Ser

GTG
val

TAT
Tyr

AAGCTT

g Glu Cys Glu Ser G
5

TGT
Cys
15

TCC
Ser

Lys

GAC
Asp

TGG
Trp

Met Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp C{g Pro
5] 10

ly Ser Phe

30

48
96
144
192
240

285




Thr Ala
Arg Lys
50

Asp Thr
65

Glu Asn

Ser

35

Glu

Val

Leu

Glu
Met
Cys

Phe

Asn

Gly

Gly

Gln
85

His

Leu Arg His

40

Gln vVal Glu Ile

Cys
70

55

Cys

Ser

Arg Lys Asn Gln

Cys Phe Asn Cys

(2) Informace o SEQ ID NO:11:

(i)Charakteristika sekvence

(A)Délka:

315 para bazi

(B)Typ: nukleova kyselina

(C)Polet Fetézcii: neznamy

{D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix)Vlastnosti:

(A) Jméno/K1li&: CDS
(B)Umisténi:

4..309

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:11:

CAT ATG
Met

CAC AAA
His Lys

ACG GAC
Thr Asp

CAC CTC
His Leu

CAG GTG
Gln val
65

TGC AGG
- Cys Arg
80

. TGC TTC
' Cys Phe

TAT
Tyr

GGA
Gly

TGC
Cys

AGA
Arg
S50

GAG
Glu

AAG
Lys

AAT
Asn

ATC
Ile

ACC
Thr

AGG
Arg
35

CAC

His

ATC
Ile

AAC
Asn

TGC
Cys

Ccac
His

TAC
Tyr

L)
£

GAG
Glu

TGC
Cys

TCcT
Ser

CAG
Gln

TCT
Ser
100

CCT
Pro

TTG
Leu

TGT
Cys

CTC
Leu

TCT
Ser

TAC
Tyr
85

CTG
Leu

CAA
Gln

TAC
Tyr

GAG
Glu

AGC
Ser

TGC
Cys
70

CGG
Arg

AAT AAT
Asn Asn

AAT GAC
Asn Asp

AGC GGC
Ser Gly
40

TGC TCC

Cys Ser
55

ACA GTG
Thr Val

CAT TAT
His Tyr

AAGCTT

Serx
90

TCG
Ser

TGT
Cys
25

TCC
Ser

AAR
Lys

GAC
Asp

TGG
Trp

125

(XXX XL
L]

Leu

Ser

Tyr

5

Leu

ATT
Ile
10

CCA
Pro

TTC
Phe

TGC
Cys

CGG
Arg

AGT
Ser
90

Serx
Cys
60

Arg

TGC
Cys

GGC
Gly

ACC
Thr

CGA
Arg

GAC
Asp
75

GARA
Glu

Cys Ser Lys Cys

45

Thr Val Asp Arg

His

TGT
Cys

CCG
Pro

GCT
Ala

AAG
Lys
60

ACC
Thr

AAC
Asn

Tyr Trp Ser

ACC
Thr

GGG
Gly

TCA
Ser
45

GAA
Glu

GTG
val

CTT
Leu

ARG
Lys

CAG
Gln
30

GAA
Glu

ATG
Met

TGT
Cys

TTC
Phe

80

TGC
Cys
15

GAT
Asp

AAC
Asn

GGT
Gly

GGC
Gly

CaG
Gln
95

48

96

144

192

240

288

315




{2) Informace o SEQ ID NQ:12:

(i)Charakteristika sekvence

(A)Délka: 102 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linearni

(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis Sekvence: SEQ ID NO:12:

Met Tyr

Lys Gly

Asp Cys

Leu Arg

50

Val Glu
65

Arg Lys

Phe Asn

Ile

Thr

Arg

35

His

Ile

Asn

Cys

His

Tyr

20

Glu

Cys

Ser

Gln

Ser
100

Pro

5

Leu

Cys

Leu

Ser

Tyx

85

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ser

Cys

70

Arg

Asn

Asn

Ser

Cys

55

Thr

His

(2) Informace o SEQ ID NO:13:

Asn Ser Ile Cys
10

Asp Cys Pro Gly
25

Gly Ser Phe Thr
40

Ser Lys Cys Arg

Val Asp Arg Asp
75

Tyr Trp Ser Glu
90

(i)Charakteristika sekvence

(1i) Typ molekuly: cDNA
(ix)Vlastnosti:

(A)Délka: 294 parl bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Polet fetézch: neznamy

(D) Topologie: neznaméa

(A) Jméno/K1i&: CDS

(B)Umisténi: 4..288

{Xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:13:

CAT ATG TCG ATT AGC T
Met Ser Ile ser C

1

- AAT GAC TGT CCA
Asn Asp Cys Pro

126

Cys

Pro

Ala

Lys

60

Thr

Asn

osse o
-

Thr

Gly

Ser

45

Glu

Val

Leu

Lys

Gln

Glu

Met

Cys

Phe

Cys

15

Asp

Asn

Gly

Gly

Gln
95

His

Thr

His

Gln

Cys

80

Cys

GT ACC AAG TGC CAC ARA GGA ACC TAC TTG TAC
¥YS Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr
5 10 15

96




AGC
Ser

GGC
Gly

TGC
Cys

TCC
Ser

TCC
Serx

Lys

ACC
Thr

TTC
Phe
35

CGA
Arg

TGC
Cys

50

ACA
Thr

GTG
val
65

CAT
His
80

TAT
Tyr

AAGCTT

GAC
AsSp

TGG
Trp

GAC
Asp

CGG
Arg

GAA
Glu

AGT
Ser

GCT
Ala

AMG
Lys

ACC
Thr

Asn

85

TCA
Ser

GAA
Glu

GTG
Val

CTT
Leu

GAA
Glu

AAC
Asn
40

ATG
Met
55

GGT
Gly

TGT
Cys

GGC
Gly
70

TTC
Phe

CAG
Gln

(2)Informace o SEQ ID NO:14:

(i)Charakteristika sekvence

CAC
His

CAG
Gln

TGC
Cys

TGC
Cys

tesves
([ EEF N Y

CTC
Leu

AGA CAC
Arg His

GTG
Val

GAG
Glu

ATC
1le
60

AGG
Arg

AAG
Lys
75

AAC
Asn

TTC
Phe
90

AAT
Asn

TGC
Cys

(A)Délka: 95 aminokyselin

(B) Typ:

aminokyselina

(D) Topologie: linearni

(11) Typ molekuly: protein

{xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:14:

Met Ser

Asp Cys

Gly Ser

Ser Lys

50

Val
65

Asp

Tyr Trp

Ile Ser Cys
S

Pro Gly Pro
20

Phe Thr Ala
35

Cys Arg Lys

Arg Asp Thr

Ser Glu Asn
85

Thr

Gly

Ser

Glu

val

70

Leu

Lys Cys His

Gln Aép Thr

25

Glu Asn His
40

Met
55

Gly Gln
Cys Gly Cys

Phe Gln Cys

(2) Informace o SEQ ID NO:15:

(i) Charakteristika sekvence

(A)Délka: 4 aminokyseliny

(B)Typ: aminokyselina

(C)Polet Fetdzcil: neznamy

(D) Topologie: neznama

Lys
10

Gly Thr Tyr

Asp Cys Arg Glu

Leu Arg His Cys

45
val

Glu Ile Ser

60
Asn Gln

Arg Lys

75

Phe
90

Asn Cys Ser

127

CAG
Gln

TCT
Ser

CGG
Arg

TAC
Tyr

CTG TAA
Leu *
95

Leu Tyr Asn
15

Cys Glu Ser
30

Leu Ser Cys
Ser Cys Thr

Tyr Arg His
80

Leu *
95

- 144

192

240

288

294
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(i1) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:15:

Asn Ser Ile Cys
1

(2) Informace o SEQ ID NO:16:
(i) Charakteristika sekvence
(A)Délka: 5 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C) Polet tetézchl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(1i) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:16:

Asn Asn Ser Ile Cys
1 5
(2)Informace o SEQ ID NO:17:
(1) Charakteristika sekvence
(A)Délka: 6 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)PoCet Fetézcu: neznamy
(D) Topologie: neznama
(1i) Typ molekuly: protein

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO:17:

Gln Asn Asn Ser 1Ile Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:18:
(1)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Polet Feté&zcu: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:18:

Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 S
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(2) Informace © SEQ ID NO:19:

(i)Charakteristika sekvence

(A)Délka: 8 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Pocet fet&zen: neznamy

(D)Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: protein

(x1i)Popis sekvence: SEQ ID NO:19:

»
dvsese

..
sscess

L 3

His Pro Gln Asn Asn ser Ile Cys
1 5

(2) Informace O SEQ ID NO:20:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C)Po&et fet&zcn; neznamy

(D) Topologie: neznama
(1i) Typ molekuly: protein

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO:20:

Ile His pyro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1

5

(2) Informace o SEQ ID NO:21:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 10 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Pocet fetézéﬁ: neznamy
(D)Topologie: neznama

(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:21:

Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser I
1

5

(2) Informace O SEQ ID NOQ:22:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Polet fet&zcn: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii)Typ molekuly: protein

129

le Cys
10




(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:22:

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

(2) Informace o SEQ ID NO:23:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet fretézcl: neznamy

(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:23:

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

(2) Informace o SEQ ID NO:24:
(1i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 13 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Pocet Fretézclh: neznamy

(D) Topologie: neznéma
(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:24:

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

{2) Informace o SEQ ID No£25:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 14 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Yetézcti: neznamy
(D) Topologie: neznama
(1i)Typ molekuly: protein

(x1i)Popis sekvence: SEQ ID NO:25:

Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10
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(2) Informace o SEQ ID NO:26:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 15 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)PocCet Fetézcl: neznamy

(D) Topologie: neznaméa
(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:26:

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

(2) Informace o SEQ ID NO:27:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Freté&zcl: neznamy

(D) Topologie: neznéma
(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:27:

Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 S 10 . 15

(2) Informace o SEQ ID NO:28:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Ffetézcli: neznamy

(D) Topologie: neznémé
(ii) Typ molekuly: protein
(xi)Popis sekvence: SEQ ID N0:28:
Ser Val Cys Pro Gln Gly lys Tyr Ile His Pro Gin Asn Asn Ser Ile

1 5 10 15

Cys
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(2) Informace o SEQ ID NO:29:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 18 aminokyselin
(B)Typ: aminckyselina
(C)PoCet Fet&zcl: neznimy

2

(D) Topologie: neznama
(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:29:

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

Ile Cys

(i)Charakteristika sekvence

(x1) Popis sekvence: SEQO ID NO:30:

Phe Cys Cys Ser
1

(2)Informace o SEQ ID NO:31:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 5 aminokyselin
{B)Typ: aminckyselinsa
(C)Polet Fetézcl: neznimy

(D) Topologie: neznama
{ii) Typ molekuly: protein
(x1)Popis sekvence: SEQ ID NO:31:

Phe Cys Cys Ser Leu
1 5
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(2)Informace o SEQ ID NQ:32:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Yet&zch: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:32:

Phe Cys Cys Ser Leu Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:33:
(1)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 7 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C) PoCet Fet&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(1ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:33:

Phe Cys Cys Ser Leu Cys Leu
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:34:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 705 par® bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Po&et Fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii)Typ molekuly: cDNA

(ix)Vlastnosti:
(A) Jméno/K1i&: CDS
(B)Umisténi: 1..705

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:34:

| GG AGC
TTG CCC GCC CAG GTG GCA TTT ACA CCC TAC GCC gCG g?ﬁ gig gly Sor
Leu Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro T{; Ala Pro it
1 5 .

: GC TGC
ACA TGC CGG CTC AGA GAA TAC TAT GAC CAG ACA GCT CAG ATG T

s Cys
Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr A;g Gln Thr Ala Gln Mgg Cys Cy
' 20
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AGC ARG TGC

Ser

TCG
Ser

TGG
Trp
65

GAC
Asp

ACC
Thr

CGG
Arg

AGA
Arg

GGG
Gly
145

CAG
Gln

GTC
Val

CAC
His

cca
Pro

cccC
Pro
225

Lys

GAC
Asp
50

AAC
Asn

CAaG
Gln

TGC
Cys

CTG
Leu

CCAa
Pro
130

ACG
Thr

ATC
Ile

TGC
Cys

TTA
Leu

GAA
Glu
210

AGC
Ser

Cys
35

ACC
Thr

TGG
Trp

GTG
Val

AGG
Arg

TGC
Cys
115

GGA
Gly

TTC
Phe

TGT
Cys

ACG
Thr

CcCC
Pro
195

cce
Pro

ccC
Pro

TCG
Ser

GTG
val

GTT
Val

GAA
Glu

CCC
Pro
100

GCG
Ala

ACT
Thr

TCC
Ser

ARC
Asn

TCC
Ser
180

CAG
Gln

AGC
Ser

cca
Pro

CCG
Pro

TGT
Cys

ccc
Pro

ACT
Thr
85

GGC
Gly

CCG
Pro

GAA
Glu

AAC
Asn

GTG
Val
165

ACG
Thr

cca
Pro

ACT
Thr

GCT
Ala

GGC
Gly

GAC
Asp

GAG
Glu

70

CAA
Gln

TGG
Trp

CTG
Leu

ACA
Thr

ACG
Thr
150

GTG
Val

TCC
Ser

GTG
val

GCT
Ala

GAA
Glu
230

CAA
Gln

TCC
Ser
55

TGC
Cys

GCC
Ala

TAC
Tyr

CGC
Arg

TCA
Ser
135

ACT
Thr

GCC
Ala

cCccC
Pro

TCC
Ser

cCa
Pro
215

GGG
Gly

CAT
His
40

TGT
Cys

TTG
Leu

TGC
Cys

TGC
Cys

AAG
Lys
120

GAC
Asp

TCA
Ser

ATC
Ile

ACC
Thr

ACA
Thr
200

AGC
Ser

AGC
Ser

L
doanae

GCA AARA
Ala Lys

GAG GAC
Glu Asp

AGC TGT
Ser Cys

ACT CGG
Thr Arg
90

GCG CTG
Ala Leu
105

TGC CGC
Cys Arg

GTG GTG
Val Vval

TCC ACG
Ser Thr

CCT GGG
Pro Gly
170

CGG AGT
Arg Ser
185

CGA TCC
Arg Ser

ACC TCC
Thr Ser

ACT GGC
Thr Gly

134
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GTC
val

AGC
Ser

GGC
Gly
75

GAA
Glu

AGC
Ser

CCG
Pro

TGC
Cys

GAT
Asp
155

AAT
Asn

ATG
Met

CARA
Gln

TTC
Phe

GAC
Asp
235

LERT R Y]
o

-
.‘..".

-*

TTC
Phe

ACA
Thr
60

TCC
Ser

CAG
Gln

AAG
Lys

GGC
Gly

ARG
Lys
140

ATT
Ile

GCA
Ala

GCC
Ala

CAC
His

CTG
Leu
220

.

60

..

TGT
Cys
45

TAC
Tyr

CGC
Arg

AARC
Asn

CAG
Gln

TTC
Phe
125

cCcc
Pro

TGC
Cys

AGC
Ser

CCa
Pro

ACG
Thr
205

CTC
Leu

EE XX ]

ve

..

ACC
Thr

ACC
Thr

TGT
Cys

CGC
Arg

GAG
Glu
110

GGC
Gly

TGT
Cys

AGG
Arg

AGG
Arg

GGG
Gly
190

CAG
Gln

CCa
Pro

.o

S0
.

.y

AAG
Lys

CAG
Gln

AGC
Ser

ATC
Ile
95

GGG
Gly

GTG
val

GCC
Ala

CCC
Pro

GAT
Asp

&

175
GCa
Ala

cca
Pro

ATG
Met

cs e

ACC
Thr

CIC
Leu

TCT
Ser
80

TGC
Cys

TGC
Cys

GCC
Ala

CCG
Pro

CAC
His
160
GCA
Ala

GTA
Val

ACT
Thr

GGC
Gly

144

192

240

288
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384

432

480

528

5786

624

672

705



{2) Informace o SEQ ID NO:35:

(1)Charakteristika sekvence

(A)Délka: 235 aminokyselin

(B)Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linearni

(11} Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:

Leu

Thr

Ser

Ser

Trp

65

Asp

Thr

Arg

Arg

Gly

145

Gln

Val

His

Pro

Pro
225

Pro

Cys

Lys

Asp

S0

Asn

Gln

Cys

Leu

Pro

130

Thr

Ile

Cys

Leu

Glu

210

Ser

Ala

Arg

Cys

35

Thr

Trp

Val

Arg

Cys

115

Gly

Phe

Cys

Thr

Pro

195

Pro

Pro

Gln

Leu

20

Ser

Val

val

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser

180

Gln

Ser

Pro

SEQ ID NO:35:

Val

Arg

Pro

Cys

Pro

Thr

85

Gly

Pro

Glu

Asn

Val

165

Thr

Pro

Thr

Ala

Ala

Glu

Gly

Asp

Glu

70

Gln

Trp

Leu

Thr

Thr

150

Val

Ser

Val

Ala

Glu
230

.Phe
Tyr
Gln
Ser

55
Cys
Ala
Tyr
Arg
Ser
135
Thr
Ala
Pro
Ser
Pro

215

Gly

Thr

Tyr

His

40

Cys

Leu

Cys

Cys

Lys

120

Asp

Ser

Ile

Thr

Thr

200

Ser

Ser

- >
soame

Pro

Asp

25

Ala

Glu

Ser

Thr

Ala

105

Cys

val

Ser

Pro

Arg
185

Thr

135

*
s0060e

Tyr

10
Gln
Lys
Asp
Cys
Arg

90

Leu

Arg

Val

Thr
Gly
170
Ser
Ser

Ser

Gly

Ala

Thr

vVal

Ser

Gly

75

Glu

Ser

Pro

Cys

Asp

155

Asn

Met

Gln

Phe

Asp
235

Pro

Ala

Phe

Thr

60

Ser

Gln

Lys

Gly

Lys

140

Ile

Ala

Leu
220

Glu

Gln

Cys

45

Tyrx

Arg

Asn

Gln

Phe

125

Pro

Cys

Ser

Pro

Thr

205

Leu

Pro
Met

30
Thr
Thr
Cys
Arg
Glu
110
Gly
Cys
Arg
Arg
Gly
190

Gln

Pro

Gly

15

Cys

Lys

Gln

Ser

Ile

95

Gly

val

Ala

Pro

Asp

175

Ala

Pro

Met

Ser
Cys
Thr
Leu
Ser
80
Cys
Cys
Ala
Pro
His
160
Ala
val

Thr.

Gly




(2) Informace o SEQ ID NO:36:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 4 aminokyseliny
(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein -

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:36:

Ala Gln Met Cys
1

(2) Informace o SEQ ID NO:37:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 5 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)PoCet Tet&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:37:

Thr Ala Gln Met Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:38:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 6 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet Fet&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznémé

(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:38:

Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:39:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 7 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet Fetédzcli: neznamy

(D) Topologie: neznamé
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{i1)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:39:

Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:40:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka:
(B)Typ:

(C)Polet Fetézcli: neznamy

8 aminokyselin

aminokyselina

(D) Topologie: neznamé

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:40:

Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:41:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 9 aminokyselin

(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet Fet&zcl: neznamy

(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:41:

Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:42:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 10 aminokyselin

(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet Fetézch: neznamy

(D) Topologie: neznam&

(ii)Typ molekuly: protein

(x1)Popis sekvence: SEQ ID NO:42

Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met ggs
1 5
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(2) Informace o SEQ ID NO:43:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 11 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)PoCet Fetdzcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

{ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:43:

PR IR Y o .o
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Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO:44:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznéama

(ii) Typ molekuly: protein

(x1)Popis sekvence: SEQ ID NO:44:

Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala
1 )

(2)Informace o SEQ ID NO:45:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 13 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet Yretézcl: neznamy
(D) Topologie: neznaméa

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:45:

Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr
1 5 '

(2) Informace o SEQ ID NO:46:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 14 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Fet&zcli: neznamy

(D) Topologie: neznama
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(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:46:

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

(2} Informace o SEQ ID NO:47:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 15 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet feté&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznéma

(ii) Typ molekuly: protein
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO:47:

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

(2) Informace o SEQ ID NO:48:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:48:

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

(2) Informace o SEQ ID NO:49:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama
(1i) Typ molekuly: protein
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(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO:49:

Gly Ser Thr Cys Axg Leu Arg Glu Tyr &yr Asp Gln Thr Ala Gln Met
1 5 10 15

. Cys

(2) Informace o SEQ ID NO:50:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 18 aminokyselin
{B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Yet&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznaméa

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:50:

1n
Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr ?;a ¢
1 ) 10

Met Cys

(2) Informace o SEQ ID NO:51:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 19 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Fet&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(x1i)Popis sekvence: SEQ ID NO:51:

Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala
1 5 10 15 ‘

Gln Met Cys

(2) Informace o SEQ ID NO:52:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 20 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Fet&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznamé

(1i) Typ molekuly: protein
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(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:52:

Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr
10 . 15
1 5

Ala Gln Met Cys
20

(2) Informace o SEQ ID NO:53:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 21 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Fet&zcl: neznamy

(D) Topologie: neznamé
(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:53:

Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln
1 S i0 15

Thr Ala Gln Met Cys
20

(2)Informace o SEQ ID NO:54:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 22 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet Fetézcl: neznamy

(D) Topologie: neznama
(ii)Typ molekuly: protein
(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO: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
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(2) Informace o SEQ ID NO:55:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 23 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Feté&zcli: nezndmy
(D) Topologie: neznamé

(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:55:

Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr
i 5 10 15

Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20

(2) Informace o SEQ ID NO:56:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 24 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Fetézch: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(ii)Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:56:

TYyZT
Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser igr Cys Arg leu Axrg ?;u M
1 )

Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20

(2) Informace o SEQ ID NO:57:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 25 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Pocet Fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(11) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:57:

Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu

Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Az
5 10

1

la Gln Met Cys
Tyr Tyr Asp cz;én Thr A 25
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(2) Informace o SEQ ID NO:58:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 26 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Yetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznéma
(ii) Typ molekuly: protein

(x1)Popis sekvence: SEQ ID NO:58:

Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg ?gu Arg
1 5 10

Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 25

(2)Informace o SEQ ID NO:59:
{i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 27 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Yetézclh: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:59:

Leu
val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser The Cys ?gg
1 5 10
Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys
20 25
(2) Informace o SEQ ID NO:60:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 28 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: protein
{xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:60:
er Thr Cys Arg
Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly S 15

Y 5 10

Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr géa Gln Met Cys
20
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(2) Informace o SEQ ID NO:61:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 29 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznamé

(1i) Typ molekuly: protein
(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:61:

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

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

(2) Informace o SEQ ID NO:62:
(1) Charakteristika sekvence
(A)Délka:30 aminokyselin
{B)Typ: aminokyselina
(C)PoCet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:62:

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

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

(2) Informace o SEQ ID NO:63:
(i) Charakteristika sekvence
(A)Délka: 31 aminockyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoZet Fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznamé
(ii)Typ molekuly: protein
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(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:63:

Leu Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser

7 , 5 10 - 15

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

(2) Informace o SEQ ID NO:64:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 4 aminokyseliny
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Ffetézcil: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:64:

Ala Pro Leu Arg
1

(2) Informace o SEQ ID NO:65:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)Polet Feté&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:65:

Ala Pro Leu Arg gys
1

(2)Informace o SEQ ID NO:66:

{(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 6 aminokyselin
(B)Typ: aminokyselina
(C)Polet Pet&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznéma

(ii)Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:66:

Ala Pro Leu Arg Lys Cys
1 5
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(2) Informace o SEQ ID NO:67:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C)PoCet Fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznami
(ii)Typ molekuly: protein
(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:67:
Ala Pro Leu Arg Lys Cys Arg
1 S
(2) Informace o SEQ ID NO:68:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 31 par0 bazi
(B)Typ: nukleova kyselina
(C)PocCet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii)Typ molekuly: cDNA
(Xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:68:
GGTTAGCCAT ATGGACAGCG TTTGCCCCCA A 31
(2) Informace o SEQ ID NO:69:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 33 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Pocet Feté&zcl: neznamy
{D) Topologie: neznaméa
{ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:69:
2
CCCAAGCTTT TACAGAGAGC AATTGAAGCA CTG 33
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(2) Informace o SEQ ID NO:70:

{(i)Charakleristika sekvence
(A)Délka: 40 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)PoCet Yeté&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii)Typ molekuly: cDNA

(x1)Popis sekvence: SEQ ID NO:70:

ACTCGAGGAT CCGCGGATAA ATAAGTAACG ATCCGGTCCA

(2) Informace o SEQ ID NO:71:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 41 parn bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C)PoCet fet&zcl: neznamy
(D) Topologie: neznaméa

(1ii) Typ molekuly: cDNA

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:71:

CAGGTCGGAT CCTATCAGCA GAAGCACTGG AAAARGGTTTT C

(2) Informace o SEQ ID NO:72:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 31 part bazi
(B) Typ: nukleovi kyselina
(C)PoCet Feté&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:72:

GGTTAGCCAT ATGGACAGCG TTTGCCCCCA A

(2) Informace o SEQ ID NO:73:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 34 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Polet Fetdzcli: neznamy

(D) Topologie: neznémé

(ii) Typ molekuly: cDNA
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(2) Informace o SEQ ID NO:77:
(1)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 33 part bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C)PoCet Fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:77:

CCCAAGCTTT TACAGAGAGC AATTGAAGCA CTG

(2) Informace o SEQ ID NO:78:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 30 para bazi
(B)Typ: nukleovd kyselina
(C)PoCet Fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznamé

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:78

CCCCATATGT GTACCAAGTG CCACAAAGGA

(2) Informace o SEQ ID NO:79:

(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 33 para bazi
(B)Typ: nukleovd kyselina
(C)PoCet Fetdzch: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii)Typ molekuly: cDNA

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:79:

CCCAAGCTTT TACAGAGAGC AATTGAAGCA CTG

(2) Informace o SEQ ID NO:80:
(i)Charakteristika sekvence
{A)Délka: 31 para bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C)Polet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA
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(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO:73:

CGCGGATCCC TATTAATTGA AGCACTGGAA AAGG

(2) Informace o SEQ ID NO:74:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 30 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C)Poet Yet&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:74:

CCCCATATGT ATATCCACCC TCAAAATAAT

(2) Informace o SEQ ID NO:75:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 33 part bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C)PoCet Fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(1ii) Typ molekuly: cDNA

(x1)Popis sekvence: SEQ ID NO:75:

CCCAAGCTTT TACAGAGAGC AATTGAAGCA CTG

(2) Informace o SEQ ID NO:76:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 38 part bazi
(B) Typ: nukleovi kyselina
(C) Polet Fet&zcli: neznamy
(D) Topologie: neznamd

(i1)Typ molekuly: cDNA

(xi)Popis sekvence: SEQ ID NO:76:

- CCCCATATGT CGATTAGCTG TACCAAGTGC CACAAAGG
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(x1)Popis sekvence: SEQ ID NO:80:

GGTTAGCCAT ATGGACAGCG TTTGCCCCCA A

(2) Informace o SEQ ID NO:81:
(i)Charakteristika sekvence
(A)Délka: 33 par0 bazi
(B)Typ: nukleova kyselina
(C)Polet Feté&zclh: neznamny

(D) Topologie: neznama

(1i)Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:81:

CCCAAGCTTT TAGGTGCACA CGGTGTTCTG TTT
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PATENOVE NAROKY

1. Zkracené sTNFR majici ndsledujici vzorec: R;-[Cys®-Cys'®]-R,,
kde [Cys'’-Cys'®] predstavuje zbytky 19 aZ 103 sTNRF~-I (schéma
C¢islovani aminokyselinovych zbytkd je uvedeno na Obr.l (SEQ ID
NO:2) k usnadnéni srovnani), a kde dale R; predstavuje
methionylovanou nebo nemethionylovanou amino skupinu Cys'® nebo
aminokyselinového zbytku (&i zbytkd) aminokyselinového konce

vybranych ze skupiny:

C

IC

SIC
NSIC (SEQ ID NO:15)
NNSIC (SEQ ID NO:16)
QNNSIC (SEQ ID NO:17)
PONNSIC (SEQ ID NO:18)
HPQMMSIC (SEQ ID NO0O:19)
IHPQNNSIC (SEQ ID NO:20)
YIHPQONNSIC (SEQ ID NO:21)

KYTHPONNSIC (SEQ ID NO:22)
GKYIHPQONNSIC (SEQ ID NO:23)
QGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:24)
PQGKYTHPQNNSIC (SEQ ID NO:25)
CPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:26)
VCPQGKYIHPQNNSIC (SEQ ID NO:27)

SVCPQGKY IHPQNNSIC (SEQ ID NO:28)
DSVCPQGKYTIHPQNNSIC (SEQ ID NO:29),

a kde R, predstavuje karboxyskupinu Cys!®® nebo karboxyskupinu
P y P

karboxykoncového aminokyselinového zbytku vybraného ze

skupiny:
F
FC
FCC
FCCS  (SEQ ID NO:30)
FCCSL (SEQ ID NO:31)

FCCSLC (SEQ ID NO:32)




FCCSLCL (SEQ ID NO:33)

a od nich odvozenych obmén nebo derivatfi, ale za pfedpokladu,
Ze kdyZ R; predstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou
aminoskupinu aminokyselinové sekvence VCPQGKYIHPQONNSIC nebo
odtud odvozené N termindlni zkrédceni 1 aZ 15 zbytkd, pak R;-

'®]1-R, neni pfidan& varianta majici vzorec R,-[Cys'’-

[cys'’~Cys
Cys'®]-FCCSLCL-R;, kde R; reprezentuje karboxyskupinu
aminokyselinovych zbytklt Asn!'!'~-Asn'®! Obr.1 nebo zkraceni na

karboxylovém konci Asn'''-Asn'®! oObr.1.

- Vazebny protein nekrotizujici tumory podle naroku 1, vybrany ze
skupiny skladajici se z sTNFR-I 2.6D/C105, sTNFR-I 2.6D/106,
sTNFR-I 2.6D/N105, sTNFR-I 2.3D/d8, sTNFR-I 2.3D/d18, sTNFR-I

2.3D/d15 nebo od nich odvozenych obmé&n nebo derivatu.

. Zkraceny sTNFR majici vzorec R4—[Cys”—Cyslm]—R5, kde [Cys*-
Cys'’®] ptedstavuje zbytky Cys*® az Cys'?® celkového 40 kDa
inhibitoru TNF plné délky, schéma &islovani aminokyselinovych
zbytkli je uvedeno na Obr.8 (SEQ ID NO:35) k usnadndni srovnani.
Kde dale Ry pfedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou
aminoskupinu Cys* nebo aminokyselinového zbytku (&i zbytkl)

aminokyselinového konce vybranych 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)
LREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:44)
RLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:45)




CRLREYYDQTAQMC (SEQ ID NO:46)

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

a kde Rs reprezentuje karboxyskupinu Cys''® nebo karboxyskupinu

karboxykoncového aminokyselinového zbytku vybraného 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 od nich odvozenych obmé&n, ale za predpokladu, Ze kdyZ R,

pfedstavuje methionylovanou nebo nemethionylovanou aminoskupinu
aminokyselinové sekvence TCRLREYYDQTAQMC nebo odtud odvozené N
terminalni zkraceni 1 aZ 15 zbytkd, pak R,-[Cys®?-Cys''®]-Rs; neni
pfidand varianta majici vzorec R4~ [Cys®*~Cys!'®] ~APLRKCR-Rs, kde
R¢ reprezentuje karboxyskupinu aminokyselinovych zbytkt Pro'?i-
Thr'”® Obr.8 nebo zkraceni na karboxylovém konci Pro!?’—Thrl’®

Obr.8.
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Vazebny protein nekrotizujici tumory podie kteréhokoliv naroku
1 aZz 3, kde jsou uvedené aminokyselinové sekvence

neglykosilované.

Vazebny protein nekrotizujici tumory podle kteréhokoliv naroku
1 az 3, kde jsou uvedené aminokyselinové sekvence

glykosilované.

Vazebny protein nekrotizujici tumory podle kteréhokoliv naroku
1 aZz 5, kde je protein konjugovany s ve vodé& rozpustnym

polymerem.

Polyvalentni vazebny protein nekrotizujici tumory obsahujici
nejméné& jeden vazebny protein nekrotizujici tumory podle

kteréhokoliv z narokti 1 a¥ 6.

Polyvalentni vazebny protein nekrotizujici tumory majici
vzorec Ri=X-R:; , kde: X se sklada z linkeru (spojovniku) a
uvedeny linker je ve vodé rozpustny polymer a kde R; A R, Jjsou
biologicky aktivni molekuly kovalentné& vazané na uvedeny ve
vodé rozpustny polymer a kde alesponl jeden z R, a R, je vazebny
protein nekrotizujici tumory podle kteréhokoliv z naroka 1 az

6.

Polyvalentni vazebny protein nekrotizujici tumory podle naroku

8, kde ve vodé rozpustny polymer je polyetylenglykol.

Polyvalentni vazebny protein nekrotizujici tumory podle naroku
9, kde je protein vybran ze skupiny skladajici se z sTNFR-I
2.6D/C105db a STNFR-I 2.6D/Cl06db.




11.

12.

13.

14.

Vazebny protein nekrotizujici tumory podle kteréhokoliv -

narokti 1 a% 10 pouZity k lé&eni artritidy.

nekrotizujiciho tumory kédovany nukleotidovou sekvenci

vybranou z nasledujicich:
a) sekvence cDNA jak je ukazana na Obr.2
b) sekvence cDNA jak je ukazana na Obr.3
C) sekvence cDNA jak je ukdzana na Obr. 4
d) sekvence cDNA jak je ukazana na Obr.5
€) sekvence cDNA jak je ukazana na Obr.é6
f) sekvence cDNa jak je ukazana na Obr.7

g) sekvence, ktera je degenerovana v kédujicich
oblastech nebo jejich &astech sekvenci a),b), cj,
d), e) a f)

h) sekvence, které hybridizuji se sekvencemi a),b), cj,

d), e) a f) a

i) sekvence, které jsou komplementarni xk sekvencim

a)lb)l c), d), e) a ),

ale za bfedpokladu, 3e nukleovd kyselina nekdduje protein
majici vzorec Rl—[Cys”—Cyslm]—FCCSLCL—R3, kde [Cys'’-cys?0%;
pfedstavuje zbytky 19 a% 103 STNRF-I (schéma C¢islovéani
aminokyselinonch zbytkd je uvedeno na Obr.1 (SEQ ID NO:2)

k usnadné&ni Srovnani), kde dile R: pfedstavuje methionylovanou
nebo nemethionylovanoy aminoskupinu aminokyselinové sekvence

obsahujici NNSIC a kde R, pfedstavuje karboxyskupinu



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

aminokyselinovych zbytkG Asn'-Asn'® Obr.1 nebo zkraceni na

111 161

karboxylovém konci Asn'''-Asn Obr.1.

Polynukleotid majici sekvenci jak je vysvétlena na

Obr.2,3,4,5,6,7, nebo majici jejich &ast.

Vektor tvofeny polynukleotidem podle kteréhokoliv z naroka 13

aZz 15 udinné spojeny s expresni kontrolni sekvenci.

Prokaryotickd nebo eukaryotickd hostitelska buiika obsahujici

polynukleotid podle kteréhokoliv z naroktr 13 a3 15.

Zpusob tvoreny rostoucimi hostitelskymi bufkami podle néaroku
17 ve vhodném Zivném mediu a, voliteln&, izolaci uvedeného

zkraceného sTNFR z uvedenych bun&k nebo uvedeného media

ZplUsob produkce vazebného proteinu nekrotizujiciho tumory
podle naroku 18, kde uvedenymi hostitelskymi buiikami Jjsou

bunky E.coli.

Zplsob produkce vazebného proteinu faktoru nekrotizujiciho
tumory podle naroku 18, kde uvedenymi hostitelskymi buikami

jsou bufiky vajednika &inského kfedka.

Zpusob zahrnujici nésledujici kroky:

a) péstovani prokaryotickych nebo eukaryotickych hostitelskych

bunék podle naroku 17

b) udrZovani uvedenych hostitelskych bun&k za podminek
dovolujicich expresi zkraceného sTNFR uvedenymi
hostitelskymi bufikami a

c) voliteln& izolaci zkrédceného sTNFR exprimovaného uvedenymi

hostitelskymi bufikami.




22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Vazebny protein nekrotizujici tumory, ktery je produktem

rekombinantni exprese prokaryotickych nebo eukaryotickych
hostitelskych bun&k obsahujicich polynukleotid podle

kteréhokoliv z naroka 13 a3 15,

Farmaceutické sloZeni obsahujici vazebny protein faktoru
nekrotizujiciho tumory podle kteréhokoliv 2 naroki 1 a? 10 ve

spojeni s farmaceuticky akceptovatelnYm nosicem.

Farmaceutické sloseni obsahujici vazebny protein faktoru
nekrotizujiciho tumory produkovany podle zpUsobu naroku 18 ve

spojeni s farmaceuticky akceptovatelnYm nosicem.

Farmaceutické slofeni obsahujici vazebny protein nekrotizujici
tumory produkovany podle zplsobu naroku 21 ve spojeni

s farmaceuticky akceptovatelnYm nosicem.

Zpusob léeni nemoci zpUsobenych TNF zahrnujici podavani

farmaceutickych smesji podle narokt 23 a3 25 pacientlm.

Zpusob niroku 26, kde nemoci zplisobenou TNF je artritida.

Zplsob pfipravy farmaceutické smési, v které je terapeuticky

efektivni mnoZstvi vazebného proteinu faktoru nekrotizujiciho
tumory podle kteréhokoliv z narokua 1 aZ 10 smiseno s jednim

nebo vice farmaceuticky akceptovatelnYm nosicem.

Pouziti vazebného proteinu faktoru nekrotizujiciho tumory
podle kteréhokoliv z nadrokda 1 a% 10 k léceni nemoci

zplsobenych TNF.
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PouZiti vazebného proteinu faktoru nekrotizujiciho tumory

podle naroku 29 k lé&eni artritidy.

Souprava k pripravé roztoku proteinu o sloZenji obsahujici
vazebny protein faktoruy nekrotizujiciho tumory podle
kteréhokoliv z naroka 1 aZ 10 a druhou nadobu obsahujici

fyziologicky akceptovatelné rozpoustédlo.
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C R EC E S G S F T ASENUHILRHCUL -

K Q NT V C T CHAGT FF L RENECV -

- TCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAGATTGAG -

Obr.1
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5' -CATATGGACAGCGTTTGCCCCCAAGGAAAATACATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC -

vV D R DTV CGIC CURI KNIGQYIRUHY WS E -

~AACCTTTTCCAGTGCTTCTGCTGATAGGATCC-3 "

Obr.2
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5' -CATATGGACA GCGTTTGCCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC -

C T K C H K GGT Y L Y NDCUP G P G Q D -
-ACGGACTGCAGGGAGTG&GAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACAC-
T D C R E CE S G S F T™A S ENUH L R H -
-TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTC?TCTTGCACA-
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Obr.3
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5' - CATATGGACAGCGTTTGCCCCCAAGGARAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC -
M DS V C P Q@ G K Y I HP QNNS I C -
- TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGAT -

C T K C H K.G T Y L Y NDOC P G P G QD

- ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACAC -

Obr. 4
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CATATGTATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGCTGTACCAAGTGCCACAAAGGAACC-

Obr.5



5"CATATGTGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGG'
e A
'CAGGATACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTC
o b r e R e s Y Y Y R

-AGACACTGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCT-
Fommeeao dememeea Foceeeea Feemmaean doemeeae docccenan

C T VD R D T V C G C R K N Q Y R H Y W
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Obr.6
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5' -CATATGTCGATTAGCTGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCA -

- GGCCCGGGGCAGGATACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAA -
IR Hvmmma R R B e mmaa
G P G Q DTDUCIRECE S G S F T A 5 E

- AACCACCTCAGACACTGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAG-

Obr.7
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5'-TTGCCCGCCCAGGTGGCATTTACACCCTACGCCCCGGAGCCCGGGAGCACATGCCGGLTC-

-AGAGAATACTATGACCAGACAGCTCAGATGTGCTGCAGCAAGTGCTCGCCGGGCCAACAT ~
e et Fomm e Fomm—————— ittt pommm e pommm e
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~-CTCCCAATGGGCCCCAGCCCCCCAGCTGAAGGGAGCACTGGCGAC-3'

Obr.8
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