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(54) Antagonisté a agonisté lidského interleukinu-10

(57) Tento vynilez poskytuje prostiedky a zplisoby inhibovéni
biologické aktivity lidského IL-10 a zejména poskytuje
antagonisty lidského IL-10, které zahrnuji maturni lidsky I1-
10 modifikovany nihradou lysinového zbytku v poloze 157
zbytkem kyselé aminokyseliny (napt. kyseliny glutamové)
nebo deleci jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkd v
oblasti obsahujici asi 12 karboxyterminalnich zbytk. Pro-
toZe leishmaniasa a jiné choroby jsou charakterizoviny de-
fektni odezvou CD4" T pomocnych (Th) bunék, konkrétné
souboru Thl, kterou lze pfipsat nepatfiénému piisobeni
endogenniho IL-10, nastiva potfeba antagonistd IL-10 pro
1é¢bu takovychto chorob. Dile bylo prekvapivé nalezeno,
Ze miize byt deletovino az 11 aminokyselinovych zbytki z
N-konce maturniho lidského IL-10 a Ze tyto zkrécené vari-
anty, agonisté lidského IL-10, mohou mit ve srovnéni s IL-

p 10 samotnym odli$né farmakokinetické vlastnosti. Protoze
g' maji biologickou aktivitu maturniho lidského IL-10, mohou
v byt uZite€né v 1é¢bE indikaci vnimavych k 16¢b& IL-10 sa-
I ‘motnym a pro nékteré dalsi Geele, jako je afinitni &isténi.
' ‘ Karboxyterminilni modifikace pro antagonisty lidského IL-

- == 10.byly vytvifené PCR s pouzitim oligonukleotidovym pri- - - = = - + =+ am = imoe weoes
merd komplementérnich k sekvenci cDNA lidského IL-10' s
navrZenymi mutacemi pfedem zavedenymi do primerd 3’-
konce, a vysledné fragmenty byly pouzity k nahradg ptislus-
né oblasti IL-10 DNA divokého typu ve vektoru pSV. Sport.
K vytvofeni N-koncovych variant, agonista lidského IL-10,
byly potfebné modifikované DNA fragmenty syntetizoviny
pomoci PCR:s pouZitim péri primerd bez DNA templatu.
Tento vynilez také poskytuje zplisob vjroby antagonisty
nebo agonisty lidského IL-10, pfi¢emz tento zptisob zahrnu-
je kultivaci hostitelskych bunék transfekovanych vhodnym
rekombinantnim vektorem, obsahujicim kodujici nukle-
ovou kyselinu. '
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Tento vyndlez se tyka antagonistl a agonistd lidského
interleukinu-10, a prostredka a zpusobl jejich pripravy
a pouZiti. Tito agonisté a antagonisté se tvori zavedenim
aminokyselinovych substituci nebo deleci v karboxy- nebo amino-

konci maturniho lidského interleukinu-10.

Dosavadni stav techniky

Interleukin 10 (IL-10) je cytokin schopny zprostredkovavat
¥adu pusobeni nebo G¢&inkl. IL-10 byl izolovan jak 2z mySich, tak
lidskych bunék, a je zapojen do rizeni imunitni odezvy ruznych
t¥id nebo souboru cD4t T pomocnych (Th) bunék. Tyto Th bunky
mohou byt rozdéleny na ruzné soubory, jez se 1isi svymi profily
tvorby cytokini. Dva é téchto souborl se nazyvaji Thl a Th2
bunky. |
~ Klony T bunék Thl tvori interleukin-2 (IL-2) a gama
interferon (IFN-%9*), zatimco klony T bunék Th2 secernuji IL-10,
interleukin-4 (IL-4) a interleukin-5 (IL-5), obecné po aktivaci
antigeny a mitotickymi 1lektiny. Obé tridy Th bunécénych klonu
produkuji cytokiny jako 3je faktor nekrézy nadora-a (TNF-a),
interleukin-3 (IL¥3) a faktor stimulace kolonii granulocytu-
makrofagu (GM-CSF). Treti kategorie Th bunék (Th0) tvofi soudasné

IL-2, IFN-9-, IL-4, IL-5, TNF-a, IL-3 a GM-CSF._

Rozdllne typy produkce cytokini Thl a Th2 bunkami zcéasti
odrazeji jejich role v odezvé na ruzné patogeny. Thl bunky jsou
napriklad zapojeny v UspésSnych bunéénych odezvach k radé
intracelularnich patogenu. Jsou zapojeny také

v hypersenzitivitnich reakcich opozdéného typu. Th2 bunky jsou

spojeny s humordlnimi odezvami, jeZ jsou charakterizované tvorbou
protilatek. U veétsiny situaci vyvine imunitni systém Th odezvu,




jez je ) 4 eliminaci  konkrétniho antigenu nebo patogenu

T Héjudinnéj§i, ale mneni tomu tak pokazdé.
Napriklad: Leishmaniasa je charakterizovana defektni odezvou
Thl. Tento defekt miZe byt demonstrovdn s pouzZitim in vitro
testt, iako je test popsany Clericim et al. [J. Clin. Invest. 84:
1983 (1989)]. S pouzitim jednoho takovéhoto in vitro testu bylo
ukdzdno, Ze defekt Th 1 odezvy lze prfipsat endogennim hladinam
IL-10, protoZe funkci Thl 1lze napravit pridanim neutralizujicich
protilatek proti IL-10.
ProtoZe leishmaniasa a 3jiné choroby Jjsou charakterizovany
~ ~~defektni odezvou Thl,” “kterou lze ~pripsat nepatric¢nému pusocbeni"
endogenniho IL-10, nastava potreba agonisti a antagonistua IL-lO

pro lécbu takovychto. chorob.

Podstata vynalezu

Tento vynadlez naplnuje tuto potrfebu tim, Ze poskytuje
prostfedky a zplisoby pro poskytnuti nebo inhibovdni biologické
aktivity lidského IL-10.

Konkrétnéji tento vyndlez poskytuje antagonisty lidského
IL-10, které zahrnuji maturni lidskY‘IL-IO modifikovany nadhradou

- lysinového zbytku v poloze 157 zbytkem kyselé aminokyseliny nebo
deleci jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkd v oblasti
obsahujici asi 12 karboxytermindlnich zbytku. '

Aminokyselinové sekvence tri takovychto provedeni jsou
definovany nasledujicimi sekvencemi I, II a III:

Ser Pro Gly Gln Gly Thr Gln Ser Glu Asn Ser Cys Thr His Phe Pro _ . |
1 5 .- 10 15
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20 . 25 . 30
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35 40 45
Lys Glu Ser Leu Leu Glu Asp Phe Lys Gly Tyr Leu Gly Cys Gln Ala
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Ser Pro Gly Gln Gly Thr Gln Ser Glu Asn Ser Cys Thr His Phe Pro

1 5 T 10 - 15

Gly Asn Leu Pro Asn Met Leu Arg Asp Leu Arg Asp Ala Phe Ser Arg
20 25 30 '

Val Lys Thr Phe Phe Gln Met Lys Asp Gln Leu Asp Asn :Leu Leu Leu

35 40 45
Lys Glu Ser Leu Leu Glu Asp Phe Lys Gly Tyr Leu Gly Cys Gln Ala
50 55 60
Leu Ser Glu Met Ile Gln Phe Tyr Leu Glu Glu Val Met Pro Gln Ala
65 70 75 : 80

85 90 95
Asn Leu Lys Thr Leu Arg Leu Arg Leu Arg Arg Cys His Arg Phe Leuv
100 : 105 . 110
Pro Cys Glu Asn Lys Ser Lys Ala Val Glu Gln Val Lys Asn Ala Phe
115 - 120 125
Asn Lys Leu Gln Glu Lys Gly Ile Tyr Lys Ala Met Ser Glu Phe Asp
130 135 ' 140
Ile Phe Ile Asn Tyr Ile Glu Ala Tyr Met Thr Met
145 150 155 (III)

Tento vyndlez dale poskytuje nukleovou kyselinu kédujici
antagonistu 1lidského 1IL-10, zahrnujiciho maturni lidsky IL-10
modifikovany nd&hradou lysinového zbytku v poloze 157 zbytkem

kyselé aminokyseliny nebo deleci jednoho  nebo vice
aminokyselinovych  zbytkd v oblasti  obsahujici asi 12
karboxytermindlnich zbytka. Rekombinantni vektory obsahujici

takovouto nukleovou kyselinu a_hostitelské buriky _obsahujici

takovyto rekombinantni vektor jsou timto vyndlezem také
poskytnuty. . |

Tento vyndlez je3té ddle poskytuje zpusob vyroby antagonisty
lidského IL-10, zahrnujiciho maturni lidsky IL-10 modifikovany
nahradou lysinového zbytku v poloze 157 zbytkem kyselé
aminokyseliny nebo deleci jednoho nebo vice aminokyselinovych
zbytkl v oblasti obsahujici asi 12 karboxytermindlnich zbytky,
pricemz tento 2zpusob zahrnuje kultivaci jednéch shora zminénych

-~ -Glu Asn-Gln-Asp-Pro Asp Ile Lys Ala His Val Asn Ser Leu Gly Glu  ~
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hostitelskych bunék 2za podminek, kdy Jje nukleova kyselina

Tento vynalez Jjesté dale poskytuje zpusob pro inhibici
biologické aktivity IL-10, jenZz  zahrnuje uvedeni bunék nesoucich
receptory pro IL-10 do kontaktu s u¢innym mnoZstvim antagonisty

nédhradou lysinového zbytku v poloze 157 zbytken kyselé
aminokyseliny nebo deleci 3jednoho nebo vice aminokyselinovych
zbytkd v oblasti obsahujici asi 12 karboxytermindlnich zbytkl.
Tento vynalez jesté ddle poskytuje agonistu lidského IL-10,
ktery zahrnuje maturni 1lidsky IL-10 modifikovany deleci od
jednoho do jedenacti aminotermindlnich aminokyselinovych zbytku.
Nukleové kyseliny kédujici takovéto agonisty, rekombinantni
vektory a transformované hostitelské buriky obsahujici takovéto
nukleové kyseliny, zpusoby pro pripravu amtagonistu
a farmaceutické prostfedky obsahujici Jjeden nebo vice IL-10
agonistd nebo antagonistd a farmaceuticky prijatelné nosice jsou

1

timto vyndlezem také poskytnuty.

Podrobny popis vyndlezu

. VSechny odkazy zde citované jsou sem Vv jejich uplnosti
zaclenény odkazen. |
Antagonisté podle tohoto vynalezu Jjsou uzitecni k 1lécbe
chorob jako Jje leishmaniasa, jez Jjsou charakterizovany defektni
odezvou Thl, kterou 1lze pripsat endogennimu IL-10. Mohou byt
uzitecneé take k 1écbeé chorob spojenych s imunosupresi

B-bunikové 1lymfomy. Navic jsou antagonisté uZitecni pro studie

lékua, protoze vykazuji silnou vazbu k receptoru, ktera Jje
oddélena od efektorové funkce. Po imobilizaci na pevné podloiZce
mohou byt antagonisté pouZiti na afinitni ¢isténi rozpustnych
forem IL-10 receptoru, Vv nichZ je deletovana transmembrénova
oblast.

-=1idského  IL-10,-zahrnujiciho.. maturni..lidsky. IL=10.modifikovany. .. ....

_zprostfedkovanou IL-10 nebo s nadprodukci IL-10, jako jsou

osvétlujici mechanismus pusobeni 1IL-10 a pro raciondlni navrhy
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Virovad IL-10 bilkovina (BCRFI, nebo vIL-10) Epsteinova
—-——Barova—-viru——(EBV) ma  téZ  biologickou —aktivitu-- IL-10———
a predpokladané se vaze k IL-10 receptorGm. Exprese vIL-10
aktivity EBV predpokladané dava viru uréité vyhody k preziti, ve
* smyslu jeho schopnosti infekce, replikace a udrzovani se
v hostitelskén organismu; Schopnost vIL-10 negativné regulovat
@ tvorbu IFN-2* jak T burikami, tak NK burikami, spolu s jeho
posilujicim Wuc¢inkem na Zivotaschopnost B-bunék, napovida, zZe
vIL-10 miZe potladovat protivirovou imunitu a soudasné podporovat
potencial EBV transformovat lidské B burky.
~-——~-—~Antagonisté—TIL-10podle tohoto - vyndlezu mohou proto byt
uziteéni k G¢inné podpore protivirové imunity proti EBV, a moZna
dal$im viram. Vice o potencidlnim pouziti IL-10 antagonistl viz
napr. v Howard et al. J. Clin. Immunol. 12: 239 (1992).
Tri reprezentativni provedeni antagonista, mutantnich IL-10,
o podle tohoto vyndlezu jsou uvedeny Vv Prikladech niZe. V jednom
e provedeni je lysinovy zbytek v poloze 157 sekvence maturniho
lidského IL-10 nahrazen zbytkem Kkyseliny glutamové (sekvence I).
V jinych provedenich jsou 2z karboxylového konce lidského IL~10
deletovany tfi (sekvence II) nebo ¢tyri (sekvence III)
aminokyselinové zbytky. Na tyto antagonisty se niZe odkazuje jako
na<aqtagonisty K157E, C/\3 resp. C/\4.
Jak se 2zde pouziva, vyraz "maturni 1lidsky IL-10" Jje

definovan jako bilkovina bez zavadéci sekvence, kterd (a) ma
aminokyselinovou sekvenci v podstaté shodnou se sekvenci IV,

definovanou zde nisze

Ser Pro Gly Gln Gly Thr Gln Ser Glu Asn Ser Cys Thr His Phe Pro
1 5 10 ' . A5

Glf A;ﬂ iéu fféwAsﬁ‘ﬁéé iéu Arg Asp Leu Arg Asp Ala Phe Ser Arg
20 25 : 30
Val Lys Thr Phe Phe Gln Met Lys Asp Gln Leu Asp Asn Leu Leu Leu
35 40 45
Lys Glu Ser Leu Leu Glu Asp Phe Lys Gly Tyr Leu Gly Cys Gln Ala
50 55 , 60
Leu Ser Glu Met Ile Gln Phe Tyr Leu Glu Glu Val Met Pro Gln Ala
65 70 75 80




T TtermindlniTZbytRy T

Glu Asn Gln Asp Pro Asp Ile Lys Ala His Val Asn Ser Leu Gly Glu

Asn Leu Lys Thr Leu Arg Leu Arg Leu Arg Arg Cys His Arg Phe Leu
100 105 110
Pfo Cys Glu Asn Lys Ser Lys Ala Val Glu Gln Val Lys Asn Ala Phe
Asn Lys Leu Gln Glu Lys Gly Ile Tyr Lys Ala Met Ser Glu Phe Asp
130 135 : 140
Ile Phe Ile Asn Tyr Ile Glu Ala Tyr Met Thr Met Lys Ile Arg Asn

145 150 155 ‘ 160 (IV);

a (b) ma biologickou aktivitu, ktera 3je béZnd u nativniho IL-10.
Toto zahrnuje prirozené alelické varianty a jiné varianty, majici
jednu nebo vice konzervativnich aminokyselinovych substituci
[Grantham, Science 185: 862 (1974)], které v podstaté nenarusuji
biologickou aktivitu. Takovéto konzervativni substituce zahrnuji
skupiny synonymnich aminokyselin, nan. jak je popsano
v U.S. patentu &islo 5 017 691 pro Leeho et al.

Bude se rozumét, Ze i kdyZ se v soucasnosti dava prednost
nasledujicim provedenim, 1lze k vytvoreni jinych antagonistu
provést jiné modifikace karboxylového konce lidského IL-=10.

Napriklad by bylo mozZné vytvorit udc¢inného antagonistu nahradou

lysinového zbytku v poloze 157 zbytkem kyseliny asparagové; misto
zbytkem kyseliny glutamové. Jak ze zde pouziva, vyraz "zbytek
kyselé aminokyseliny” je -tedy definovan tak, Ze zahrnuje jak
zbytek kyseliny asparagové, tak zbytek kyseliny glutamové.

» P

Mohou byt provadény také vice nebo méné rozsahlé delece.
h

2 e Taide s A . .
vany méndu Oyt Jjedaen nebc vice aminckyse

zahrnujicich asi 12 karboxytermindlnich zbytkd. S vyhodu se

deletuje asi 8 terminalnich zbytkd, a s vétsi vyhodou 3 nebo 4

— SR - g e 95 e

Prekvapivé bylo nalezeno, 2Ze miZe byt deletovano az 11
aminokyselinovych zbytki 2z aminokonce maturniho 1lidského IL-10.
Tyto zkracené varianty, JjeZz mohou mit ve srovnani s IL-10
samotnym odlisné farmakokinetické vlastnosti, maji biologickou
aktivitu maturniho 1lidského IL-10, jak se zmérila pomoci testu

stimulace MC/9 Zirnych bunék. Jsou proto uZiteéné v 1éché
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veskerych indikaci vnimavych k lédbé IL-10 samotnym. Jsou také

““‘“““*uéiteﬁné“pr0“~nékteréwﬁéele_popsané"wshora—prefantagonisty‘“péalé““"“““

vynalezu, jako je afinitni &isténi.

ProtoZe maji biologickou aktivitu lidského IL-10, ale maji
zkracenou aminokyselinovou sekvenci, odkazuje se 2zde na .tyto
varianty také jako na "agonisty lidského IL-10".

& Mié se ale za to, ze cysteinovy zbytek v poloze 12 je
esencialni pro biologickou aktivitu. Skuteé&né: Deleci prvnich 12 .
zbytkl, vcetné tohoto cysteinového zbytku, vznikla varianta, jez
neméla Z2adnou biologickou aktivitu. Proto jsou. delece

_V._aminokonci omezeny nav._de.l.ecifwje'dno-ho«-v-nebo— vice--z prvnich 11 — —
zbytku.

Tyto aminotermindlni delece mohou byt kombinovdny se shora
zminénymi karboxytermindalnimi modifikacemi pro vytvoreni
_antagonistﬁ majicich charakteristiky popsané nizZe, ale mozna jiné
;armakokinetické vlastnosti. Tito antagonisté jsou také soucasti
tohoto vynalezu. ‘

Nukleové kyseliny kédujici agonisty a antagonisty IL-10 jsou
také soucasti tohoto vyndlezu. Ti, co jsou zbéhli v oboru, jsou
S1 samozrejmé dobfe védomi, Ze v dusledku degenerace genetického
kédu existuje mnoho rtznych nukleovych kyselin, jeZ mohou kdédovat
kazdého z agonistll a antagonistu. Konkrétni pouzité kodony mohou
byt vybrany na zakladé pohodlné konstrukce a optimalni exprese
v prokaryotickych a eukaryotickych systémech.

S vyhodou se nukleové kyseliny kédujici agonisty
a antagonisty pripravuji s pouzitim polymerasové retézové reakce
" (PCR) [Saiki et al., Science 239: 487 (1988)], jak  se podava
v prikladu Daughertyho et al. [([Nucleic Acid Res. 19: 2471
(1991)1], k mod1f1kac1 cDNA kodu31c1 lidsky IL-10. Takovdto cDNA

"je "dobre znama v oboru a 1ze ji . prlpravovat s pouZitim

standardnich metod, jak jsou popsany napr. Vv publikaci
mezinarodni patentové prihlasky ¢islo WO 91/00349. Klony
obsahujici sekvence kédujici 1lidsky IL-10 jsou také deponovany
vV American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Maryland,
pod pristupovymi ¢éisly 68191 a 68192.

Alternativné miZe byt DNA modifikovdna s pouZitim dobre

znamych technik rizené mutagenese. Viz napr. Gillman et al.,




Gene 8: 81 (1979); Roberts et al., Nature 328: 731 (1987) nebo

InniSN“T66717““19907“~PGR~fProtocoIsr””Zf”@ﬁfaéﬁﬂfo Methods and
Applications, Academic Press, New York, NY.

Nukleové kyseliny podle tohoto vynalezu mohou byt také
syntetizovany chemicky s pouZitim napr. fosfoamiditové metody na
pevné fazi podle Matteucciho et al.. (J. Am. Chem. Soc. 103: 3185
(1981)], metody Yoo et al. [J. Biol. Chen. 764: 17078 (1989)]
nebo jinych dobfe znamych metod. ‘

Rekombinantni vektory obsahujici predeslé nukleové kyseliny
jsou také sduéésti tohoto vynalezu, JjakoZ i hostitelské bunky
transformované takovymito vektory, a metody pro pripravu agonistﬁ
a antagonistu.

Inzerce DNA kédujici jednoho z agonistu a antagonista do
jednoho z mnoha zndmych vektoru exprese se snadno provede, kdyZ
konce jak této DNA, tak vektoru, obsahuji kompatibilni restrikéni
mista. Pokud toto nelze provést, miZe byt zapotfebi modifikovat
konce téchto DNA a/nebo vektoru zpétnou digesci preénivajicich
useku jednovlaknovée DNA, vytvorenych  Stépenim restrikéni
endonukleasou, k vytvoreni tupého konce, nebo k dosazZeni téhoz
vysledku, zaplnénim jednovlaknovych  koncu patriénou DNA

polymerasou.

Alternativné,  jakékoli 2Zadouci misto miaZe byt vytvofeno'

ligaci nukleotidovych sekvenci (spojek) k témto koncim. Takovéto
spojky mohou obsahovat specificke oligonukleotidové sekvence, jez
definuji Zadouci restrikéni misto. Stépeny vektor a fragmenty DNA
mohou byt, je-li to zapotfebi, také modifikovany homopolymernim
prodlouzZenim nebo PCR.

Antagonisté podle tohoto vynalezu jsou charax
vazebnymi afinitami k lidskému IL-10 receptoru, jeZ jsou podobné

jako u lidského IL-10 samotného, ale jsou v'poaétéfé zbaveni

“biologickeé aktivity. S vyhodou budou mit méné nez 10 ¥ biologicke

aktivity lidského IL-10 ve standardnim testu, vyhodnéji méné neiz
1 %.

Antagonisté typicky produkuji pfinejmens$im asi 25 % inhibice
biologické aktivity IL-10 Vv burikach nesoucich IL-10 receptory.
S vyhodou bude stupef inhibice prinejmensim asi 50 %, a vyhodnéji




T ———konkrétni mé¥ené biologické aktivity. =TT

“a

prinejmensim 75 %. Skutecny stupenn inhibice se miZe 1isit podle

S

Agonisté a antagonisté mohou byt také'chemicky syntetizovani
vhodnou metodou, jako je syntéza vyhradné na pevné fazi, metodami
cadsteéné na pevné fazi, kondenzaci fragmentli nebo klasickou
syntézou Vv roztoku. Chemicky syntetizované polypeptidy jsou
s vyhodou pripravovany peptidovou syntézou na pevné fazi, jak je
popsana napr. Merrifieldem [J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 (1963);
Science 232: 341 (1986)] a Athertonem et al., (Solid Phase
Peptide Synthesis: A Practical Approach, 1989, IRL Press,
Oxford).:— R T e -

At se pripravi jakkoli, agonisty a antagonisty lze c&istit

napr. s pouzitim HPLC, gelové filtrace, iontoménidové a partiéni
chromatografie, protiproudého rozdélovani nebo jinych dobre
znamych zpusobu.

Farmaceutické prostredky mohou byt p¥ipraveny smichanim
jednoho nebo vice agonistd nebo antagonistu IL-10, nebo jejich
farmaceuticky prijatelnych soli, a farmaceuticky pfijatelného
nosice. ' » '

UZitecnymi farmaceutickymi nosicéi mohou byt jakékoli
kompatibilni netoxické latky vhodné pro dodavani prostredki podle
vynalezu pacientovi. V nosié¢i mohou byt obsazZeny voda, alkohol,
tuky, vosky a inertni pevné latky. Do farmaceutického prostredku
mohou byt také zaclenéna farmaceuticky prijatelna  adjuvans
(pufrac¢ni ¢inidlo, dispérgaéni ¢inidlo). Obecné jsou prostredky
uziteéné pro parentralni podavani takovychto 1éka dobre znamy;
napr. Remington's Pharmaceutical Science, 18. vydani (Mack
Publishing Company, Easton, PA, 1990). Baleni v jednotlivych

Podavani agonisti a antagonisti je s vyhodou parenteralni,
pomoci intraperitonedlnich, intravenéznich, subkutannich nebo
intramuskuldrnich injekci nebo infuzi, nebo pomoci jakéhokoli

__davkach je ¢éasto vyhodné, napf. ve sterilni formé. _ .. _

jiného prijatelného systémového zpusobu. Alternativné miZe byt

antagonista podavan implantovatelnym nebo injikovatelnym systémem
dodavani 1éku ([viz naprf. Urquhart et al., Ann. Rev. Pharmacol.
Toxicol.. 24: 199 -(1984); Lewis, ed., Controlled Release of
Pesticides and Pharmaceuticals, 1981, Plenum Press, New York,
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New York; U.S. patenty éislo 3 773 991 a 3 270 960]. Lze provadét

G

———j-oralni “podavani, s podavani dobreé ~znamych-pripravka, které
chrani antagonistu pfed gastrointestindlnimi proteasami. Viz téz
Langer, Science 249: 1527 (1990).
Agonisté a antagonisté mohou byt podavdni také standardnimi .
c==es-fechnikamis-.genové-terapie, ..véetné.naprt...primé_injekce nukleové V;sz%
kyseliny do tkdni, pouziti rekombinantnich vironCh vektor® nebo ¥
liposomi a implantace transfekovanych bunék. Viz napf. Rosenberq,
J. clin. Oncol. 10: 180 (1992)..
Agonisté a antagonisté mohou byt podavani samotni nebo
v kombinaci s jednim nebo vice jinymi ¢&inidly bézZné pouzZivanymi
k 1é&bé stavi charakterizovanych defektni Th odezvou. Napriklad
1éky 3jako interleukin-12 (IL-12) nebo gama interferon (IFNﬂ;)
mohou byt poddvany spolu s antagonistou. Insulin, cyklosporin,
prednison nebo ‘azathioprin mohou byt podédvany spolu s agonistou,
napf. kdyZ se pouzZivaji nahradou za IL-10 k 1éc¢bé nebo prevenci
na insulinu zavislého diabetes mellitus (viz soucasné podanou
U.S. prihlasku, &islo 07/955 523 z 1. fijna 1992).
Takovéto spoleéné podavani Jjednoho nebo vice ¢inidel mize
byt soubéiné (spolu s) nebo posloupné (pfed nebo po) vzhledem
k podani agonisty nebo antagonisty. VSechna podavana ¢inidla musi
byt v pacientovi pritomna v dostateé¢nych hladinach, aby byla
farmaceuticky Géinna. Typicky: Pokud se druhé c¢inidlo poda béhem
asi poloc¢asu prvniho ¢inidla, povazZuje se podéni téchto dvou
¢inidel za spolecné. o
Stanoveni patriéného davkovani agonisty nebo antagonisty pro
konkrétni situaci spadd pod znalosti v oboru. Obecné se lécba

zac¢ind mensimi davkami neZ je optimum. Potom se davkovani zvySuje

g

s malymi inkrementy dokud se nedosdhne optimilni ucinek za danych

podminek. KdyZz je to 2zadouci, miZe byt vhodné rozdélit celkovou

“denni davku a podavat ji po castech.

U&inné mnoZstvi bude davka, kterd vede k prokazatelnému
zlepsSeni jednoho nebo vice klinickych parametri nebo ke
statisticky vyznamnému zlepsSeni odezvy Vv jedné nebo vice znamych
Th funkci; nékteré =z nich, jako tvorba IL-2, jsou popsany vyse.
Tato odezva muZe byt méfena in vitro s pouZitim krevnich bunék

odebranych pacientovi, napr. 3jak je popsano v Clerici et al.,
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jako vysSe. Takovyto in vitro test lze provést pfed zadatkem 1lécby

T Tk poskytnuti-——referenéni - zakladni-—hodnoty;,—se—ktercu Tse mlzZe

a

zlepsSend odezva porovnavat.

Skutec¢né mnoZstvi a cetnost podavani agonistl a antagonistt
a jejich - farmaceuticky prijatelnych soli konkrétnimu pacientovi
bude regulovano podle posouzeni = osetfujiciho lékare,
s prihlédnutim k takovym faktorum, jako jsou vék, stav a velikost
pacienta a stupen symptomu(i), ktery se 1léc&i.

"Priklady provedeni vyndlezu - - - . .. -

Tento vyndlez muaZe byt vysvétlen nasledujicimi pfiklady.
Pokud neni specifikovdno Jjinak, procenta udana niZe pro pevné

;;étky v pevnych latkach, kapaliny v kapalinéch resp. pevné latky
~V kapalinach jsou zaloZena na pomérech hmotnost/hmotnost,

_pbjem/objem resp. hmotnost/objem.

Reagencie a obecné metody

Restrikéni endonukleasy byly =ziskdny od Boehringer Mannheim
(Indlanopolls, IN), zatimco souprava pro ligaci DNA byla porizena
od Takara Biochem., 1Inc. (Berkley, CA). Taq polymerasa a Pfu
polymerasa byly ziskany ze Stratagene (La Jolla, cCA).
Rekombinantni lidsky IL-10 (hIL-10) byl pripravovan standardnim
zpﬁsobem v burikdch vajeénikl ¢inského kreéka (CHO), v podstaté
jak je popsano v Tsujimoto et al. [J. Biochem. 106: 23 (1989)].
Médium pro tkanové kultury, fetalni bovinni serum a glutamln byly

' pofizeny od Gibco-BRL  (Gaithesburg, MD). 0ligonukleotidové

primery byly syntetizovany standardnimi metodami s pouzitim DNA
syntetizatoru Applied Biosystems 380A, 380B nebo 394 (Foster
City, CA).

Standardni metody rekombinantni DNA se provadély v podstaté
jek je popisuje Sambrook et al. v Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2. vydani, 1989, -Cold Spring Harbor Laboratory Press,

Plainview, New York.
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e Transfekce _ e - B T

Transientni exprese se provadéla jak nasleduje. Bunky COS
(ATCC CRL 1651) byly udrzovany v Dulbeccové modifikovaném Eaglové
_médiu (DMEM) doplnéném 10 % fetalniho bovinniho séra, 6 mM

glutaminem a pen1c1l1nem/streptomy01nem. Transfekce se provedla "
elektroporaci s pouzitim Bio—-Rad GENE PULSERR (Richmond, CAa).

Bunky byly uvolnény z kultivaénich misek plUsobeninm
trypsinu-EDTA a suspendovdny vV cerstvém kultivacénim médiu. Asi
5 x 10° bunék v objemu 250 pl bylo smichdno s 5 pg plasmidové DNA
a pak elektroporovdno s napétim a kapacitou nastavenymi na
0,2 voltu resp. 960 mFD. ‘

Po elektroporaci byly buriky preneseny do 10 cm kultivaénich
misek a kultivovdny v 5 % CO, pri 37°C po 6 hodin v 10 ml sérum
obsahujiciho DMEM. KdyZ se burnky prichytily k miskdm, médium bylo
odstraﬁéno odsatim a nahrazeno bezsérovym médiem. Po 72 hodinach

bylo kondicionované médium sebrano k analyze.

Priprava antagonistu

, Rekonstrukce cDNA lidského IL-10 divokého typu, a vektoru
exprese
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‘na pCDSRa [Viera et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1172 =
- ===(1991);—=sekvence—deponovanid—-—GenBank—pod-—pristupovym—cislem— — -

M57627] jako- templatu, i kdyZ by bylo moZné pouzit jinych znamych
zdroju této cDNA.

Kozakové konsentni obratlovéi inicidtor translace [Kozak,
Nucleic Acid Res. 20: 8125 (1987)] byl zaveden do 5' primeru




B

4

nazvaného B1789CC (sekvence V):

GTCGACTGCA GCCGCCACCA TGCACAGCTC AGCACTGCTC TGTTGCCTGG TCCTCCTGAC 60
(v).

Pstl misto resp. EcoRI misto byly pfiddny k 5' primeru B1789CC
resp. 3' primeru nazvanému Al715CC (sekvence VI):

ACGTCGAATT CTCAGTTTCG TATCTTCATT GTCATGTAGG C 41
(V1).

-~ 8 pouzitim---shora-- zminénych - primerd --byla hIL-10- -cDNA- -

podrobena PCR v reakéni smési objemu 50 pl, s prevrstvenim 50 pl
parafinového oleje, v 0,5 ml Eppendorfové zkumavce. Reakéni smés
typicky obsahovala 26,5 ul H,0, 5 pl DNA polymerasového pufru
(findlni koncentrace v reakci: 10 mM Tris-HCl, pH 8,8, 50 mM KC1,

1,5 mM MgCl,, 0,001 % Zelatina], 200 uM dANTP, 60 ng templatové

DNA, po 10 pmol 5' primeru B1789CC a 3' primeru nazvanému
Al715CC, a 0,5 wl Tag polymerasy (2 jednotky).
Reakce se provadéla v termocykleru PHC-1 (Techné, Princeton,

NJ) s 30 cykly 95°C, 2 minuty k denaturaci; 42°C, 2 minuty

k tvorbé duplexu [(annealing]; a 70°C, 1 minuta k syntéze.
Na konci  tricatého cyklu byla reakéni smés inkubovdna dalsich
9 minut p¥i 72°C k prodlouZeni.

PCR smés byla podrobena elektoforéze v 1,2 % agarosovém
Tris-acetatovém gelu obsahujicim 0,5 upg/ml ethidiumbromidu.
DNA fragmenty majici o&ekdvané velikosti byly vyriznuty z gelu
a purifikovany s pouzZitim soupravy ‘GENECLEANR (La Jolla, CA). Po
ziskdni z gelu byl DNA produkt digerovidn PstI a EcoRI, izolovan

jaké Pst/EcORi iestrikéni fragment —db vektoru exprese pDSRG
(ATCC 68233) a nasledné prenesen do vektoru exprese pSC.Sport
(Gibco-BRL, Gaithesburg, MD). -

Vektory obsahujici hIL-10 <¢DNA byly namnoZeny v E. coli
kmene DH5a (Gibco-BRL) a sekvence DNA byla ovérena sekvenovanim
DNA. Vektor exprese  hIL-10 2zaloZeny na pSC.Sport byl pouZit
k transfekci COS bunék, jakoZ i ke konstrukci vektorlu s mutantnim
hIL-10.

pomoci zpracovani gelovou elektoforézou a GENECLEAN®, a klonovan
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Resyntetizovand hIL-10 cDNA si podrZela unikdtni BglII misto

————————g unikatni-BstEIT--misto;-jeZ jsou —obé pritomna v ~cDNA divokého

typu. Tato dvé vnitrni restrikéni mista, jejichZ relativni pozice

jéou ukdzany schematicky nizZe, byla potom pouZita ke generovani
mutantnich hIL-10 ¢cDNA pomoci nadhrady kazet.

PStI ------ BglIl —-----  BStEII ——=————=m———mm————e ECORI

Karboxyterminalni modifikace

K vytvoreni C-koncového mutantniho antagonisty hIL-10 byly
pomoci PCR syntetizovdny mutantni cDNA fragmenty odpovidajici
BStEII/EcoRI oblasti hIL-10 cDNA divokého typu, a pouZity
k nahradé odpovidajici oblasti v pSV.Sport hIL-10 DNA popsané

shora.
Mutantni K157E, C/\3 a C/\4 antagonisté lidského IL-10 byly
pripraveni PCR S pouzZitim oligonukleotidovych primeru

komplementarnich k sekvenci resyntetizované hIL-10 cDNA popsané
shora, s navrZenymi mutacenmi predem zavedenymi do primeru
3'=-konce.

K vytvoreni tri mutantnich antagonistd byl pouZit 5' primer
nazvany B3351CC, majici aminokyselinovou sekvenci definovancu

sekvenci VII:

GGACTTTAAG GGTTACCTGG GTTGCCAAGC CTTGTCTGAG ATGATCCAGT TTTATCTAGA 60
GGAGGTGATG CCCCAAGCTG AGAAC 85

(7T
A\ VLL o

Sekvence tohoto 5' primeru byla komplementdrni k interni sekvenci
~lidské 1IL-10 cDNA, =zahrnujici unikatni BstEII restrikéni misto
== ¢ ==hIL-10--cDNA-—divokého=typur=——3"~priméry ~pouzité—k ~vytvoreni

antagonistu mély sekvence komplementarni k 3'-koncové sekvenci

cDNA kédujici hIL-10. Tyto primery, nasledované ¢islem sekvence

definujicim jejich sekvenci, byly jak nasleduje -
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Mutant: Primer: Cislo sekvence
TTTTTRISYE - ~ c3481CC fﬁ_uhﬁﬁifi‘*‘“”“”'wmw“"“
c/\3 c3482CC IX
c/\4 B3350CC X
* AGCTGAATTC AGTTTCGTAT CTCCATTGTC ATGTAGGCTT CTATGTAGT 49

(VIII)

AGCTGAATTC ACTTCATTGT CATGTAGGCT TCTATGTAGT 40
Y & '

AGCTGAATTC ACATTGTCAT GTAGGCTTCT ATGTAGT 37
(X).

S pouzitim shora zminénych primerd byla cDNA lidského IL-10
podrobena PCR v reakéni smési objemu 50 pl, s pfevrstvenim 50 ml
ﬁarafinového oleje, v 0,5 ml Eppendorfové zkumavce. Reakéni smés
typicky obsahovala 26,5 ul H,0, 5 pl pfu DNA polymerasového pufru
[findalni koncentrace v reakci: 20 mM Tris-HC1, pH 8,2, 10 mM KC1,
2 mM MgCl,, 6 mM (NHy),80, , 0,1 % Triton X-100 a 10 pg/ml
bovinniho sérového albuminu (BSA) prostého nukleasy], 200 uM
dNTP, 40 ng templatové DNA, po 10 pmol §° primeru B3351CC
a jednoho z 3' primeru, a 0,5 ul pfu polymerasy (2,5 jednotky).

Reakce se provadéla v'termbcykleru PHC-1 (Techne, Princeton,
NJ) s 22 cykly: 94°C, 2 minuty k denaturaci; 50°C, 2 minuty

. k tvorbé duplexu; a 72°C, 1 minuta k syntéze. Na konci. 22. cyklu
byla reakéni smés inkubovana dalsich 7,5 minuty pri 72°C
k prodlouzZeni.

e s = PCR~ smés“byla“wzpracbVéﬁa"éﬁtfékﬁi”:féﬁdléﬁ:CHcla; srazenim
ethanolem a pak postupné digerovdna BstEII a EcoRI. Produkty
restrikéni digesce byly podrobeny elektoforéze v 1 % agarosovém/
Tris-acetatovém gelu obsahujicim 0,5 wpg/ml ethidiumbromidu.
DNA fragmenty majici ocekdvané velikosti byly vyfiznuty z gelu
a ziskany extrakci fenolem-CHCl3 a srazenim ethanolem.

Po ziskani z gelu byly BstEII/EcoRI fragmenty hIL-10 mutantd
pouzity k nahradé odpovidajici oblasti hIL-10 DNA divokého typu
vV pSV.Sport vektoru. hIL-10 mutantni cDNA ve vektoru zaloZeném na
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pSV.Sport byly namnoZeny v E. coli kmene DHSa a ovéreny

sekvenoyanimeNATmwytéémvektory“expfesembylyApouéity»kmtransfekci_~_www

COS bunék, jak je popséna shora.

Aminotermindalni modifikace

K vytvoreni N-koncovych variant lidského IL-10 byly pomoci
PCR syntetizovdny modifikované CDNA fragmenty odpovidajici
PstI/BglII oblasti hIL-10 cDNA divokého typu, s pouZitim paru
primerd bez DNA templatu. Vysledné fragmenty byly pouZity
k ndhradé odpovidajici oblasti hIL-10 DNA divokého typu ve

- vektoru pSV.Sport. Takto byly vytvofeny varianty, v nichZz bylo

z N-konce hIL-10 divokého typu deletovano 7 (variant N/\7),
10 (variant N/\10), 11 (variant N/\11) a 12 (variant N/\12)
aminokyselin. PAry primerd pouZité k vytvoreni kazdého variantu,
nasledované Cisly sekvenci definujicich jejich sekvence, byly jak

nasleduje
Mutant: Primer (konec): Cislo sekvence
N[X? €3352CC (5') XI
C3355CC (3') . XII
Néklo . c3353CC (5°') XIII
C3354CC (3') XIV
NAL1 o c3483cC (5') XV
c3485CC (3') XVI
N/\12 Cc3484CC (5°) ' XVII
_C3486CC (3')  XVIII

S i e o e -

GACGACGGTG GCTGCAGCCG CCACCATGCA CAGCTCAGCA CTGCTCTGTT GCCTGGTCCT 60

CCTGACTGGG GTGAGGGCCT CTGAGAACAG C 91
(XI)

GGCATCTCGG AGATCTCGAA GCATGTTAGG CAGGTTGCCT GGGAAGTGGG TGCAGCTGTT 60

CTCAGAGGCC CTCACCCCAG TCAGGAGGAC 90
(X1II)
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CCTGACTGGG GTGAGGGCCA GC 82

(XIII)
: GGCATCTCGG AGATCTCGAA GCATGTTAGG CAGGTTGCCT GGGAAGTGGG TGCAGCTGGC 60
CCTCACCCCA GTCAGGAGGA C 81
(XIV)

GACGACGGTG GCTGCAGCCG CCACCATGCA CAGCTCAGCA CTGCTCTGTT GCCTGGTCCT 60
CCTGACTGGG GTGAGGGCCT GC 82 ‘

GGCATCTCGG AGATCTCGAA GCATGTTAGG CAGGTTGCCT GGGAAGTGGG TGCAGGCCCT 60.

. CACCCCAGTC AGGAGGAC 178
(XVI)

iGACGACGGTG GCTGCAGCCG CCACCATGCA CAGCTCAGCA CTGCTCTGTT GCCTGGTCCT 60

CCTGACTGGG GTGAGGGCCA C 81
(XVII)

- GGCATCTCGG AGATCTCGAA GCATGTTAGG CAGGTTGCCT GGGAAGTGGG TGGCCCTCAC 60

CCCAGTCAGG AGGAC 75
(XVIII).

PCR se provadéla s pouzitim 10 pmol kazZdého primeru

z ukazanych primerovych pari, Jjak je popsano vysSe pro syntézu

- C-terminalnich mutantnich antagonisti. PCR smés byla zpracovana

. extrakci fenolem~CHC13, srazenim ethanolem a pak postupné
digerovana BglII a PstI. Produkty restrikéni digesce byly
podrobeny elektoforéze v agarosovém gelu jak je popsano vyse

a ziskdny extrakci fenolem-CHCl4 a sraZenim ethanolem.

. Po ziskdni =z gelu byly PstI/BgllI restrikéni fragmenty
hIL-10 variantd pouZity k ndhradé odpovidajici oblasti hIL-10 DNA
divokého typu v pSV.Sport vektoru, po vystépeni této oblasti
PstI/BgliI digesci a 1ligaci nahrazujiciho fragmentu. hIL-10
mutantni cDNA ve vektoru zaloZeném na pSV.Sport byly namnoZeny,

cvéreny a pouZity jak je popsano shora.

T a DNA fragmenty majici oéekavané velikosti byly vyriznuty z gelu
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L-methioninu a provedlo 30 minutové vyhanéni znac¢ky. Znadené
~—————kondicionované-médium._bylo sebrano a _podrobeno-elektroforéze na—
polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym [SDS PAGE;

Laemmli, Nature 227: 680 (1970)] v 10 - 20 % gelech za

neredukujicich podminek, a gely byly vysuseny )

a autoradiografovény s pouZitim standardnich “mgtoq a filmu o
e e i P e e i R S P ok T o A Tt e g 8 _mm;

Autoradiografie ukdzala distinktni 2znacené pruhy pro lidsky
IL-10; antagonisty K157E, C/\3 a Cc/\4; a pro agonisty N/\7
a N/\10, ktefi vSichni migrovaly se zdédnlivymi molekulovymi
hmotnostmi asi 16 aZ 18 kilodaltonu. Za identickych podminek
transfekce a kultivovadni bunék byly vsSichni t¥i antagonisté,
karboxytermindlni mutanty lidského IL-10, exprimovdni v ponékud

_ sniZené urovni - asi 2 - 4 krat méné ne: IL-10. Exprese
aminotermindlni agonistové varianty N/\7 byla srovnatelnia s IL-10
zatimco N/\10 varianta byla exprimovdna v urovni asi &tyrikrat
nizsi nez IL-10. Exprese variant N/\11 a N/\12 byla prilis nizka
na to, aby byla detegovana touto metodou.

Analyzy ELISA

K dalsi kvantifikaci hladin mutantnich antagonistd lidského

IL-10 v kondicionovanych médiich COS bunék se provadéla stanoveni

imunosorpéni analyzou spojenou s enzymem (ELISA), v podstaté jak

je pdpséno Abramsem et al. (Immunol. Rev. 127: 5 (1992)]. Dvé

monoklondlni protildtky specifické pro razné epitopy lidského

iIL~10, oznacené 9D7 a 12G8, byly pripraveny standardnimi metodami

a pouzity Jjako zachycovaci resp. detekéni ¢&inidlo. Seridlné

e fedéné'kondicibnévaﬁé"méaiémbyié“fé§t6V5ﬁé'”V”EéEhfb”EtéﬁSVéﬁiEH ]

;H@L_;4;5_pouzitimﬁpurifikevaného:lidskéhodu&L-&0=jakoh5tandardu¢LHraﬁicezza==‘==

detekce v .tomto stanoveni byla asi 1 ng/ml, a v kultivaénich

médiich po 72 hodinadch inkubace byly typicky méfeny hladiny
IL-10 v rozmezi 100 aZ 300 ng/ml. -

Takto bylo nalezeno, Ze relativni hladiﬁy . IL-10

a antagonistd dobfe koreluji s vysledky ziskanymi metabolickym

znaceninm, coZ napovida, Ze epitopy rozeznavané pouzZitymi
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monoklonalnimi protilatkami nejsou v mutovanych oblastech.

_V_typickém stanoveni.. byly.pro -lidsky-—IL-10,-K157E, C/\3, _C/\4,

N/A7, N/A10, N/\11 resp. N/\12 hladiny exprese 133, 80, 63, 48,
139, 28, 23 resp. 6,5 ng/ml.

Biologické testy

Lidsky IL-10 a reprezentativni IL-10 mutantni.antagonisté
byly zkousSeni na aktivitu s pouZitim mysich Zzirnych bunék

_a lidskych perifernich_mononuklearnich bunék (PBMC). . .. . __ .

Test na stimulaci Zirnych bunék byl provaddén v podstaté jak
je popsdn O'Garrou et al. [(Int. Immunol. 2: 821 (1990)]
a Thompson-Snipesem et al. [J. Exp. Med. 173: 507 (1991)].
Ve struénosti: Na 5 x 103 MC/9 bunék (ATCC CRL 8306) na jamku ve
;100 pl testovaciho média [RPMI-1640 obsahujici 10 & fetdlniho
bovinniho séra (FBS), 50 uM B-merkaptoethanol, 2 mM glutamin
a penicilin/streptomycih] vV 96-jamkové mikrotitradéni destiéce se
pusobilo po 48 hodin riiznym mnoZstvim IL-10 nebo jednoho z IL-10
antagonistu. Pak se pfidalo 25 mikrolitrd 5 mg/ml MTT
[3—(4,S-dimethylthiazol-z-yl)-2,5—difenyltetrazolium bromidu]
(Sigma, St. Louis, MO) do kazdé jamky a destic¢ka byla inkubovana
po 3 - 5 hodin. Buriky pak byly lyzovdny s pouzitim 10 % SDS
S 10 mM HCl a mérila se absorbance pri 570 nm. _

Lidsky 1IL-10 a varianty N/\7, N/\10 a N/\11 byly aktivni
v tomto testu,_ ale 2adnad aktivita nebyla pozorovana pro variant
N/\12. Zadny 2z karboxytermindlné mutantnich antagonista nebyl
aktivni, ani kdyZ se testoval v koncentraci as do 375 ng/ml (asi
100 nasobek mnoZstvi IL-10, jez vykazuje silnou aktivitu).

K' méfeni jak TIL-10 antagonisté inhibuji syntézu cytokind
indukovanou lipopolysacharidem (LPS) byly ziskdny 1lidské
periferni mononukledarni bunky (PBMC) od zdravych darcu
a izolovany centrifugaci na gradientu FIcoLLuR (Boyum, Scand. J.
Clin. Lab. Invest. Suppl: 77 (1966)]. Alikvoty PBMC byly
preneseny do jamek (10° bunék na jamku v 200 pl RPMI-1640 média
obsahujiciho 5 % FBS, penicilin/streptomycin, neesencialni
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aminokyseliny, pyruvdt sodny a 2 mM glutamin) 96-jamkovych

wm_ﬂ.,wwmlkrotltracn1ch>destlcek“W““w--~m~-*w~mw_MW;hu R

lesky IL-10 byl pfiddn do nékterych jamek Vv konstantni
100 pM koncentracl, s nebo bez 100-nasobného molarniho nadbytku
(10 nM) IL-10 antagonisty (jak je zméfeno pomoci ELISA). Potom

_okamzité nasledovalo pfidani LPS (Sigma) do ~kazdé Jjamky na =

findlni Kkoncentraci 80 ng!ml. Pozitivni a negativni IL-10
kontroly - byly inkubovany paralelné s pouzitim média
kondicionovaného coSs burikami transfekovanymi vektorem
exprimujicim IL-10 resp. plasmidem pSV.Sport. Posledni zminéné
kontrolni kondicionované médium se pouzivalo k redéni vSech
vzorkll. VSechna stanoveni se provadéla v duplikdtech a ovérovala
se v naslednych testech, s pouZitim jinyCh Sarzi bunék.

Destiéky byly inkubovany ve zvlhéované atmosfére 5 % CO, pri
37°C po 24 hodin, po ¢&emZ se supernatantové kapaliny sebraly
a uschovaly pri -20°C k pozdéjs$i analyze. Hladiny IL-6, IL-la
a TNFa byly v sebranych vzorcich méfeny s pouZitim souprav ELISA
(R & D Systems, Minneapolis, MN) podle instrukci vyrobce.

U vSech antagonistd bylo nalezeno, Ze Vv tomto testu zvrati
inhibiéni aktivitu IL-10 na syntézu cytokinG, Jjak ukazuje
Tabulka 1. '

Tabulka 1

Procento rezidualni aktivity IL-lO*

Vzorek IL-6 IL-1la A TNF-a

Pufr . 100 100 100

Protilatka 0] 0 o

KIS7TE-~~ ~ =~ 0 2l e 27 e = Bl e e
A S 13 39

c/\4 19 27 61
* Inhibiéni tG&inek 1lidského IL-10 na syntézu vyznacéenych
cytokind byl méren v pritomnosti kontrolniho pufru, saturac¢niho
mnozZstvi neutralizujici anti-IL-10 monoklonalni protilatky,

a 100 nasobného molarniho prebytku trfi IL-10 antagonistu.
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Podobné testy  provedené s ruznymi mnoZstvimi IL-10
~—“*“—“mutantnichu~antagonistﬁ:vm_ngpiiggmngstimIL:lOuwukézaly,WZewéédnwa~Mm»
z antagonistdi nemd inhibic¢éni aktivitu na syntézu cytokini. Zadnou
inhibiéni aktivitu nebylo moZné detegovat s Zadnym z antégonistﬁ
pri koncentracich do 100 pM, vcetné.

'Ke zkousSeni uGéinku IL-10 antagonistii na aktivitu T bunék byl
. provadén test se smiéenou lymfocytovou odezvou (MLR, mixed
lymphothe response). Lidské PBMC byly izolovany jak je popséano
shora. Stimulatorové PBMC byly pripraveny pusobenim 50 mg/ml
mitomycinu C (Sigmé, St. Louis, MO) na tyto bunky po 20 minut pri
37 °C . e
Po 1 x 10° odpovidajicich PMBC a stimuldtorovych bunék bylo
smichdno v kaZdé jamce 96-jamkové mikrotitraéni destiéky, spolu
s ruznymi mnoZstvimi 1idského IL-10 nebo jednoho z K157E, C/\3
nebo C/\4 antagonistu, v celkovém objemu 200 ul (v triplikatech).
Bunky byly inkubovdny s 5 % CO, pri 37°C po 6 dni, po cemz
kultury dostaly puls 1 uCi triciovaného thymidinu ((3H]~-TdR;
15,6 Ci/mmol, NEN, Boston, MA) na jamku po 16 hodin. LyzAaty byly
sebrany na filtr s pouzitim zafizeni pro 96 jamek (Skatron, Inc.,
Sterline, VA) a méreny v pB-pocitaé¢i (Pharmacia LKB Nuclear Inc.,
Gaithesburg, MD).

ﬁylo nalezeno, Ze antagonisté nemaji schopnost inhibovat MLR

pri koncentraci 1 ng/mi. Naproti tomu, lidsky 1IL-10 pri této
koncentraci vykazoval 82 % inhibice MLR. |

* Testy vazby k receptoru

Cistény 1lidsky IL-10 (asi z 99 % <cisty) byl radiojédovédn

metodou ENZYMOBEADR (Bio-Rad, Richmond, CA) podle instrukci
vyrobce. PribliZné 4 x 10° transfekovanych COS bunék
exprimujicich c¢DNA 1lidského IL-10 receptoru bylo peletovano
centrifugaci pri 200 x g po 10 minut, promyto ve vazebném pufru
(PBS, 10 % fetdalniho bovinniho séra, 0,1 % NaN3) a resuspendovéno
v 200 ul vazebného pufru obsahujiciho [1251)-1idsky IL-10
(specifickd radioaktivita 225 uCi/pg) v 150 pM konéentraci, se
serialné redénym kondicionovanym médiem z COS bunék exprimujicich




w—w - _podle _vynalezu. e
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cDNA kédujici lidsky IL-10 nebo jednoho z mutantnich antagonista

Po inkubaci prfi 4°C po 2 hodiny byly buriky centrifugovany
pri 200 x g po 10 minut, kaZzda bunécnad peleta byla resuspendovana
v 100 pul vazebného pufru bez 2znadeného IL-10, navrstvena nad

200 ul 10 % glycerolu ve vazebnem pufru v prodlouzenych

centrlfugacnlch zkumavkach centrlfugovana pr1 200 x g po
10 minut pfi 4°C a zkumavky rychle zamraZeny Vv kapalnem dusiku.
Bunécné pelety pak byly odstfiZeny do méFicich zkumavek a méreny
v pocitaci CLINGAMMAR 1272 (Pharmacia LKB). Nespecifickad vazba
byla stanovena provedenim . vazby v pEitomnosti 500 az 1000
nasobného molarniho prebytku neznac¢eného lidského IL-10.

Vysledky jsou ukdzany v Tabulce 2, kde lze vidét, Ze vsSichni
IL-10 antagonisté byly v kompetici vazby k receptoru skoro tak

i¢inni jako IL-10 samotny.

Tabulka 2

Inhibice vazby radiocaktivitné znaceného IL=10*

Vzorek . ICgq
(pM)
Lidsky IL-10 : 100
K157E 136 + 65
CA3 | | 172 + 28
c/\4 _ 120 + 9

__Ukdzand data, jeZ jsou pruméry ze 2 nezavislych testd, jsou

kpncentrace nezna¢eného lidského IL-10 nebo uvedeného IL-10
antagonisty, které produkovaly 50 % inhibici vazby radioaktivné

znaéeného IL-10 k bunéénym receptorum.
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Mnohé modifikace a obmény tohoto patentu se mohou provést
“m-_ﬂm__»bez~0dkionu~od”jeh0"duchama"%ozsahu,,jak.budgmgigjmé_;émJWcoszou~w—w~-
'zbéhli v oboru. Konkrétni provedeni popsand zde jsou poskytnuta
pouze cestou prikladd a vyndlez je omezen pouze podminkami

pripojenych naroku.




T A A RS o
e A€ o iy i BT G R Vo e g AU e By b s 2P 1T

_ 231v-%¢

< =
- 26 2| S3 ~ =

]l »w=C =] s en o

. = < x — o -

R . o zap o L ol
. o<V o =
PATENTOVE NAROKY 2 m ©: )
_‘g o .

paem—

1. Antagonista lidského IL-10, ktery zahrnuje maturni lidsky
IL-10 modifikovany nahradou lysinového zbytku Vv poloZe 157
zbytkem kyselé aminokyseliny nebo deleci jednoho nebo vice

_aminokyselinovych _ zbytkd v _ oblasti obsahujici 12 =

Ceade CEEIRE- g S U -

karboxyterminalnich zbytku. .

2. Antagonista podle naroku 1, u néjZz bylo 2 aminokonce
deletovano 1 aZ 11 aminokyselinovych zbytku.

3. Antagonista podle nadroku 1, Jjenz ma aminokyselinovou

sekvenci definovanou sekvenci I, II nebo III

Ser Pro Gly Gln Gly Thr Gln Ser Glu Asn Ser Cys Thr His Phe Pro

1 - 5 10 15

Gly Asn Leu Pro Asn Met Leu Arg Asp Leu Arg Asp Ala Phe Ser Arg

20 25 . 30
Val Lys Thr Phe Phe Gln Met Lys Asp Gln Leu Asp Asn Leu Leu Leu
35 40 45
Lys Glu Ser Leu Leu Glu Asp Phe Lys Gly Tyr Leu Gly Cys Gln Ala
50 55 60

Leu Ser Glu Met Ile Gln Phe Tyr Leu Glu Glu Val Met Pro Gln Ala

65 70 75 80

Glu Asn Gln Asp Pro Asp Ile Lys Ala His Val Asn Ser Leu Gly Glu
85 90 95~

Asn Leu Lys Thr Leu Arg Leu Arg Leu Arg Arg Cys His Arg Phe Leu ¥

100 1068 110

Pro Cys Glu Asn Lys Ser Lys Ala Val Glu Gln Val Lys Asn Ala Phe ’
11 120 7 125

”ASﬁ'Lyémnéu:Gln“GIusLys*Gly‘IIe‘Tyr‘EyssAia+Met=Ser“Glu=PheaAspa;==z=na=;
130 135 140
Ile Phe Ile Asn Tyr Ile Glu Ala Tyr Met Thr Met Glu Ile Arg Asn
145 150 155 60 (1),




Lys

Leu

65

Asn

Pro

Asn

Ile
145

Glu

Lys

Glu
50
Ser

Asn

Leu
Cys
Lys

130
Phe

Pro

Asn

Lys

Glu

&5 "

Ser

Asn

Leu

Leu
Thr
35

Ser

Glu

Gln.

Lys
Glu
115

Leu

Ile

Gly
Leu

Thr
35

Glu
Gln

Lys

Ser

Ser Pro Gly Gln

Pro
20
Phe

Leu

Met

Asp

Thr
100
Asn

Gln

Asn

Gln

Pro

Asp

Thr
100

Gly Thr Gln
5

Asn Met Leu

Phe Gln Met

Leu Glu Asp
55

Ile Gln Phe

70

Pro_Asp Ile

85
Leu Arg Leu

Lys Ser Lys

Glu Lys Gly
135
Tyr Ile Glu

150

Gly Thr Gln
5
Asn Met Leu

Phe Gln Met

Ile G1ln Phe
70

Pro Asp Ile

85

Leu Arg Leu

Ser Glu Asn

SR N ¢ B

Arg Asp Leu
25

Lys Asp

40

Phe Lys

Gln
Gly

Tyr Leu Glu
Lys._Ala His
90
Arg Leu Arg
105
Ala Val
120

Ile Tyr

Glu
Lys
Met

Ala Tyr

Asn
10
Leu

Ser Glu

Arg Asp
25

Lys Asp

40

Phe Lys

Gln
Gly
Tyr Leu Glu
His
90

Arg

Lys Ala

Arg Leu
105

Val

Ser Cys Thr

His Phe

Arg Asp Ala

Leu Asp Asn
45

Leu Gly

60

Val Met

Tyr

Glu
75
.Asn _Ser

Arg Cys His

Gln Val Lys
125

Met Ser

140

Met Lys

Ala

Thr
155

Ser Cys Thr

Arg Asp Ala

Leu Asp Asn
45
Leu Gly
PP
Val Met

Tyr
Glu
75
Val Asn Ser

Arg Cys His

Leu

Phe
30
Leu

Ser

Leu

Cys Gln

Pro Gln

95
Arg Phe
110
Asn Ala

Glu Phe

(11),

Phe
15
Ser

His

Phe
30
Leu Leu

Cys G1ln

Pro Gln

Leu Gly
95
Arg Phe

110

Gly.-

Pro

Arg

Leu

Ala

Ala
80

Glu. ..

Leu

Phe

Asp

.Pro

Leu
Ala
Ala
80

Glu

Leu




e R N R R S SN R T SR

_" 28 -

Pro Cys Glu Asn Lys Ser Lys Ala Val Glu Gln Val Lys Asn Ala Phe

115 E—— 1 § S 125

Asn Lys Leu Gln Glu Lys Gly Ile Tyr Lys Ala Met Ser Glu Phe Asp
130 ‘ 135 140
Ile Phe Ile Asn Tyr Ile Glu Ala Tyr Met Thr Met

145 150 155 . (III).

4. Nukleovd kyselina kédujici antagonistu lidského IL-10, ktery
zahrnuje maturni lidsky IL-10 modifikovany nahradou
lysinového zbytku v poloze 157 zbytkem kyselé aminokyseliny
nebo deleci Jjednoho nebo vice aminokyselinovych Zbytkﬁ
v oblasti obsahujici 12 karboxyterminadlnich zbytku.

5. Nukleova kyselina podle naroku 4, kédujici antagonistu
lidského IL-10, u néjz bylo 2z aminokonce deletovano 1 azZ 11

aminokyselinovych zbytku.

{
6. Nukleovd Xkyselina podle naroku 4, kédujici antagonistu
lidského IL-10, ktery ma aminokyselinovou sekvenci

definovanou sekvenci I, II nebo III, uvedenou v naroku 3.

7. Rekombinantni vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle
naroku 4, JjenZz je schopny ' ridit expresi této nukleové

kyseliny.

8. Hostitelskd burika obsahujici rekombinantni vektor podle

.
narcku 7.

9. Zpusob pripravy antagonisty 1lidského 1IL-10, zahrnujiciho
e smaturni--lidsky-IL=10-modif ikovany-nahradou=-tysinového-zbytku

v poloze 157 zbytkem kyselé aminokyseliny nebo deleci
jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkl v oblasti
obsahujici 12 karboxytermindlnich zbytk,
vyznacujici s e tim, Ze zahrnuje kultivaci
hostitelskych bunék podle naroku 8 za podminek, kdy se

_nukleové kyselina exprimuje.
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- —--10v——Zpisobpodle—ndroku-9,~vy.znaé¢ujici se tim- - —
Ze nukleovd kyselina kdéduje antagonistu 1lidského IL-10,
u néjz bylo z aminokonce deletovano 1 az 11

aminokyselinovych zbytku.

11. 2ZpUsob podle ndroku 9, vy znac¢ujici se tim,
Ze nukleova kyselina kd&duje antagonistu 1lidského IL-10,
ktery md aminokyselinovou sekvenci definovanou sekvenci I,

IT nebo III, uvedenou v naroku 3.

12. Zpusob  inhibice biologické aktivity IL-lo,
vyznacujici s e tim, 2Ze zahrnuje uvedeni
bunék nesoucich receptory pro IL-10 do kontaktu s uéinnym
mnoZstvim antagonisty lidského IL-10, zahrnujiciho maturni
lidsky IL-10 modifikovany ndhradou 1lysinového zbytku
v poloze 157 zbytkem kyselé aminokyseliny nebo deleci
jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytku v oblasti
obsahujici 12 karboxytermindlnich zbytku.

13. Zpisob podle ndroku 12, vy znacé¢ujici se tim,
Ze u antagonisty bylo 2z aminokonce deletovdno 1 aZ 11

aminokyselinovych zbytku.

14. Zpusob podle niroku 12, vy znac¢ujici se tim,
Ze antagonista md& aminokyselinovou sekvenci definovanou
sekvenci I, II nebo III, uvedenou v naroku 3. A

15. Agonista 1lidského 1IL-10, ktery zahrnuje maturni 1lidsky

IL-10 Tméaifi£63§i§” -délgéih od -jédnoﬂo‘ do Jjedenacti
z aminotermindlnich aminokyselinovych zbytka.

16. Antagonista podle ndroku 15, u néjz byloﬂdeletovéno 7, 10
nebo 11 aminokyselinovych zbytku.

»*




17. Nukleova Kkyselina kédujici agonistu lidského IL-10, ktery
o zahrnuje- maturni lidsky IL-10 modifikovany deleci.od-jednoho-

18.

19.

20.

21.

22.

23.

~ maturni 1lidsky IL-10 modifikovany deleci od jednoho do

“Nukleova Kkyselina podle naroku 17, kédujici agonistu
10 nebo 11

do jedenacti z.aminoterminélnich aminokyselinovych zbytkul.

lidského IL-10, u né&jZ bylo deletovano 7,

TSR SR

aminokyselinovych zbytku.

Rekombinantni vektor obsahujici nukleovou Kkyselinu podle
ndroku 17, JjenZz ije schopny fidit expresi této nukleové

kyseliny.

Hostitelskd burfika obsahujici rekombinantni vektor podle

naroku 19.
Zpusob pripravy agonisty lidského 1IL-10, zahrnujiciho

jedenacti z aminoterminalnich aminokyselinovych zbytkl,
vyznacujici se ti mA, Ze zahrnuje kultivaci
hostitelskych bunék podle naroku 20 za podminek, kdy se

nukleova kyselina exprimuje.

Zpusob podle naroku 21, vy znacujici se t im,
Ze nukleova kyselina kéduje agonistu lidského IL-10, u néjz
bylo deletovéno 7, 10 nebo 11 aminokyselinovych zbytkua.

Farmaceuticky prostfedek vy znaédujici se tim,
£ telny a n

®

.
ckeahuije

z nosic
(a) agonisty 1lidského 1IL-10, zahrnujiciho maturni lidsky
IL-10 modifikovany  deleci od ~ jednoho ~~do jedenacti

z=-—aminoterminalnich-—aminokyselinovych——=zbytku;——nebe
(b) antagonisty lidského IL-10, zahrnujiciho maturni lidsky
IL-10 modifikoﬁany nahradou lysinového zbytku Vv poloze 157
zbytkem kyselé aminokyseliny nebo deleci jednoho nebo vice
aminokyselinovych zbytkua v + oblasti obsahujici 12
karboxyterminélnich zbytkl.
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Farmaceuticky prostrfedek podle naroku - 23,
vVyznacu Jici se tim, Ze u._ ~antagonisty bylo

o 2 amlnokonce deletovano 1l az 11 amlnokysellnovych zbytku.

25.

26.

27.

28.

Farmaceuticky prostfedek = podle naroku 23,
vVyznacujici s e tim, 2e antagonista ma
aminokyselinovou sekvenci definovanou sekvenci I, II nebo
IIT, uvedenou v naroku 3.°'

Farmaceuticky prostredek podle naroku 23,
v Y2z2nacujici se tim, Ze _antagonlsta _ma
amlnokysellnovou sekven01 deflnovanou sekvenc1 I, II nebo
III, uvedenou v naroku 3.

Pouziti antagonisty 1lidského IL-10, ktery zahrnuje maturni
lidsky IL-10 modifikovany nahradou 1lysinového zbytku
v poloze 157 =zbytkem kyselé aminokyseliny nebo deleci
jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkl v oblasti
obsahujici 12 karboxytermindlnich zbytku,
vyznacujici s e tim, Ze se inhibuje
biologickd aktivita IL-10.

PouZiti antagonisty 1lidského IL-10, ktery zahrnuje maturni
lidsky IL-10 modifikovany nahradou lysinového zbytku
v poloze 157 zbytkem kyselé aminokyseliny nebo deleci
jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytku v oblasti
obsahujici 12 karboxyterminalnich zbytkdy,
vyYyznacujici se tim, 32Ze se vyrobi medikament
pro inhibici blologlcke akt1v1ty IL-10.
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