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Konjugat vykazujuci aktivitu interferonu B, nukleotidova sekvencia, expresny vektor,
hostitefska bunka s jeho obsahom, sp&sob jeho pripravy, farmaceuticky prostriedok

s jeho obsahom a jeho pouzitie

Oblast techniky

PredloZeny vynalez sa tyka novych konjugatov interferénu B, sposobov
pripravy takychto konjugéatov a pouzitia takychto konjugatov na lie¢bu, konkrétne na

lieCbu sklerézy multiplex.

Doterajsi stav techniky

Interferony su dbleZité cytokiny vyznacujice sa protivirusovymi, protiproli-
ferativnymi a imunomodulacnymi aktivitami. Tieto aktivity tvoria z&klad klinicky
uzito¢nych viastnosti, ktoré boli pozorované pri mnozstve ochoreni, vratane Zitacky,
réznych druhov rakoviny a skler6zy multiplex. Interferony sa delia na dve triedy,
interferony typu | a typu Il. Interferén B patri do triedy interferénov typu |, ktora
zahia aj interferony o, t a o, zatial ¢o interferén y je jedinym znamym &enom
odliSnej triedy typu Il.

Ludsky interferon B je regulaény polypeptid s molekulovou hmotnostou 22
kDa, ktory pozostava zo 166 aminokyselinovych zvy$kov. MéZe ho produkovat
vacsina buniek v tele, najma fibroblasty, ako odpoved na virusovu infekciu alebo na
vystavenie inym biologickym &inidlam. ViaZze sa na multimérny bunkovy povrchovy
receptor a vysledkom produktivneho viazania receptora je kaskada vnutrobun-
kovych dejov veducich k expresii génov indukovatefnych interferénom g, ktoré na
druhej strane spdsobuju Gginky, ktoré je mozné klasifikovat ako protivirusové,
protiproliferativne a imunomodulaéné.

Aminokyselinova sekvencia fudského interferonu B bola publikovana
Taniguchim v Gene 10:11-15, 1980 a v EP 83069, EP 41313 a US 4686191.

Krystalicka Struktara fudského interferénu B bola publikovana v Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94: 11813-11818 a kry3talicka Struktura hlodavéieho interferonu B
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bola publikovana v J. Mol. Biol. 253:187-207, 1995. Zhrnuté boli v Cell Mol. Life Sci.
54:1203-1206, 1998.

Publikovanych bolo relativne mélo variantov interferénu B skonstruovanych
proteinovym inZinierstvom (WO 9525170, WO 9848018, US 5545723, US 4914033,
EP 260350, US 4588585, US 4769233, Stewart a dalsi, DNA zv. 6 €. 2 1987, str.
119-128, Runkel a dalsi, 1998, Jour. Biol. Chem. 273, &. 14, str. 8003-8008).

Bola zverejnena expresia interferénu p v CHO bunkach (US 4966843, US
5376567 a US 5795779).

Redlich a dal8i, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, zv. 88, str. 4040-4044, 1991,
opisuji imunoreaktivitu protilatok proti syntetickym peptidom zodpovedajicim
peptidovym retazcom rekombinantného fudského interferénu p s mutaciou C178S.

Zverejnené boli molekuly interferénu B s konkrétnym glykozylatnym vzorom
a spdsoby ich pripravy (EP 287075 a EP 539300).

Rézne publikacie opisuju modifikaciu polypeptidov polymérovou konjugaciou
alebo glykozylaciou. Zverejnené boli modifikacie prirodzeného interferonu B alebo
jeho C17S variantu (EP 229108, US5382657, US 4917888 a WO099/55377). US
4904584 opisuje PEGylované polypeptidy so znizenym obsahom lyzinu, v ktorych
bol najmenej jeden lyzinovy zvySok deletovany alebo nahradeny inym amino-
kyselinovym zvyskom. WO099/67291 opisuje sposob konjugéacie proteinu s PEG,
pricom aspofi jeden aminokyselinovy zvySok proteinu je deletovany a protein sa
uvadza do kontaktu s PEG v podmienkach postacujucich na dosiahnutie konjugéacie
proteinu. WO 99/03887 opisuje PEGylované varianty polypeptidov patriacich do
superrodiny rastovych horménov, v ktorych bol cysteinovy zvy3ok substituovany
neesencialnym aminokyselinovym zvy$kom nachadzajicim sa v $pecifickej oblasti
polypeptidu. Interferén B je uvadzany ako priklad polypeptidu patriaceho do super-
rodiny rastovych horménov. WO 00/23114 opisuje glykozylovany a pegylovany
interferon B. WO 00/23472 opisuje interferén B fuzované proteiny. WO 00/26345
opisuje spdsob produkcie glykozylovaného peptidového variantu so znizenou
alergénnostou, ktory v porovnani so zodpovedajicim rodiCovskym polypeptidom
obsahuje aspoii jedno dal$ie glykozylaéné miesto. US 5218092 opisuje modifikaciu
faktora stimulujiceho granulocytové kolonie (G-CSF) a inych polypeptidov
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zavedenim aspoil jedného dalSieho uhfovodikového retazca v porovnani s
prirodzenym polypeptidom. Interferon p je spomenuty ako jeden priklad spomedzi
mnohych polypeptidov, ktoré mézu byt Gdajne modifikované technolégiou opisanou
v US 5218092.

Komer&né pripravky interferénu p st predavané pod oznaéenim Betaseron®
(oznacovany aj ako interferon B1b, ktory nie je glykozylovany, je produkovany
pouzitim rekombinantnych bakteridlnych buniek, ma deléciu N-koncového
metioninového zvysku a C17S mutéciu) a Avonex® a Rebif® (ozna&ovany aj ako
interferon B1a, ktoré je glykozylovany, produkovany pouZitim rekombinantnych
cicav€ich buniek) na lie€bu pacientov so sklerézou multiplex a ukazalo sa, Ze su
ucinné aj na zniZovanie rychlosti aktivacie bolesti a viac pacientov ostava bez
aktivacie bolesti dlh$i ¢as v porovnani s pacientmi o$etrovanymi s placebom.
Okrem toho sa zniZuje akumulany pomer nevladnosti (Neurol. 51: 682-689, 1998).

Porovnanie interferonu B1a a B1b vzhfadom na ich $truktaru a funkciu bolo
prezentované vo Pharmaceut. Res. 15:641-649, 1998.

Interferén B je prvou terapeutickou intervenciou, o ktorej sa ukézalo, ze
odstva progresiu sklerézy multiplex vedicu potom k recidivam progresivneho
zapaloveého degenerativneho ochorenia centralneho nervového systému. Avdak
mechanizmus jeho pdsobenia ostava do vefkej miery nejasny. Uk&zalo sa, Ze
interferébn B mé& inhibi¢né ucCinky na proliferaciu leukocytov a na prezentaciu
antigénu. Okrem toho méZe interferon B modulovat profil produkcie cytokinov
smerom k protizapalovému fenotypu. Nakoniec, interferon B moéze redukovat
migraciu T buniek prostrednictvom inhibovania aktivity T-bunkovych matricovych
metaloproteaz. Tieto aktivity pravdepodobne funguju zostladene a zodpovedaiju za
mechanizmus interferonu p v MS (Neurol. 51:682-689, 1998).

Okrem toho sa interferébn B mdZe pouzivat na lietbu osteosarkému,
karcinomu bazélnych buniek, cervikalnej dysplazie, gliomu, akutnej myeloidnej
leukémie, multiplicitného myelému, Hodgkinovej choroby, karcindmu prsnika,
melanému a virusovych infekcii, ako napriklad infekcie papiloma virusom, virusovej
hepatitidy, herpes genitalis, herpes zoster, herpetickej keratitidy, herpes simplex,

virusovej encefalitidy, cytomegalovirusovej pneuménie a infekcie rinovirusom.
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S pouzivanim su&asnych pripravkov interferénu p s spojené rézne vedrajSie
uginky, vratane injekénych vedfajSich reakcii, horGéky, triasky, bolesti svalov,
neuralgickych bolesti klbov a inych symptomov podobnych chripke (Clin.
Therapeutics, 19:883-893, 1997).

Okrem toho 6 az 40 % pacientov vyvija neutralizatné protilatky proti
interferénu B (Int. arch. Allergy Immunol. 118:368-371, 1999). Ukazalo sa, Ze vyvoj
neutralizadnych protilatok proti interferonu B znizuje biologicki odpoved na
interferén B a sposobuje trend poklesu lie€ebného G&inku (Neurol. 50:1266-1272,
1998). Neutralizatné protildtky budu pravdepodobne prekédzat aj terapeutickému
vyuzZitiu interferonu B v spojitosti s lie€bou inych ochoreni (Immunol. Immuther.
39:236-268, 1994).

Vzhfadom na velké mnoZstvo vedlajich G¢inkov siéasnych interferénovych
B produktov, ich spojenie s &astym podavanim injekcii, rizikom vyvoja
neutralizaénych protilatok braniacich poZzadovanému terapeutickému G€inku
interferdnu p a vzhfadom na potencial ziskania optimalnejSich terapeutickych hladin
interferonu B spolu so sprievodnym posilnenim terapeutického ucinku, existuje

zretefna potreba zlep§enych molekul podobnych interferénu .

Podstata vynalezu

Tento vynalez poskytuje zlepSené interferonové B molekuly poskytujuce
jednu alebo viacero z vy$$ie uvedenych poZadovanych uzito€nych vlastnosti.
Konkrétne poskytuje konjugéty, ktoré vykazuju aktivitu interferénu B a obsahuju
najmenej jednu nepolypeptidovii &ast kovalentne spojend s interferénovym P
polypeptidom, ktory obsahuje aminokyselinovi sekvenciu lidiacu sa od amino-
kyselinovej sekvencie divého typu [ludského interferonu B, majuceho amino-
kyselinovii sekvenciu uvedenu ako sekv. &.: 2, aspofi jednym aminokyselinovym
zvy$kom vybranym zo zatleneného alebo odstraneného aminokyselinového zvySku
obsahujaceho pripajaciu skupinu pre nepolypeptidova &ast. Konjugaty podfa
predlozeného vynalezu maja mnoZstvo zlepSenych vlastnosti v porovnani s

fudskym interferonom B, vratane redukovanej imunogénnosti, prediZzeného
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funkéného pol&asu rozpadu in vivo, predlzeného sérového pol&asu rozpadu a/alebo
zvySenej biologickej dostupnosti. Z toho vyplyva, Zze konjugat podfa vynalezu
ponuka mnoZstvo vyhod oproti v su€asnosti dostupnym interferénovym
zligeninam, vratanie predlzenia &asu medzi injekciami, mensieho poétu vedrajsich
uéinkov a/alebo zvySenej ucinnosti v dosledku redukcie protilatok. Okrem toho je
mozné pouzitim konjugatu podfa vynalezu ziskat vy$Sie davky ucinného proteinu a
tym uc&innejSiu terapeuticki odpoved. NavySe pre konjugaty podfa vynélezu bola
demons$trovana vyznamne znizena krizova reaktivita so sérami z pacientov
oSetrovanych v sucasnosti dostupnymi interferonovymi B produktami, ako je
definované nizsie.

Podstatou vynalezu je konjugat, ktory vykazuje aktivitu interferénu p a
obsahuje aspofi prv( nepolypeptidovi €ast kovalentne pripojent na interferénovy B
polypeptid, ktorého aminokyselinova sekvencia sa li§i od sekvencie divého typu
fudského interferénu B aspori jednym zaclenenym a aspoi jednym odstranenym
aminokyselinovym zvySkom obsahujucim pripéjaciu skupinu pre uvedenu prvi
nepolypeptidovu Cast.

V inom uskuto€neni sa vynalez tyka konjugatu vykazujliceho aktivitu
interferonu B a obsahujiceho aspori jednu prvi nepolypeptidova ¢ast konjugovani
s aspofi jednym lyzinovym zvySkom interferénového B polypeptidu, ktorého amino-
kyselinova sekvencia sa lidi od sekvencie divého typu fudského interferénu p aspori
jednym zaclenenym a/alebo aspori jednym odstranenym lyzinovym zvyskom.

V este inom uskutoéneni sa vynalez tyka konjugatu vykazujuceho aktivitu
interferénu B a obsahujticeho aspori jednu prvi nepolypeptidovi &ast konjugovanu
s aspon jednym cysteinovym zvySkom interferénového B polypeptidu, ktorého
aminokyselinova sekvencia sa lidi aspori jednym cysteinovym zvyskom zaélenenym
na poziciu, ktord v divom type fudského interferénu B zaujima aminokyselinovy
zvy3ok exponovany na povrchu.

V este inom uskuto€neni sa vyndlez tyka konjugatu vykazujuceho aktivitu
interferonu B a obsahujuceho aspori jednu prva nepolypeptidovi Gast majacu ako
pripajaciu skupinu kyselinovi skupinu, pricom tato ¢ast je konjugovana aspofi s

jednym zvySkom kyseliny asparagovej alebo kyseliny glutamovej interferénového B
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polypeptidu, ktorého aminokyselinova sekvencia sa li8i od sekvencie diveho typu
ludského interferénu B aspofl jednym zaclenenym a/alebo aspofi jednym
odstranenym zvyskom kyseliny asparagovej alebo kyseliny glutamovej.

V este inom uskutoéneni sa vynalez tyka konjugatu vykazujuceho aktivitu
interferénu B a obsahujiceho aspoii jednu polymérnu molekulu a aspoi jednu
sacharidovi &ast kovalentne pripojené na interferonovy B polypeptid, ktorého
aminokyselinova sekvencia sa lisi od sekvencie divého typu fudského interferonu f:
a) aspof jednym zatlenenym a/alebo aspofi jednym odstranenym amino-
kyselinovym zvyskom obsahujlcim pripajaciu skupinu pre polymérovu molekulu a
b) aspofi jednym zatlenenym alalebo aspofi jednym odstranenym amino-
kyselinovym zvy$kom obsahujlcim pripajaciu skupinu pre sacharidovu Cast,

s podmienkou, Ze ked je pripdjacou skupinou pre polymérnu molekulu cysteinovy
zvysok a sacharidovou Gastou je N-spojena sacharidova Cast, cysteinovy zvySok
nie je zagleneny takym spdsobom, aby zrusil N-glykozylacné miesto.

V este inom uskutodneni sa vynalez tyka konjugatu vykazujiceho aktivitu
interferénu B a obsahujuceho interferonovy B polypeptid, ktorého aminokyselinova
sekvencia sa lidi od sekvencie divého typu fudského interferonu B aspoil jednym
zatlenenym glykozylatnym miestom a dalej konjugat obsahuje aspoil jednu
nePEGylovan( sacharidovu &ast pripojenti na zaglenené glykozylaéné miesto.

V este inom uskutodneni sa vynélez tyka konjugatu vykazujaceho aktivitu
interferénu B a obsahujuceho interferénovy B polypeptid, ktorého aminokyselinova
sekvencia sa li8i od sekvencie divého typu fudského interferénu B v tom, Ze
glykozylaéné miesto sa za€lenilo alebo odstranilo zavedenim alebo odstranenim
aminokyselinového zvy$ku (zvyskov) tvoriaceho ¢ast glykozylatného miesta v
polohe, ktorti v divom type fudského interferénu B zaujima povrchovo exponovany
aminokyselinovy zvy3ok.

V eéte dalSom uskutoéneni sa vynalez tyka konjugéatu vykazujuceho aktivitu
interferénu B a obsahujuceho sacharidovi &ast kovalentne pripojeni na inter-
ferénovy B polypeptid, ktorého aminokyselinova sekvencia sa lidi od sekvencie
divého typu fudského interferonu B aspofi jednym odstranenym glykozylaénym

miestom.
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V este dalSich uskutoCneniach sa vynalez tyka prostriedkov a spdsobov
pripravy konjugéatu alebo interferénového B polypeptidu na pouzitie podfa vynalezu,
vratane pripravy nukleotidovych sekvencii a expresnych vektorov koédujacich
polypeptid, ako aj spbsobov pripravy polypeptidu alebo konjugéatu.

Vo finalnych uskutoéneniach sa vynalez tyka terapeutického prostriedku
obsahujuceho konjugat podfa vynalezu, dalej sa tyka konjugatu alebo prostriedku
podla vynalezu na pouZitie na lieCenie, pouzitia konjugatu alebo prostriedku na
lieCenie alebo na vyrobu lieku na lie€enie ochoreni.

PredloZzena prihlaSka sa odvoldva na mnozstvo publikacii. VSetky su

mienené ako zaClenené do tohto opisu prostrednictvom ich citacie.

Definicie

V kontexte predloZenej prihlaS8ky a vynalezu su aplikované nasledujtice
definicie:

Vyraz "konjugat" (alebo zamenitelne "konjugovany polypeptid") je mieneny
ako oznacenie heterogénnej (v zmysle zloZzeny alebo chimérny) molekuly tvorenej
kovalentnym pripojenim jedného alebo viacerych polypeptidov na jednu alebo
viacero nepolypeptidovych ¢asti. Vyraz kovalentné pripojenie znamena, Ze
polypeptid a nepolypeptidova &ast st spojené bud priamo navzajom kovalentne,
alebo su spojené kovalentne nepriamo prostrednictvom intervenujucej ¢asti alebo
Casti, ako napriklad mostikovej, oddelovacej alebo spojovnikovej &asti (Casti)
pouzitim pripajacej skupiny nachadzajucej sa v polypeptide. Vyhodne je konjugat
rozpustny v relevantnych koncentraciach a podmienkach, tzn. rozpustny vo
fyziologickych tekutinach, ako napriklad v krvi. Priklady konjugovanych polypeptidov
podfa vynalezu zahffiaju glykozylované a/alebo PEGylované polypeptidy. Vyraz
"nekonjugovany polypeptid" mdze byt pouzZity na oznacenie polypeptidovej &asti
konjugatu.

Vyraz "nepolypeptidova ¢ast” je mieneny ako oznagenie molekuly, ktora je
schopna konjugovat s pripajacou skupinou polypeptidu podfa vynalezu. Vyhodné
priklady takejto molekuly zahffiaji polymérové molekuly, sacharidové &asti, lipofilné
zlt€eniny alebo organické derivatizaéné ¢inidla. Ked sa bude pouZivat v kontexte
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konjugatu podfa vynélezu, bude zrejmé, Ze nepolypeptidova Cast je spojena s
polypeptidovou ¢astou konjugatu prostrednictvom pripajacej skupiny polypeptidu.

Vyraz "polymérna molekula" je definovany ako molekula tvorena kovalentnou
vazbou dvoch alebo viacerych monomérov, pricom Ziadny z monomérov nie je .
aminokyselinovym zvy$kom, s vynimkou ked je polymérom fudsky albumin alebo
iny vo vefkom mnozstve sa vyskytujuci plazmaticky protein. Vyraz "polymér" méze
byt pouzivany zamenitefne s vyrazom "polymérna molekula". Vyraz je mieneny tak,
Ze pokryva uhfovodikové molekuly pripojené prostrednictvom in vitro glykozylacie,
tzn. uskutoéfiovanim syntetickej in vitro glykozylacie normalne zahffiajlcej
kovalentné pripajanie uhlovodikovej molekuly na pripajaciu skupinu polypeptidu,
volitefne pouZitim zosietovacieho ¢inidla. Uhlovodikové molekuly pripajané in vivo
glykozylaciou, ako napriklad N- alebo O-glykozylaciou (ako je podrobnejSie opisane
nizSie) s tu oznaCované ako "sacharidové Casti". S vynimkou pripadov, kedy je
pocet nepolypeptidovych ¢asti, ako napriklad polymérnych molekdal alebo
sacharidovych Casti, v konjugate konkrétne uvedeny, kaZzdé odvolanie sa na
"nepolypeptidovi ¢ast" nachadzajicu sa v konjugate alebo inak pouzitd v
predlozenom vynaleze, ma byt oznafenim jednej alebo viacerych nepoly-
peptidovych cCasti, ako napriklad polymérnej molekuly (molekul) alebo
sacharidovych €asti, v konjugate.

Vyraz "pripajacia skupina” je mieneny ako oznalenie aminokyselinovej
zvy$kovej skupiny polypeptidu, ktora je schopné pripojit relevantnd nepolypeptidova
Zast. Napriklad na konjugéaciu polyméru, najméd PEG, je &asto pouzivanou
pripajacou skupinou e-aminokyselinova skupina lyzinu alebo N-koncova amino-
skupina. Iné skupiny na pripajanie polymérov zahffiajd vofni karboxykyselinovu
skupinu (napr. C-koncovy aminokyselinovy zvySok alebo zvySok kyseliny
asparagovej alebo kyseliny glutdmovej), vhodne aktivované karbonylové skupiny,
oxidizované uhfovodikové ¢asti a merkapto skupiny.

Pre in vivo N-glykozylaciu sa vyraz “pripajacia skupina" pouziva
nekonvenénym spdsobom na oznacenie aminokyselinovych zvySkov tvoriacich N-
glykozylatné miesto (so sekvenciou N-X'-S/T/C-X", kde X' znamena amino-
kyselinovy zvySok s vynimkou prolinu, X" znamena aminokyselinovy zvy3ok, ktory
mébzZe, ale nemusi byt identicky s X' a vyhodne nie je prolin, N znamena asparagin
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a S/T/IC znamena bud serin, alebo treonin, alebo cistein, vyhodne serin alebo
treonin a najvyhodnejSie treonin). Hoci je asparaginovy zvySok N-glykozylaéného
miesta zvyS8kom, na ktory sa v priebehu glykozylacie pripaja sacharidova Cast,
takéto pripojenie nie je mozné dosiahnut, ak nie su pritomné iné aminokyselinové
zvySky N-glykozylaéného miesta. Z toho vyplyva, Ze ak je nepolypeptidovou ¢astou
N-pripojena sacharidova &ast, vyraz "aminokyselinovy zvySok obsahujlci pripajaciu
skupinu pre nepolypeptidovi Cast”, ako je pouzivany v spojitosti so zmenami
aminokyselinovej sekvencie rodiCovského polypeptidu, sa ma chapat tak, Ze
aminokyselinové zvy$ky tvoriace N-glykozylaéné miesto sa musia zmenit takym
spésobom, aby sa do aminokyselinovej sekvencie bud zaviedlo N-glykozylatné
miesto, alebo aby sa z tejto sekvencie odstranilo. Pre "O-glykozyla¢né miesto” je
pripajacou skupinou OH-skupina serinového alebo treoninového zvy$ku.

Vyraz "jeden rozdiel" alebo "li§i sa od", ako je pouzivany v spojitosti so
Specifickymi mutaciami, je formulovany tak, aby umoznil uvedenie dal$ich rozdielov
vyskytujucich sa okrem 3Specifikovanej aminokyselinovej rozdielnosti. Napriklad,
okrem odstranenia a/alebo zallenenia aminokyselinovych zvy$kov obsahujlcich
pripajaciu skupinu pre nepolypeptidovu ¢ast, mdze interferébnovy B polypeptid
obsahovat iné substitucie, ktoré nemaji vztah k zac¢leneniu a/alebo odstraneniu
uvedenych aminokyselinovych zvyskov. Vyraz "aspoil jeden", ako je pouZivany v
suvislosti s nepolypeptidovou &astou, aminokyselinovym zvySkom, substiticiou,
atd., je mienené ako oznaéujuci jeden alebo viac. Vyrazy "mutacia" a "substittcia"
sa tu pouzivané zamenitefne.

V predloZenej prihlaske su nazvy aminokyselin a atbmov (napr. CA, CB, CD,
CG, SG, NZ, N, O, C, atd.) pouzivané v sulade s definovanim v Protein DataBank
(PDB) (www.pdb.org), ktoré je =zalozené na IUPAC nomenklatire (IUPAC
Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides (residue names, atom
names e.t.c.), Eur. J. Biochem, 138, 9-37 (1984) spolu s ich opravami v Eur. J.
Biochem., 152, 1 (1985)). CA je niekedy uvadzané ako Ca, CB ako CP. Vyraz
“aminokyselinovy zvy$ok" je mieneny ako oznacenie aminokyselinového zvysku
nachadzajuceho sa v skupine, ktora zahfiia alaninovy (Ala alebo A), cysteinovy
(Cys alebo C) zvySok, zvySok kyseliny asparagovej (Asp alebo D), kyseliny
glutamovej (Glu alebo E), fenylalaninovy (Phe alebo F), glycinovy (Gly alebo G),
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histidinovy (His alebo H), izoleucinovy (lle alebo 1), lyzinovy (Lys alebo K), leucinovy
(Leu alebo L), metioninovy (Met alebo M), asparaginovy (Asn alebo N), prolinovy
(Pro alebo P), glutaminovy (GIn alebo Q), argininovy (Arg alebo R), serinovy (Ser
alebo S), treoninovy (Thr alebo T), valinovy (Val alebo V), tryptofanovy (Trp alebo
W) a tyrozinovy (Tyr alebo Y) zvySok. Nasleduje ilustracia terminolégie pouzivanej
na identifikaciu aminokyselinovych pol6h/substitticii: C17 (oznacuje polohu &. 17, v
ktorej sa nachadza cysteinovy zvySok, v aminokyselinovej sekvencii znazornenej
ako sekv. &. 2). C17S (oznaduje, Ze cysteinovy zvySok v polohe 17 bol nahradeny
serinom). Tu pouzivané &islovanie aminokyselinovych zvySkov je relativne k amino-
kyselinovej sekvencii uvedenej ako sekv. €. 2. "M1del" je pouZivané na oznacenie
delécie metioninového zvySku nachadzajuceho sa v polohe 1. Viacnasobné
substiticie sG ozna¢ované znamienkom "+", napr. R17N+D73T/S znamena amino-
kyselinovi sekvenciu, ktora obsahuje substittciu argininového zvy$ku v polohe 71
asparaginom a substitGciu zvySku kyseliny asparégovej v polohe 73 treoninovym
alebo serinovym zvySkom, vyhodne treoninovym zvySkom. T/S pouZivané tu vo
vztahu k uréitej substitlcii znamena bud T, alebo S zvy3ok, vyhodne T zvy$ok.

Vyraz "nukleotidova sekvencia" je mieneny ako oznaéenie neprerusovaného
retazca dvoch alebo viacerych nukleotidovych molekul. Nukleotidova sekvencia
mbze byt genomického, cDNA, RNA, semisyntetického, syntetického pévodu alebo
kombinovaného povodu.

Vyraz "interferébnova B proteinova sekvenéna rodina" je pouzivany v jeho
beznom vyzname, tzn. na oznacenie skupiny polypeptidov s dostatoCne
homologickymi aminokyselinovymi sekvenciami, aby bolo mozné priradenie
sekvencii, napr. pouziti CLUSTALW programu. Interferénova p sekvenéna rodina je
dostupna napr. z PFAM families, verzia 4.0, alebo mbze byt pripravena pouZzitim
vhodného pocitacového programu, ako napriklad CLUSTALW verzia 1.74 pouzitim
parametrov odliS§nosti (Thompson a dalsi, 1994, CLUSTALW: improving the
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting,
position-specific gap penalties and weight matrix choice, Nucleic Acids Research,
22:4673-4680).

Vyraz "polymerazova retazova reakcia" alebo "PCR" vo v3eobecnosti
oznaduje spésob amplifikacie pozadovanej nukleotidovej sekvencie in vitro, ako je
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to opisané napriklad v US 4683195. Vo vSeobecnosti zahfia PCR metéda
opakovane cykly syntéz predlZovanim primerov pouZitim oligonukieotidovych
primerov schopnych preferenéne hybridizovat s templatovou nukleovou kyselinou.

"Bunka”, "hostitelska bunka", "bunkova linia" a "bunkova kultdra" si tu
pouZivané zamenitefne a vietky tieto vyrazy by mali byt chapané tak, Ze zahffajd
potomstvo vzniknutée pestovanim alebo kultivovanim bunky. "Transforméacia" a
"transfekcia” su pouzivané zamenitefne na oznacenie procesu zavadzania DNA do
bunky.

"Operativne spojeny” oznacuje kovalentné spojenie dvoch alebo viacerych
nukleotidovych sekvencii prostrednictvom enzymatickej ligacie alebo inym
spbsobom v takej vzajomnej konfiguracii, Ze sa mbze uskutoéfiovat normalna
funkcia sekvencii. Napriklad nukleotidova sekvencia kédujica pre-sekvenciu alebo
sekreCnu veducu sekvenciu je operativne spojena s nukleotidovou sekvenciou pre
polypeptid, ak sa exprimuje ako pre-protein, ktory sa podiefa na vyluovani
polypeptidu; prométor alebo zosifoval je operativne spojeny s kodujlicou
sekvenciou, ak ovplyviiuje transkripciu sekvencie; ribozém viazuce miesto je
operativne spojené s kédujicou sekvenciou, ak je umiestnené tak, aby ufah&ovalo
translaciu. Vo vSeobecnosti znamena "operativne spojeny" to, Ze nukleotidové
sekvencie, ktoré si spojené, st kontinudine, a v pripade sekreénej vedicej
sekvencie kontinualne a v Citacom ramci. Spojenie sa uskutoCiiuje ligaciou v
beznych restrikénych miestach. Ak takéto miesta neexistuju, pouzivaju sa syntetické
oligonukleotidove adaptory alebo spojovniky v spojeni so $tandardnymi metédami
rekombinantnej DNA.

Vyraz "zaClenenie" je primarne mieneny ako substitlcia existujaceho amino-
kyselinového zvysku, ale méZe znamenat aj inzerciu dalSieho aminokyselinového
zvysku. Vyraz “odstranenie" je primarne mieneny ako substiticia amino-
kyselinového zvysku, ktory sa ma odstranit inym aminokyselinovym zvy$kom, ale
moze znamenat aj deléciu (bez substitiicie) aminokyselinového zvysku, ktory sa ma
odstranit.

Vyraz "imunogénnost”, ako je pouzZivany v suvislosti s uréitou latkou, je
mieneny ako oznacenie schopnosti latky indukovat odpoved imunitného systému.
Imunitnou odpovedou mdZze byt bunkovo sprostredkovana alebo protilatkovo
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sprostredkovana odpoved (podrobnejsiu definiciu imunogénnosti pozri napr. v Roitt:
Essential Immunology (8. vydanie, Blackwel)). Imunogénnost mdzZe byt stanovena
pouzitim akéhokofvek vhodného sposobu znameho v oblasti, napr. in vivo alebo in
vitro, napr. pouzitim in vitro testu imunogénnosti opisaného nizSie v €asti Materialy
a metoédy. Vyraz “znizena imunogénnost” je mieneny ako oznalenie toho, Ze
konjugét alebo polypeptid podfa predioZeného vynalezu sposobuje meratefne nizsiu
imunitnG odpoved ako referenéna molekula, ako napriklad divy typ fudského
interferénu B, napr. Rebif alebo Avonex, alebo variant divého typu fudského inter-
feronu B, ako napriklad Betaseron, ked sa meria v porovnatefnych podmienkach.
Ked sa tu odvoldvame na komeréne dostupné produkty interferonu B (tzn.
Betaseron, Avonex a Rebif), treba tomu rozumiet tak, Ze to znamena bud
formulovany produkt, alebo interferénovi B polypeptidova €ast produktu (podfa
toho ako je to vhodné). Normalne indikuje zniZzena protilatkova reaktivita (napr.
reaktivita s protilatkami nachadzajlcimi sa v sére pacientov oSetrenych komerénymi
produktami interferénu ) znizend imunogénnost.

Vyraz "funkény in vivo pol€as rozpadu" je pouzivany vo svojom normalnom
vyzname, tzn. &as, v priebehu ktorého sa zachovava 50 % danej funkCnosti poly-
peptidu alebo konjugatu (ako napriklad ¢as, v priebehu ktorého je v tele/ciefovom
organe detegovatelnych este 50 % biologickej aktivity polypeptidu alebo konjugatu,
alebo &as, v priebehu ktorého aktivita polypeptidu alebo konjugatu predstavuje 50
% pocéiatoénej hodnoty). Ako alternativu k stanovovaniu funkéného in vivo pol¢asu
rozpadu je mozné stanovovat "sérovy pol&as rozpadu®, tzn. €as, v priebehu ktorého
cirkuluje v plazme alebo krvnom riegiti 50 % polypeptidovych alebo konjugéatovych
molekul, pred tym, ako sa odstrania. Stanovovanie sérového poléasu rozpadu je
&asto jednoduchsie ako stanovovanie funkéného in vivo pol€asu rozpadu a hodnota
sérového pol&asu rozpadu je zvycajne dobrou indikaciou hodnoty funkéného in vivo
poldasu rozpadu. Alternativne vyrazy sérového polasu rozpadu zahffiaju
"plazmaticky poléas rozpadu", "obehovy pol€as rozpadu”, "odstranenie zo sera”,
"odstranenie z plazmy" a "pol¢as odstranenia". Funkénost, ktora sa ma zachovavat,
je normalne vybrana z protivirusovej, protiproliferativnej, imunomodulaénej alebo

receptor viazucej aktivity. Funkény in vivo pol&as rozpadu a sérovy pol€as rozpadu
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sa mbzu stanovovat akymkofvek vhodnym spésobom znamym v oblasti, ako je
podrobne diskutované v nizSie uvedenej ¢asti Materialy a metody.

Polypeptid alebo konjugat sa normélne odstrariuju pésobenim jedného alebo
viacerych retikuloendotelidlnych systémov (RES), obli¢iek, sleziny alebo peéene
alebo 3pecifickou alebo neSpecifickou proteolyzou. Odstrafiovanie uskutoéiujlce
sa oblickami m6ze byt oznaCovane aj ako "obliCkové odstrafiovanie” a uskutoCiuje
sa napr. glomerularnou filtraciou, tubularnym vylu€ovanim alebo tubularnou
eliminaciou. Normalne odstrafiovanie zavisi na fyzikalnych vlastnostiach konjugatu
zahfiajuc molekulovi hmotnost, velkost (priemer) (vo vztahu k hranici
glomerularne;j filtracie), naboj, symetriu, tvar/stalost, pripojené uhfovodikové retazce
a pritomnost bunkovych receptorov pre protein. Molekulovd hmotnost 67 kDa je
povaZzovana za délezitt hraniéni hodnotu obli€kového odstrafiovania.

Znizenie odstrafiovania oblickami sa méze stanovovat akymkofvek vhodnym
testom, napr. zavedenym in vivo testom. Typicky sa odstrafovanie oblickami
determinuje podavanim znaCeného (napr. radioaktivne znaceného alebo
fluorescenéne zna¢eného) polypeptidového konjugatu pacientovi a meranim aktivity
znaCky v modi odobranom pacientovi. ZniZenie odstrafiovania oblickami sa
stanovuje vo vztahu ku zodpovedajucemu nekonjugovanému polypeptidu alebo
nekonjugovanému zodpovedajucemu divému typu polypeptidu alebo komerénému
interferénovému B produktu v porovnatefnych podmienkach.

Vyraz "predizeny”, ako sa pouziva vo vztahu k funkénému in vivo pol&asu
rozpadu alebo sérovému polasu rozpadu, sa pouziva na oznaéenie toho, Ze
relevantny pol¢as rozpadu konjugatu alebo polypeptidu je Statisticky vyznamne
dih&i v porovnani s referenénou molekulou, ako napriklad nekonjugovanym divym
typom fudského interferénu B (napr. Avonex alebo Rebif) alebo nekonjugovanym
variantom fudského interferonu B (napr. Beraseron), pri stanovovani v
porovnatelnych podmienkach.

Vyraz "znizena imunogénnost a/alebo predlzeny funkény in vivo poléas
rozpadu a/alebo prediZzeny sérovy poléas rozpadu” ma byt chapany ako pokryvajlci
jednu, dve alebo vSetky tieto vlastnosti. Vyhodne ma konjugat alebo polypeptid
podfa vyndlezu aspofi dve z tychto viastnosti, tzn. znizeni imunogénnost a

predizeny funkény in vivo poléas rozpadu, zniZend imunogénnost a predizeny
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sérovy poléas rozpadu alebo predizeny funkény in vivo pol&as rozpadu a predlZeny
sérovy poléas rozpadu. NajvyhodnejSie ma konjugat alebo polypeptid podfa
vynalezu vSetky tieto viastnosti.

Vyraz "vykazujaci aktivitu interferonu p" je mieneny ako oznacenie toho, ze
polypeptid alebo konjugat méa jednu alebo viacero funkcii prirodzeného interferonu
B, najma fudského divého typu interferonu B s aminokyselinovou sekvenciou
uvedenou ako sekv. &.:2 (ktora je zrelou sekvenciou), ktory sa volitefne exprimuje v
glykozylujucej hostitelskej bunke, alebo komeréne dostupnych produktov
interferonu B. Takéto funkcie zahfiiaji schopnost viazat sa na interferonovy
receptor, ktory je schopny viazat interferén p a iniciovat vnatrobunkovu signalizaciu
z receptora, najméa na interferénovy receptor typu | pozostavaijlci z receptorovych
podjednotiek IFNAR-2 a IFNAR-1 (Domanski a dal§i, The Journal of Biological
Chemistry, zv. 273, €. 6, str. 3144-3147, 1998, Mogensen a dal$i, Journal of
Interferon and Cytokine Research, 19: 1069-1098, 1999), a protivirusovu, proti-
proliferativnu alebo imunomodulaén( aktivitu (ktoré m6zu byt stanovované pouzitim
testov znamych v oblasti (napr. testov citovanych v nasledujicom opise)). Aktivita
interfer6nu B sa mo6ze testovat sp6sobmi znamymi v oblasti, ktoré st ilustrované v
nizSie uvedenej ¢asti Materialy a metody.

Polypeptid alebo konjugat "vykazujuci" alebo "majaci” aktivitu interferénu p je
povaZovany za majuci takato aktivitu, ked vykazuje meratelna funkciu, napr.
meratefn( receptor viazucu a stimulujicu aktivitu (napr. pri stanovovani primarnym
alebo sekundarnym testom opisanymi v Casti Materidly a metody). Polypeptid
vykazujuci aktivitu interferénu B tu méze byt oznadeny aj ako "interferbnova p
molekula" alebo "interferénovy B polypeptid". Vyraz "interferonovy p polypeptid" je
tu primarne pouzivany vo vztahu k modifikovanym polypeptidom podfa vynalezu
(majucim zallenené alebo odstranené pripajacie skupiny pre relevantné
nepolypeptidoveé &asti).

Vyraz "rodiCovsky interferon B" je mieneny ako oznacenie vychodiskovej
molekuly, ktorA sa ma vylepSovat v sllade s predioZzenym vynalezom. Hoci
rodi¢ovsky interferén p méze byt akéhokolvek povodu, ako naprikiad pévodom zo

stavovcov alebo cicavcov (napr. akéhokolvek povodu podla definicie vo WO
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00/23472), vyhodne je rodiCovskym interferonom B divy typ fudského interferénu p
so sekv. €. 2 alebo jeho variant. "Variant" je polypeptid, ktory sa [i8i jednym alebo
viacerymi aminokyselinovymi zvySkami od rodi¢ovského polypeptidu, normaine 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 alebo 15 aminokyselinovymi zvySkami. Priklady
divého typu fudského interferonu B zahffiaji polypeptidovi East Avonexu alebo
Rebifu. Prikladom variantu rodi¢ovského interferénu B je Betaseron. Alternativne
moézZe rodi¢ovsky interferénovy B polypeptid obsahovat aminokyselinovld sekvenciu,
ktord je hybridnou molekulou medzi interferonom B a inym homologickym
polypeptidom, ako napriklad interferbnom a, volitelne obsahujuc jednu alebo
viacero dalSich substitucii zavedenych do hybridnej molekuly. Takato hybridna
molekula méze obsahovat aminokyselinovi sekvenciu, ktordA sa od amino-
kyselinovej sekvencie oznaCenej ako sekv. €. 2 li8i viac ako 10 aminokyselinovymi
zvySkami. Aby bola hybridna molekula uzitocna v predloZzenom vynaleze, vykazuje
aktivitu interferénu B (napr. pri stanovovani sekundarnym testom opisanym v &asti
Materialy a metody).

Vyraz "funkéné miesto”, ako je pouzivany v suvislosti s polypeptidom alebo
konjugatom podfa vynalezu, je mieneny ako oznadenie jedného alebo viacerych
aminokyselinovych zvyskov, ktoré si nevyhnutné alebo sa inak podiefaju na funkcii
alebo vykone interferonu p, takZe st "lokalizované” vo funkénom mieste. Funk&nym
miestom je napr. receptor viazuce miesto a je ho mozné stanovit spésobmi
znamymi v oblasti, vyhodne analyzou Struktiry polypeptidu v komplexe s |
relevantnym receptorom, ako napriklad interferénovym receptorom typu |
pozostavajucim z IFNAR-1 a IFNAR-2.

Konjugét podfa vynalezu

Ako je uvedene vysSie, podstatou vynalezu je konjugat vykazujuci aktivitu
interferébnu B a obsahujuci aspofi jednu prvii nepolypeptidovi &ast kovalentne
pripojenu na interferénovy B polypeptid, ktorého aminokyselinova sekvencia sa lisi
od sekvencie divého typu fudského interferénu B aspofi jednym zaélenenym a
aspof jednym odstranenym aminokyselinovym zvy$kom obsahujiucim pripajaciu
skupinu pre uvedent prvi nepolypeptidovu East.
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Odstranenim a/alebo zaélenenim aminokyselinovych zvy$kov obsahujtcich
pripajaciu skupinu pre nepolypeptidovi &ast je mozné Specificky adaptovat
polypeptid tak, aby vznikla molekula nachyinejSia na konjugaciu s vybranou
nepolypeptidovou &astou na optimalizaciu konjugacného vzoru (napr. na zaistenie
optimalnej distribcie nepolypeptidovych ¢asti na povrchu interferonovej f molekuly,
a tym napr. uéinne zatienit epitopy a iné povrchové Casti polypeptidu bez
vyznamného ovplyvnenia jej funkcie). Napriklad zaglenenim pripajacich skupin sa
interferonovy B polypeptid posiini alebo inym spoésobom zmeni ¢o do obsahu
$pecifickych aminokyselinovych zvySkov, na ktoré sa viaze relevantna
nepolypeptidova &ast, &im sa dosiahne uginna, Specificka a/alebo extenzivna
konjugacia. Odstranenim jednej alebo viacerych pripajacich skupin je mozné
zabranit konjugacii s nepolypeptidovou &astou v oblastiach polypeptidu, v ktorych
by bola takato konjugacia nevyhodna, napr. s aminokyselinovym zvysSkom
umiestnenym vo funkénom mieste polypeptidu (kedze vysledkom konjugacie v
takomto mieste by mohla byt inaktivacia alebo zniZenie interferonovej B aktivity
vysiedného konjugatu v désledku poSkodenia rozoznavania receptora). Dalej méze
byt vyhodné odstréanit pripajaciu skupinu umiestnenu v blizkosti inej pripajacej
skupiny, aby sa zabranilo heterogénnej konjugécii takychto skupin.

Bude zrejmé, Ze aminokyselinovy zvySok obsahujuci pripajaciu skupinu pre
nepolypeptidovu &ast, ktory sa ma bud odstranit, alebo zallenit, je vybrany na
zaklade povahy nepolypeptidovej &asti a vo vacsine pripadov na zéklade pouZitého
sposobu konjugacie. Napriklad, ked je nepolypeptidovou Castou polymérova
molekula, ako napriklad polyetylénglykol alebo molekula odvodena od polyalkylén-
oxidu, aminokyselinové zvysky schopné fungovat ako pripajacie skupiny mézu byt
vybrané zo skupiny obsahujicej lyzin, cystein, kyselinu asparagovu, kyselinu
glutdmovu a arginin. Ked je nepolypeptidovu &astou sacharidova ¢ast, pripajacou
skupinou je in vivo glykozyla&né miesto, vyhodne N-glykozylacné miesto.

Kedykolvek sa ma pripajacia skupina pre nepolypeptidova Cast zaclenit
alebo odstranit z interferonového B polypeptidu podfa predloZeného vynélezu, je
poloha interferénového B polypeptidu, ktord sa méa modifikovat, bezne selektovana

nasledovne:
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Poloha je vyhodne umiestnena na povrchu interferénového 8 polypeptidu a
vyhodnejSie sa v nej nachadza aminokyselinovy zvySok, ktory ma viac ako 25 %
svojho boéného retazca vystavenych rozpustadiu, vyhodne ma viac ako 50 %
svojho boéného retazca vystavenych rozpustadiu. Takéto polohy boli identifikované
na zaklade trojrozmernej analyzy Struktary fudskej interferénovej p molekuly, ako je
opisana nizsie v ¢asti Materialy a metody.

Alternativne alebo okrem toho sa poloha, ktora sa ma modifikovat,
identifikuje na zaklade analyzy interferonovej B proteinovej sekvenénej rodiny.
Konkrétnejsie, polohou, ktora sa ma modifikovat, méze byt pozicia, ktoru v jedom
alebo viacerych €lenoch rodiny liSiacich sa od rodi¢ovského interferonu p zaujima
aminokyselinovy zvySok obsahujici relevantni pripajaciu skupinu (ked sa takyto
aminokyselinovy zvySok ma zaclenit), alebo ktor( v rodiCovskom interferone B, ale
nie v jednom alebo viacerych inych €lenoch rodiny, zaujima aminokyselinovy
zvySok obsahujuci relevantni pripajaciu skupinu (ked sa takyto aminokyselinovy
zvySok ma odstranit).

Aby sa stanovila optimalna distribacia pripajacich skupin, vypocitava sa
vzdialenost medzi aminokyselinovymi zvy$kami lokalizovanymi na povrchu
interferonovej B molekuly na zéklade 3D Struktury interferonového B polypeptidu.
KonkrétnejSie, stanovuje sa vzdialenost medzi CB’s aminokyselinovych zvy$kov
obsahujucich takéto pripajacie skupiny alebo vzdialenost medzi funkénou skupinou
(NZ pre lyzin, CG pre kyselinu asparagovi, CD pre kyselinu glutdmovi, SG pre
cystein) jedného a CB druhého aminokyselinového zvy$ku obsahujlticeho pripajaciu
skupinu. V pripade glycinu sa pouZiva CA namiesto CB. V interferénovej B
polypeptidovej Casti konjugatu podla vynalezu je akakofvek z uvedenych
vzdialenosti vyhodne véacsia ako 8 A, vyhodnejsie vaésia ako 10 A, aby sa zabranilo
heterogénnej konjugacii, alebo aby sa tato redukoval.

Okrem toho sa v interferobnovej B polypeptidovej Casti konjugatu podfa
vynalezu pripajacie skupiny lokalizované v receptor viazucom mieste interferonu p
vyhodne odstrafiovali, vyhodne substiticiou aminokyselinovym zvy$kom

obsahujucim takuto skupinu.
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Este dalSim vSeobecne aplikovatefnym pristupom na modifikaciu
interferonového B polypeptidu je zatienenie, a tym zni¢enie alebo iné inaktivovanie
epitopu nachadzajuceho sa v rodiCovskom interferone B, konjugaciou s
nepolypeptidovou ¢astou. Epitopy fudského interferonu B je mozné identifikovat
pouzitim spésobov znamych v oblasti, znamych aj ako epitopové mapovanie, pozri
napr. Romagnoli a dal$i, J. Biol. Chem., 1999, 380(5):553-9; DeLisser HM, Methods
Mol. Biol., 1999, 96:11-20; Van de Water a dalsi, Clin. Immunol. immunopathol.,
1997, 85(3):229-35, Saint-Remy JM, Toxicology, 1997, 119(1):77-81 a Lane DP a
Stephen CW, Curr. Opin. Immunol., 1993, 5(2):268-71. Jednym spdsobom je
vytvorenie fagovej displejovej kniznice exprimujucej nahodné oligopeptidy dihé
napr. 9 aminokyselinovych zvySkov. IgG1 protilatky zo Specifickych antisér proti
fudskému interferbnu B sa purifikujd imunoprecipitaciou a reaktivne fagy sa
identifikuji imunoblotingom. Sekvenovanim DNA purifikovanych reaktivnych fagov
je mozné stanovit sekvenciu oligopeptidu a potom nasleduje lokalizacia tejto
sekvencie v 3D S§trukture interferonu p. Alternativhe je mozné identifikovat epitopy
spésobom opisanym v US 5041376. Takto identifikovana oblast Struktary tvori
epitop, ktory potom mdzZe byt vybrany ako ciefova oblast na zadlenenie pripajacej
skupiny pre nepolypeptidovi ¢ast. Vyhodne sa aspon jeden epitop, ako naprikiad
dva, tri alebo S$tyri epitopy, fudského rekombinantného interferénu (volitefne
obsahujiceho C17S mutaciu) zatiefiuja nepolypeptidovou &astou podfa
prediozeného vynalezu. Z toho vyplyva, Ze v jednom uskutoéneni ma konjugat
podfa vynalezu aspoii jeden zatieneny epitop v porovnani s divym typom fudského
interferénu B, volitefne obsahujiceho C17S mutaciu, vratane ktoréhokofvek
komeréne dostupného interferénu B. Vyhodne obsahuje konjugat podfa vynélezu
polypeptid, ktory je modifikovany tak, aby bol zatieneny epitop lokalizovany v
blizkosti aminokyselinového zvy$ku Q49 a/alebo F111. To je mozné uskutonit
zaclenenim prip4jacej skupiny pre nepolypeptidova €ast do polohy lokalizovanej v
blizkosti (tzn. v ramci 4 aminokyselinovych zvySkov v primarnej sekvencii alebo v
ramci 10 A v terciarnej sekvencii) Q49 a/alebo F111. Vzdialenost 10 A je merana
medzi CB’'s (CA’s v pripade glycinu). Takéto Specifické zaclefiovania su opisané v

nasledujucich &astiach.
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V pripade odstrafovania pripajacej skupiny sa relevantny aminokyselinovy
zvySok, obsahujuci takuto skupinu a zaujimajuci vyssie definovanu polohu, vyhodne
substituuje odliSnym aminokyselinovym zvySkom, ktory neobsahuje pripajaciu
skupinu pre dant nepolypeptidovu ¢ast.

V pripade zaclehovania pripajacej skupiny sa aminokyselinovy zvySok
obsahujuci takato skupinu zavadza do tejto polohy vyhodne substiticiou amino-
kyselinoveho zvySku zaujimajtceho uvedent polohu.

Presny pocet pripajacich skupin pristupnych na konjugaciu a nachadzajucich
sa v interferonovom P polypeptide je zavisly na poZzadovanom Gcinku, ktory sa ma
dosiahnut konjugaciou. Uginok, ktory sa ma dosiahnut, zavisi napr. na povahe a
stupni konjugacie (napr. identita nepolypeptidovej Casti, poCet nepolypeptidovych
Casti, ktoré je Zelatelné alebo mozné konjugovat s polypeptidom, kde maji byt
konjugované, alebo kde sa méa zabranit konjugacii, atd.). Napriklad, ak je Zelatelna
znizena imunogénnost, pocet (a lokalizacia) pripajacich skupin by mal byt
dostatony na zatienenie vacSiny alebo vSetkych epitopov. To sa normalne
dosiahne, ked sa zatieni v&&si podiel interferonového B polypeptidu. Uginné
zatienenie epitopov sa normalne ziska, ked je po&et pripajacich skupin dostupnych
na konjugaciu v rozsahu 1 az 10 pripajacich skupin, najma v rozsahu 2 az 8, ako
napriklad 3 az 7.

Funkény in vivo polas rozpadu zavisi i.a. na molekulovej hmotnosti
konjugatu a pocte pripajacich skupin potrebnych na poskytnutie prediZeného
polCasu rozpadu, takZe zavisi na molekulovej hmotnosti danej nepolypeptidovej
Gasti. V jednom uskutoéneni ma konjugéat podfa vynalezu molekulovd hmotnost
asponl 67 kDa, vyhodne aspori 70 kDa, podlfa merania SDS-PAGE v sulade s
Laemmli, U.K., Nature zv. 227 (1970), str. 680-85. Molekulova hmotnost interfer6nu
B je priblizne 20 kDa, takze na ziskanie pozadovaného Géinku je potrebnych dalsich
priblizne 50 kDa. Tie je mozné poskytnit napr. piatimi 10kDa PEG molekulami
alebo inym, tu opisanym, sp6sobom.

Aby sa zabranilo prilisnému poskodeniu Struktiry a funkcie rodicovskej
fudskej interferonovej B molekuly, celkovy poget aminokyselinovych zvyskov, ktoré
sa maju menit v stlade s predlozenym vynalezom (v porovnani s aminokyselinovou
sekvenciou oznaCenou ako sekv. &. 2), typicky nepresahuje 15. Vyhodne zahffia
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interferonovy B polypeptid aminokyselinovi sekvenciu, ktora sa li§i 1 az 15
aminokyselinovymi zvy$kami od aminokyselinovej sekvencie oznacenej ako sekv. .
2, ako napriklad 1 az 8 alebo 2 aZ 8 aminokyselinovymi zvy$kami, napr. 1 az 5
alebo 2 az 5 aminokyselinovymi zvy$kami, od aminokyselinovej sekvencie
oznaéenej ako sekv. €. 2. Takze normalne obsahuje interferonovy B polypeptid
aminokyselinovu sekvenciu, ktora sa li§i od aminokyselinovej sekvencie oznacenej
akosekv.&.21,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 alebo 15 aminokyselinovymi
zvy$kami. Vyhodne vy3sie uvedené ¢&isla predstavuju bud celkovy pocet
zadlenenych alebo celkovy poget odstranenych aminokyselinovych zvySkov
obsahujucich pripajaciu skupinu pre relevantni nepolypeptidovu &ast, alebo celkovy
potet zadlenenych a odstranenych aminokyselinovych zvy$kov obsahujicich
uvedenu skupinu.

V konjugate podlfa vynalezu je vyhodné, ak je aspofi ku 50 % vsetkych
konjugovatefnych skupin, ako napriklad ku aspofi 80 % a vyhodne, ak su ku
vietkym takymto skupinam pripojené relevantné nepolypeptidové Casti. Z toho
vyplyva, Ze vo vyhodnom uskuto&neni konjugat podfa vynélezu obsahuje napr. 1az
10 nepolypeptidovych &asti, ako napriklad 2 aZ 8 alebo 3 az 6.

Konjugat podfa vynalezu ma jednu alebo viacero z nasledujucich zlep$enych
vlastnosti:

- zniZent imunogénnost v porovnani s divym typom fudského interferénu p
(napr. Avonexom alebo Rebifom) alebo s Betaseronom, napr. zniZzenie o aspoi 25
%, ako napriklad o aspoii 50 % a vyhodnejSie o aspoii 75 %;

- predizeny funk&ny in vivo pol&as rozpadu a/alebo predizeny sérovy poléas
rozpadu v porovnani s divym typom fudského interferénu B (napr. Avonexom alebo
Rebifom) alebo Betaseronom;

- redukovanu alebo Ziadnu reakciu s neutralizaénymi protilatkami od
pacientov o$etrovanych s divym typom fudského interferénu p (napr. Rebifom alebo
Avonexom) alebo s Betaseronom, napr. redukcia neutralizacie o aspoi 25 %, ako
~ napriklad o aspori 50 % a vyhodne o aspofi 70 %;

- hodnota protivirusovej aktivity konjugatu podfa vynalezu nemusi byt

kriticka, takze je zniZzena (napr. aZ o 75 %) alebo zvySena (napr. o aspoi 5 %)
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alebo rovnaka, ako aktivita divého typu fudského interferénu B (napr. Avonexu
alebo Rebifu) alebo Betaseronu;

- okrem toho sa stupef protivirusovej aktivity v porovnani s proti-
proliferativnou aktivitou konjugatu podfa vynalezu méze menit, takze mbze byt

vy$8i, niZsi alebo rovnaky ako pri divom type fudského interferénu p.

Konjugat podfa vynalezu, v ktorom je nepolypeptidovou ¢astou molekula majlca
lyzin ako pripajaciu skupinu

Vo vyhodnom uskutoéneni ma prva nepolypeptidova €ast ako pripajaciu
skupinu lyzin, a tak obsahuje interferénovy B polypeptid aminokyselinovi sekvenciu,
ktora sa li§i od sekvencie divého typu [ludského interferénu B aspoii jednym
zaClenenym al/alebo aspoii jednym odstranenym lyzinovym zvy$kom. Hoci
nepolypeptidovou Castou mdze byt ktorakolvek z Easti viazucich sa na lyzinovy
zvy$ok, napr. na jeho e-aminoskupinu, ako napriklad polymérna molekula, lipofilna
skupina, organické derivatizacné €inidlo alebo uhfovodikova &ast, vyhodne je fiou
ktorakofvek z polymérnych molekdl uvedenych v €asti s nazvom "Konjugacia s
polymérnou molekulou”, najméa rozvetveny alebo linearny PEG alebo polyalkylén-
oxid. NajvyhodnejSie je polymérnou molekulou PEG a aktivovanou molekulou na
pouZitie na konjugéaciu je SS-PEG, NPC-PEG, aldehyd-PEG, mPEG-SPA, mPEG-
SCM, mPEG-BTC od Shearwater Polymers, Inc., SC-PEG od Enzon, Inc.,
trezylovany mPEG, ako je opisany v US 5880255 alebo oxykarbonyl-oxy-N-
dikarboxyimid-PEG (US 5122614). Normalne mé& nepolypeptidovd &ast na
konjugaciu s lyzinovym zvy$kom molekulovi hmotnost priblizne 5 alebo 10 kDa.

V jednom uskutoneni sa aminokyselinovd sekvencia interferénového B
polypeptidu lii od sekvencie fudského divého typu interferénu B aspori jednym
odstranenym lyzinovym zvySkom, ako napriklad 1 az 5 odstranenymi lyzinovymi
zvySkami, najméa 1 aZ 4 alebo 1 az 3 odstranenymi lyzinovymi zvy$kami. Lyzinovy
zvysok (zvySky), ktory sa ma odstranit, vyhodne zamenou, je vybrany zo skupiny
pozostavajlcej z K19, K33, K45, K52, K99, K105, K108, K115, K123, K134 a K136.
Lyzinovy zvySok (zvySky) sa mbéze nahradit akymkofvek aminokyselinovym
zvySkom, ale vyhodne sa nahradza argininovym alebo glutaminovym zvyskom, aby
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vznikol minimalny Strukturalny rozdiel. Konkrétne méze byt polypeptidovou Castou
Cast, v ktorej bol K19, K45, K52 a/alebo K123, vyhodne K19, K45 a/alebo K123
nahradeny ktorymkofvek inym aminokyselinovym zvyskom, vyhodne argininom
alebo glutaminom. Interferénova B polypeptidova &ast konjugatu podfa vynalezu
obsahuje napriklad kombinaciu aminokyselinovych substitacii vybranych z
nasledujuceho zoznamu:

K19R+K45R+K123R;

K19Q+K45R+K123R;

K19R+K45Q+K123R;

K19R+K45R+K123Q;

K19Q+K45Q+K123R;

K19R+K45Q+K123Q;

K19Q+K45R+K123Q;

K19Q+K45Q+K123Q;

K45R+K123R;

K45Q+K123R;

K45Q+K123Q;

K45R+K123Q;

K19R+K123R;

K19Q+K123R;

K19R+K123Q;

K19Q+K123Q;

K19R+K45R;

K19Q+K45R;

K19R+K45Q alebo

K19Q+K45Q.

Okrem toho alebo ako alternativa k aminokyselinovym substiticiam
uvedenym vy3$ie v zozname, mdze polypeptidova Cast zahffiat aspofi jednu
substiticiu vybrani zo skupiny obsahujucej K33R, K33Q, K52R, K52Q, K9OSR,
K99Q, K105R, K105Q, K108R, K108Q, K115R, K115Q, K134R, K134Q, K136R a
K136Q, napr. aspoii jednu z nasledujucich substitucii:

K52R+K134R;
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K99R+K136R;

K33R+K105R+K136R;
K52R+K108R+K134R;
K99R+K115R+K136R;
K19R+K33R+K45R+K123R;
K19R+K45R+K52R+K123R;
K19R+K33R+K45R+K52R+K123R alebo
K19R+K45R+K52R+K99R+K123R.

V dalSom uskutoineni sa aminokyselinova sekvencia interferénového P
polypeptidu li§i od sekvencie oznaéenej ako sekv. €. 2 v tom, Ze bol zacleneny
lyzinovy zvySok substiticiou aspofi jedného aminokyselinového zvysku
nachéadzajliceho sa v polohe, ktori v rodi¢ovskej interferénovej B molekule zaujima
aminokyselinovy zvySok vystaveny na povrchu, vyhodne aminokyselinovy zvySok
majuci aspon 25 %, ako napriklad aspofi 50 % svojho boéného retazca,
vystavenych na povrchu. Vyhodne je aminokyselinovy zvy$ok, ktory sa ma
substituovat, vybrany zo skupiny obsahujicej N4, F8, L9, R11, S12, F15, Q16,
Q18, L20, W22, Q23, G26, R27, L28, E29, Y30, L32, R35, M36, N37, D39, P41,
E42, E43, L47, Q48, Q49, T58, Q64, N65, F67, A68, R71, Q72, D73, S75, S76,
G78, N80, E81, 183, E85, N86, A89, N90, Y92, H93, H97, T100, L102, E103, L1086,
E107, E109, D110, F111, R113, G114, L116, M117, L120, H121, R124, G127,
R128, L130, H131, E137, Y138, H140, 1145, R147, V148, E149, R152, Y155, F156,
N158, R1569, G162, Y163, R165 a N166 sekvencie ¢. 2.

VyhodnejSie sa aminokyselinova sekvencia interferénového p polypeptidu lisi
od aminokyselinovej sekvencie oznagenej ako sekv. €. 2 v tom, Ze lyzinovy zvy$ok
bol zaCleneny substiticiou aspori jedného aminokyselinového zvysku
naché&dzajiceho sa v polohe vybranej zo skupiny, ktord zahfia N4, F8, L9, R11,
S12, G26, R27, E29, R35, N37, D39, E42, L47, Q48, Q49, A68, R71, Q72, D73,
S75, G78, N80, E85, N86, A89, Y92, H93, D110, F111, R113, L116, H121, R124,
G127, R128, R147, V148, Y155, N158, R159, G162 a R165, vyhodnejsie zo
skupiny, ktora zahifia N4, R11, G26, R27, Q48, Q49, R71, D73, S75, N80, ES85,
A89, Y92, H93, F111, R113, L116, R124, G127, R128, Y155, N158 a G162, a este
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vyhodnejsie zo skupiny obsahujucej R11, Q49, R71, S75, N80, E85, A89, H93,
F111, R113, L116 a Y155, a najvyhodnejdie Q49 a F111.

V stlade s tymto uskutodnenim obsahuje interferonovy B polypeptid
substiticiu na lyzin v jednej alebo viacerych vyssie uvedenych polohach, konkrétne
v 1 az 15, ako napriklad 1 aZ 8 alebo 1 az 15, a vyhodne aspofi v dvoch polohach,
ako napriklad 2 az 8 alebo 2 az 5 polohach.

V dalsom uskuto&neni sa aminokyselinova sekvencia interferonovej B poly-
peptidovej Gasti konjugatu li§i aspori jednym odstranenym a aspofi jednym
zadlenenym lyzinovym zvyskom, ako napriklad 1 az 5 alebo 2 az 5 odstranenymi
lyzinovymi zvy3kami a 1 aZ 5 alebo 2 az § zaglenenymi lyzinovymi zvy$kami. Bude
zrejmé, Ze lyzinové zvysky, ktoré sa majd odstranit a zaclenit, st vyhodne vyberané
zo zvy$kov opisanych v tejto Casti.

V stlade s tymto uskutocnenim vynalezu je celkovy pocet konjugovatefnych
lyzinovych zvySkov vyhodne v rozsahu 1 az 10, ako napriklad 2 az 8 alebo 3 az7.

Napriklad, interferénova P polypeptidovad ¢&ast konjugatu podra tohto
uskutoénenia méze obsahovat aspoii jednu z nasledujicich substiticii: R11K,
Q48K, Q49K, R71K, S75K, N8OK, E85K, A89K, HI3K, F111K, R113K, L116K a
Y155K; vyhodnejdie R11K, Q49K, R71K, S75K, N80K, E85K, A89K, HO3K, F111K,
R113K, L116K a Y155K, v kombinacii s aspof jednou zo substitdcii: K19R/Q,
K33R/Q, K45R/Q, K52R/Q, K99R/Q, K105R/Q, K108R/Q, K115R/Q, K123R/Q,
K134R/Q a K136R/Q, kde R/Q oznaduje substituciu na R alebo Q zvy$ok, vyhodne
na R zvy3ok. VyhodnejSie interferonovy B polypeptid obsahuje aspo jednu z
nasledujacich substitucii: R11K, Q49K, R71K, S75K, N80K, E85K, A89K, HI3K,
F111K, R113K, L116K a Y155K, najma Q49K, F111K a/alebo N80K, v kombinacii s
aspofi jednou substiticiou K19, K45, K52 afalebo K123 na R alebo Y zvy$ok.
Interferonovy B polypeptid obsahuje najma aspoft jednu zo substitacii Q49K, F1 11K
a N80K v kombinacii s aspoi jednou zo substiticii uvedenych vysSie na
odstrafiovanie lyzinového zvysku. Interferonovy B polypeptid méze obsahovat
naprikiad nasledujice substitucie:

Y+Z+K19R+K45R+K123R;
Y+Z+K19Q+K45R+K123R;



-25.

Y+Z+K19R+K45Q+K123R;

Y+Z+K19R+K45R+K123Q;

Y+Z+K19Q+K45Q+K123R;

Y+Z+K19R+K45Q+K123Q;

Y+Z+K19Q+K45R+K123Q;

Y+Z+K19Q+K45Q+K123Q;

Y+Z+K45R+K123R;

Y+Z+K45Q+K123R;

Y+Z+K45Q+K123Q;

Y+Z+K45R+K123Q;

Y+Z+K19R+K123R;

Y+Z+K19Q+K123R;

Y+Z+K19R+K123Q;

Y+Z+K19Q+K123Q;

Y+Z+K19R+K45R,;

Y+Z+K19Q+K45R;

Y+Z+K19R+K45Q alebo

Y+Z+K19Q+K45Q,

kde Y je vybrané zo skupiny pozostavajicej z Q49K, F111K, N8OK, Q49K+F111K,

Q49K+N80K, F111K+N80K a Q49K+F11K+N80OK a Z chyba alebo zahffia aspori

jednu substiticiu vybrani zo skupiny obsahujucej K33R, K33Q, K52R, K52Q,

K99R, K99Q, K105R, K105Q, K108R, K108Q, K115R, K115Q, K134R, K134Q,

K136R a K136Q. Vyhodne interferonovy B polypeptid obsahuje nasledujicu

substiticiu: Y+Z+K19R+K45Q+K123R, kde Y a Z maiju vysSie uvedeny vyznam.
KonkrétnejSie, v sllade s tymto uskuto€nenim mézZe interferénovy B

polypeptid obsahovat jednu z nasledujicich substiticii:

K19R+K45R+F111K+K123R;

K19R+K45R+Q49K+F111K+K123R;

K19R+K45R+Q49K+K123R;

K19R+K45R+F111K;

K19R+K45R+Q49K+F111K;

K19R+Q49K+K123R;
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K19R+Q49K+F111K+K123R;
K45Q+F111K+K123Q;
K45R+Q49K+K123R alebo
K45R+Q49K+F111K+K123R.

Specialne na expresiu v neglykozylujucom hostitefovi, ako napriklad v E. coli,
moze interferonovy B polypeptid obsahovat substiticiu N8OK alebo C17S+N80K,
volitefne v kombinacii s jednou alebo viacerymi z K19R/Q; K45R/Q; K52R/Q alebo
K123R/Q. Ked sa interferénovy B polypeptid exprimuje v neglykozylujucej
hostitefskej bunke, je substiticia N8OK vynimoCne zaujimavé, kedze N80
predstavuje &ast vrodeného glykozylatného miesta fudského interferénu B a
konjugacia v takomto mieste napodobuje prirodzenu glykozylaciu.

Okrem toho je vyhodné, aby konjugat podfa tohto predmetu vynalezu
obsahoval aspofi dve prvé nepolypeptidové &asti, ako napriklad 2 aZ 8 Casti.

Konjugat podfa vynalezu, v ktorom sa nepolypeptidova ast viaZe na cysteinovy
zvySok

Este dalsi predmet vyndlezu sa tyka konjugatu vykazujuceho aktivitu
interferénu B a obsahujiceho aspori jeden prvy nepolypeptid konjugovany s aspoi
jednym cysteinovym zvyskom interferénového B polypeptidu, ktorého amino-
kyselinova sekvencia sa li$i od sekvencie divého typu fudského interferonu § v tom,
Ze bol za&leneny aspof jeden cysteinovy zvy$ok, vyhodne substitticiou, do polohy,
v ktorej sa v rodicovskej interferonovej p molekule néchadza aminokyselinovy
zvySok, ktory je vystaveny na povrchu molekuly, vyhodne aminokyselinovy zvysok,
ktory ma aspofi 25 %, ako napriklad aspofi 50 %, svojho bo&ného retazca
vystavenych na povrchu. Aminokyselinovy zvySok je vybrany napriklad zo skupiny,
ktora obsahuje F8, L9, R11, S12, F15, Q16, Q18, L20, W22, L28, L32, M36, P41,
T58, Q64, N65, F67, 183, E85, N86, A89, N90, Y92, H93, H97, T100, L102, E103,
L106, M117, L120, H121, R124, G127, R128, L130, H131, H140, 1145, R147,
V148, E149, R152, Y155 a F156 sekvencie €. 2.

Okrem toho alebo alternativne, substiticia sa vyhodne uskutoliiuje v

polohach, v ktorych sa nachadza treoninovy alebo serinovy zvySok. Takato poloha
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je vybrana napriklad zo skupiny, ktora obsahuje S2, S12, S13, T58, S74, S75, S76,
T77,7T82, T100, T112, S118, S119, S139, T144 a T161, vyhodnejsie S2, S12, S$13,
S74, S75, S76, T77, 782, T100, T112, S118, S119, S139 a T144 (bocny retazec
vystaveny na povrchu), este vyhodnejSie S2, S12, S§75, S76, T82, T100, S119 a
S139 (na povrch vystavenych aspon 25 % bo¢ného retazca) a este vyhodnejSie S2,
S12, 875, T82 aT100 (na povrch vystavenych aspori 50 % boéného retazca).

Z vy8Sie uvedenych treoninovych a serinovych substiticii su vyhodne
serinové substitucie. Z toho vyplyva, Ze v eSte vyhodnejSich uskutoéneniach je
poloha vybrana zo skupiny obsahujicej $2, S12, S13, S74, S75, S76, S118, S119
a S139, vyhodnejSie S2, S12, S13, S74, S75, S76, S118, S119 a S139, este
vyhodnejsie S2, S12, S75, S76, S119 a $S139 a este vyhodnejSie S12 a S75.

V jednom uskutoéneni sa do interferonového B polypeptidu zaclefiuje len
jeden cysteinovy zvySok, aby sa zabranilo vytvaraniu disulfidovych mostikov medzi
dvoma alebo viacerymi zaclenenymi cysteinovymi zvySkami. V tejto suvislosti je
mozne odstranit C17 nachadzajuci sa v divom type fudského interferénu B,
vyhodne substitliciou, najméa substituciou s S alebo A. V inom uskutoéneni sa
zaclefuju dva alebo viac cysteinovych zvySkov, ako napriklad 2 aZ 6 alebo 2 az 4
cysteinové zvySky. Interferénova B polypeptidova &ast konjugatu podfa tohto
uskutoénenia vynalezu vyhodne obsahuje mutaciu L47C, Q48C, Q49C, D110C,
F111C alebo R113C, vyhodne len jednu z tychto mutacii, volitelne v kombin&cii s
mutaciou C17S. Interferébnovy B polypeptid méze obsahovat aj substiticiu
C17S+N80C.

Hoci prvou nepolypeptidovou Eastou méoze byt v sulade s tymto predmetom
vynalezu akakofvek molekula, ktora, pouzijic danu konjugaénu metddu, ma cystein
ako pripajaciu skupinu (ako napriklad uhfovodikova Cast, lipofilnd skupina alebo
organické derivatizaéné dinidlo), je vyhodné, aby bola nepolypeptidovou ¢astou
polymérna molekula. Polymérnou molekulou méze byt ktordkolvek z molekul
uvedenych v €asti s nazvom "Konjugacia s polymérnou molekulou", ale vyhodne je
vybrana zo skupiny obsahujicej linearny alebo rozvetveny polyetylénglykol alebo
polyalkylénoxid. NajvyhodnejSou polymérnou molekulou je VS-PEG. Konjugaciu
medzi polypeptidom a polymérom je mozné dosiahnut akymkolvek vhodnym
spbsobom, ako je opisané napr. v Casti s nazvom "Konjugacia s polymérnou
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molekulou®, napr. pouZitim jednokrokového spdsobu alebo postupného spésobu,
ktoré su opisané v uvedenej Easti. Ak interferénovy B polypeptid obsahuje len jeden
konjugovatefny cysteinovy zvySok, vyhodne sa konjuguje s prvou nepolypeptidovou
gastou s molekulovou hmotnostou najmenej 20 kDa, bud priamou konjugaciou,
alebo nepriamo prostrednictvom polyméru s nizkou molekulovou hmotnostou (ako
je opisané vo WO 99/55377). Ak konjugét obsahuje dve alebo viac prvych nepoly-
peptidovych &asti, ma normalne kazdéa z nich molekulovi hmotnost 5 alebo 10 kDa.

Konjugat podfa vynalezu, v ktorom sa nepolypeptidova &ast viaze na kyselinovu
skupinu

Dalej sa vynalez tyka konjugatu vykazujiceho aktivitu interferénu B a
obsahujticeho aspofi jednu prva nepolypeptidova ¢ast majucu kyselinova skupinu
ako pripajaciu skupinu, ktora je konjugovana s aspoil jednym zvyskom kyseliny
asparagovej alebo aspoi jednym zvySkom kyseliny glutdmovej interferénového f
polypeptidu, ktorého aminokyselinova sekvencia sa ligi od sekvencie divého typu
fudského interferénu B aspofi jednym za&lenenym alalebo aspoil jednym
odstranenym zvySkom Kyseliny asparagovej alebo zvySkom kyseliny glutamovej.
Relevantny aminokyselinovy zvy$ok méoZe byt zaéleneny do ktorejkofvek polohy, v
ktorej sa nachadza aminokyselinovy zvySok, ktory je vystaveny na povrchu
molekuly, vyhodne aminokyselinovy zvySok, ktory ma aspofi 25 % svojho bo&ného
retazca vystavenych na povrchu. Vyhodne bol aspoii jeden aminokyselinovy zvySok
nachadzajuci sa v polohe vybranej zo skupiny, ktora obsahuje N4, L5, L6, F8, L9,
Q10, R11, S12, S13, F15, Q16, Q18, K19, L20, W22, Q23, L24, N25, G26, R27,
Y30, M36, Q46, Q48, Q49, 166, F67, A68, 169, F70, R71, S75, T82, 183, L87, A89,
N9O, V91, Y92, H93, Q94, 195, N96, H97, K108, F111, L116, L120, K123, R124,
Y126, G127, R128, L130, H131, Y132, K134, A135, H140, T144, R147, Y155,
F156, N158, R159, G162, Y163 a R165, substituovany zvySkom kyseliny
asparagovej alebo zvySkom kyseliny glutamovej.

Vyhodnejsie je poloha vybrana zo skupiny, ktora obsahuje N4, L5, F8, L9,
R11, S12, F15, Q16, Q18, K19, W22, Q23, G26, R27, Y30, M36, Q46, Q48, Q49,
AB8, R71, S75, T82, A89, N90, Y92, H93, N96, HI97, K108, F111, L116, L120,
K123, R124, G127, R128, L130, H131, K134, A135, H140, Y155, N158, R159,
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G162, Y163 a R165, ako napriklad zo skupiny, ktora obsahuje N4, L5, F8, S12,
F15, Q16, K19, W22, Q23, R27, Y30, M36, Q46, Q48, Q49, R71, S75, T82, A89,
Y92, H93, K108, F111, L116, K123, R124, G127, H131, K134, A135, Y155 a R165,
eSte vyhodnejSie zo skupiny obsahujicej N4, L5, F8, S12, F15, Q16, K19, W22,
Q23, R27, Y30, Q46, Q48, Q49, S75, T82, A89, Y92, H93, K108, F111, L116,
R124, G127, H131, K134, Y155 a R165, ako napriklad zo skupiny, ktora obsahuje
L5, F8, S12, F15, Q16, K19, W22, Q23, Q48, Q49, Y92, H93, R124, G127, H131 a
Y1565, este vyhodnejSie zo skupiny, ktora obsahuje $12, Q16, K19, Q23, Q48, Q49,
Y92, H93, R124, G127, H131 a Y155, ako napriklad zo skupiny, ktora obsahuje
S$12, Q16, K19, Q23, Q48, Y92, H93, R124, G127, H131 a Y155, najmi zo skupiny,
ktora obsahuje S12, Q16, K19, Q23, Q48, H93 a H131, este vyhodnej$ie zo
skupiny, ktora obsahuje S12, Q16, K19, Q48, H93 a H131, a najvyhodnejSie zo
skupiny, ktora obsahuje Q16 a Q48.

Okrem toho je na ziskanie dostatoéného poc¢tu nepolypeptidovych &asti
vyhodne, aby boli zaClenené aspon dva zvySky kyseliny asparagovej alebo aspori
dva zvysky kyseliny glutamovej, vyhodne v dvoch polohach vybranych z vyssie
uvedenych zoznamov pol6h. Vyhodné je aj to, aby konjugat podfa tohto predmetu
vynélezu obsahoval aspori dve prvé nepolypeptidové ¢asti.

V pripade odstranenia aminokyselinového zvySku sa aminokyselinova
sekvencia interferonového B polypeptidu lisi od sekvencie fudského divého typu
interferonu B aspoil jednym odstranenym zvySkom kyseliny asparagovej alebo
kyseliny glutamovej, ako napriklad 1 az 5 odstranenymi zvy$kami, najms 1 azZ 4
alebo 1 az 3 odstranenymi zvySkami kyseliny asparagovej alebo kyseliny
glutamovej. Zvysok (zvysky), ktory sa ma odstranit, vyhodne zamenou, je vybrany
zo skupiny, ktoré obsahuje D34, D39, D54, D73, D110, E29, E42, E43, E53, E61,
E81, E85, E103, E104, E107, E109, E137 a E149. ZvySok (zvy$ky) kyseliny
asparagovej alebo kyseliny glutdmovej sa méze nahradit akymkofvek inym amino-
kyselinovym zvySkom, ale vyhodne sa nahradza argininovym alebo glutaminovym
zvySkom. Prvou nepolypeptidovu €astou moze byt akakofvek nepolypeptidova Sast
s takouto vlastnostou, ale tu je vyhodné, aby nepolypeptidovou &astou bola
polymeérna molekula alebo organické derivatizaéné &inidlo majuce kyselinovi

skupinu ako pripajaciu skupinu, najma polymérna molekula ako PEG, a konjugéat sa
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pripravuje napr. podla opisu v Sakane a Pardridge, Pharmaceutical Research, zv.
14, &. 8, 1997, str. 1085-1091. Normalne méa nepolypeptidova &ast na konjugaciu s

kyselinovou skupinou molekulovi hmotnost priblizne 5 alebo 10 kDa.

Konjugét podfa vynalezu, ktory obsahuje druht nepolypeptidova Cast

Okrem prvej nepolypeptidovej Casti (ako je opisané v predchadzajucich
gastiach) moze konjugét podfa vynalezu obsahovat druht nepolypeptidovi Cast
odlisného typu v porovnani s prvou nepolypeptidovou &astou. Vyhodne, v
ktoromkolvek z vy$$ie opisanych konjugatov, v ktorych je prvou nepolypeptidovu
gastou napr. polymérna molekula, ako PEG, je druhou nepolypeptidovou Castou
sacharidova &ast, najméa N-pripojena sacharidova ¢ast. Hoci druha nepolypeptidova
gast moZe byt pripojena na prirodzené glykozylaéné miesto fudského interferonu B,
napr. N-pripgjané glykozylaéné miesto definované polohou N80, norméline je
vyhodné zatlenit do interferonového B polypeptidu aspori jedno dalSie glykozylacne
miesto. Takymto miestom je napr. akékofvek z miest opisanych v nasledujucej ¢asti
s nazvom "Konjugat podfa vynalezu, v ktorom je nepolypeptidovou Castou
sacharidova &ast". Okrem toho, v pripade, Ze je zalefiované aspofi jedno dalSie
glykozylaéné miesto, modze sa to uskutoCfiovat odstranenim existujuceho
glykozylaéného miesta ako je opisané nizSie.

Bude zrejmé, Ze na ziskanie optimalnej distriblicie pripojenych prvych a
druhych nepolypeptidovych &asti mdze byt modifikovany poCet a distribucia
pripajacich skupin pre prva, ako aj druht nepolypeptidova €ast, v interferonovom f
polypeptide tak, aby sa napr. odstranila aspoil jedna pripajacia skupina pre prvu
nepolypeptidovii &ast, a aby sa zatlenila aspofi jedna pripajacia skupina pre druhu
nepolypeptidovil éast alebo naopak. Interferénovy B polypeptid obsahuje napriklad
aspon dve (napr. 2 aZ 5) odstranené pripajacie skupiny pre prvd nepolypeptidovd
gast a aspoil jednu (napr. 1 az 5) zaclenenu pripdjaciu skupinu pre druh( nepoly-
peptidovu &ast alebo naopak. Vynimo¢ne zaujimavy je konjugat, v ktorom je prvou
nepolypeptidovou &astou polymérna molekula, ako napriklad PEG, majlca lyzin
ako pripajaciu skupinu, a druhou nepolypeptidovou castou je N-pripojena
sacharidova €ast.



-31-

KonkrétnejSie, konjugat podfa vynalezu mdze byt konjugatom vykazujacim
aktivitu B interferonu a obsahujacim aspon jednu polymérnu molekulu, vyhodne
PEG, a aspon jednu sacharidovi cast, ktoré su kovalentne pripojené na
interferonovy P polypeptid, ktorého aminokyselinova sekvencia sa liSi od sekvencie
divého typu fudskeho interferonu p:

a) aspon jednym zaclenenym a/alebo aspon jednym odstranenym amino-
kyselinovym zvySkom obsahujicim pripajaciu skupinu pre polymérnu molekulu a

b) aspofi jednym zallenenym a/alebo aspofi jednym odstranenym in vivo
glykozylaénym miestom, najma N-glykozylaénym miestom,

za predpokladu, Ze ked je pripajacou skupinou pre polymérnu molekulu cysteinovy
zvySok a sacharidovou ¢astou je N-pripojena sacharidova ¢ast, cysteinovy zvySok
je zacCleneny takym spdsobom, aby sa nezniGilo N-glykozylatné miesto.
WO99/03887 navrhuje, Ze cysteinovy zvy§ok méze byt zadleneny do prirodzeného
N-glykozylaéného miesta interferénu p.

V konkrétnom uskuto¢neni obsahuje interferonovy B polypeptid jednu z
nasledujacich sad mutécii:

K19R+K45R+Q49N+Q51T+F111N+R113T+K123R;
K19R+K45R+Q49N+Q51T+F111N+R113T, alebo
K19R+K45R+Q49N+Q51T+K123R.

Konjugat podfa vynélezu, v ktorom je nepolypeptidovou €astou sacharidova ¢ast

Ked konjugat podfa vynalezu obsahuje aspofi jednu sacharidovi &ast
pripojenu na in vivo glykozylaéné miesto, najma N-glykozylaéné miesto, je tymto
miestom bud prirodzené N-glykozylaéné miesto divého typu fudského interferénu B
v polohe N80, tzn. definované aminokyselinovymi zvySkami N80, E81, T82 a 183,
alebo nove in vivo glykozylaéné miesto zaclenené do interferénového B polypeptidu.
In vivo glykozylaénym miestom méze byt O-glykozylaéné miesto, ale vyhodne nim
je N-glykozylaéné miesto.

KonkrétnejSie, jeden predmet vynalezu sa tyka konjugatu vykazujluceho
aktivitu interferénu B a obsahujuceho interferonovy B polypeptid, ktorého amino-

kyselinova sekvencia sa lii od sekvencie divého typu fudského interferénu B aspon
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jednym zaglenenym glykozylagnym miestom, pri¢om konjugét dalej obsahuje aspofi
jednu nePEGylovani sacharidovu &ast pripojend na zaclenené glykozylacné
miesto.

Iny predmet vynalezu sa tyka konjugatu vykazujiceho aktivitu interferbnu f a
obsahujiceho interferénovy B polypeptid, ktorého aminokyselinova sekvencia sa lisi
od sekvencie divého typu fudského interferonu B v tom, Zze sa zaviedlo alebo
odstranilo glykozylaéné miesto, s podmienkou, Ze ak sa glykozylatné miesto len
odstranilo (takZze sa nezaclenilo Ziadne glykozylatné miesto), interferénovy B
polypeptid neobsahuje jednu alebo viacero z nasledujucich substitacii: N80OC, E81C
alebo T82C. Posledna z tychto substitacii je navrhnuta vo WO 99/03887.

In vivo glykozylaéné miesto sa zaélefiuje napriklad do polohy rodi€ovskej
interferonovej p molekuly, v ktorej sa nachadza aminokyselinovy zvySok vystaveny
na povrchu molekuly, vyhodnej s viac ako 25 % boé&ného retazca vystavenymi
rozpustadlu, najmé viac ako 50 % vystavenymi rozpustadiu (tieto polohy su tu
uvedené v ¢asti Met6dy). N-glykozylaéné miesto sa zaclefiuje takym spdsobom, aby
bol N-zvySok uvedeného miesta lokalizovany v uvedenej polohe. Analogicky, O-
glykozylaéné miesto sa za&lefiuje takym spdsobom, aby S alebo T zvySok tvoriaci
uvedené miesto bol lokalizovany v uvedenej polohe. Okrem toho je na zaistenie
uginnej glykozylacie vyhodné, aby bolo in vivo glykozylaéné miesto, najma N zvySok
N-glykozylaéného miesta alebo S alebo T zvySok O-glykozylatného miesta,
lokalizované v ramci prvych 141 aminokyselinovych zvySkov interferonoveho f
polypeptidu, vyhodnejsie v ramci prvych 116 aminokyselinovych zvyskov. ESte
vyhodnejSie je zadlefiovat in vivo glykozylatné miesto do polohy, v ktorej je na
vytvorenie miesta potrebna len jedna mutacia (tzn. tam, kde sa ktorykolvek z
aminokyselinovych zvy$kov potrebnych na vytvorenie funkéného glykozylaéneho
miesta uz nachadza v molekule).

Substittcie, ktoré vedu k za&leneniu daldieho N-glykozylatného miesta do
poléh vystavenych na povrchu interferénovej B molekuly, v ktorych sa nachadzaju
aminokyselinové zvySky majice viac ako 25 % svojho bo&ného retazca

vystavenych na povrchu, zahfiaju:
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S2N+N4S/T, L6S/T, LoN+G7S/T, FBN+Q10S/T, LON+R11S/T, R11N, R11N+S13T,
S12N+N14S/T, F15N+C17S/T, Q16N+Q18S/T, Q18N+L20S/T, K19N+L21S/T,
W22N+L24S/T, Q23N+H25S/T, G26N+L28S/T, R27N+E29S/T, L28S+Y30S/T,
Y30N+L32S/T, L32N+D34S/T, K33N+R35S/T, R35N+N37S/T, M36N+F38S/T,
D39S/T, D39N+P41S/T, E42N+144S/T, Q43N+K45S/T, K45N+L47S/T,
Q46N+Q48S/T, L47N+Q49T/S, Q48N+F50S/T, Q49N+Q51S/T, Q51N+ES3S/T,
K52N+D54S/T, L57N+I59S/T, Q64N+166S/T, A68N+F70S/T, R71N+D73S/T, Q72N,
Q72N+S74T, D73N, D73N+S75T, S75N+T77S, S75N, S76N+G78S/T,
E81N+I83S/T, T82N+V84S/T, E85N+L87S/T, L88S/T, A89N+VI91S/T, Y92S/T,
YO2N+Q94S/T, HI93N+I95S/T, L98S/T, HI7N+K99S/T, KI9IN+V101S/T,
T100N+L102S/T, E103N+K105S/T, E104N+L106S/T, K105N+E107S/T,
E107N+E109S/T, K108N+D110S/T, E109N+F111S/T, D110N+T112S, D110N,
F111N+R113S/T, R113N+K115S/T, G114N+L116S/T, K115N+M117S/T, L116N,
L116N+S118T, S119N+H212S/T, L120N+L122S/T, H121N+K123S/T,
K123N+Y125S/T, R124N+Y126S/T, G127N+I129S/T, R128N+L130S/T,
L130N+Y132S/T, H131N+L133S/T, K134N+KI36S/T, A135N+EI37S/T,
K136N+YI38S/T, E137N, Y138N+HI40S/T, H140N+A142S/T, V148N+I150S/T,
R152N+F154S/T, Y155N+I157S/T, L160S/T, R159N+T1618S, R59N,
G162N+L164S/T a Y163N+R165 S/T.

Substiticie, ktoré vedu k za€leneniu dalSieho N-glykozylaéného miesta do
poléh vystavenych na povrchu interferénovej p molekuly, ktoré maju viac ako 50 %
boéného retazca vystavenych na povrchu, zahffiaju:

L6S/T, LON+G7S/T, F8N+Q10S/T, LON+R11S/T, S12N+N14S/T, F15N+C17S/T,
Q16N+Q18S/T, K19N+L21S/T, W22N+L24S/T, Q23N+H25S/T, G26N+L28S/T,
R27N+E29S/T, Y30N+L32S/T, K33N+R35S/T, R35N+N37S/T, M36N+F38S/T,
D39S/T, D39N+P41S/T, E42N+l44S/T, Q46N+Q48S/T, Q48N+F50S/T,
Q49N+Q51S/T, QSIN+ES3S/T, K52N+D54S/T, LS7N+IS59S/T, R71N+D73S/T,
D73N, D73N+S75T, S75N+T77S, S75N, S76N+G78S/T, E81N+I83S/T,
T82N+V84S/T, E85N+L87S/T, ABIN+VI1S/T, Y92S/T, YO92N+Q94S/T,
HI3N+I95S/T, T100N+L102S/T, E103N+K105S/T, E104N+L106S/T,
E107N+E109S/T, K108N+D110S/T, D110N+T112S, D110N, F111N+R113S/T,
R113N+K115S/T, L116N, L116N+S118T, K123N+Y125S/T, R124N+Y126S/T,
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G127N+1129S/T, H131N+L133S/T, K134N+K136S/T, A135N+E137S/T, E137N,
V148N+150S/T a Y155N+{157S/T.

Zo substitucii vymenovanych vo vy$Sie uvedenych zoznamoch st vyhodné
tie, ktoré maju N zvy3ok zacleneny v ramci 141 N-koncovych aminokyselinovych
zvySkov, najmé v ramci 116 N-koncovych aminokyselinovych zvyskov.

Substiticie, ktoré vedi k zacleneniu N-glykozylaéného miesta
prostrednictvom jedinej aminokyselinovej substiticie, zahfiiaju: L6S/T, R11N,
D39S/T, Q72N, D73N, S75N, L88S/T, Y92S/T, L98S/T, D110N, L116N, E137N,
R159N a L160S/T. Z tychto je vyhodna substitucia, ktora je vybrana zo skupiny
pozostavajlcej z L6S/T, R11N, D39S/T, Q72N, D73N, S75N, L88S/T, Y92S/T,
L98S/T, D110N a L116N, vyhodnejSie zo skupiny pozostavajucej z L6S/T, D39S/T,
D73N, S75N, L88S/T, D110N, L116N a E137N; a najvyhodnejSie je vybrana zo
skupiny pozostavajucej z L6S/T, D39S/T, D73N, S75N, L88S/T, D110N a L116N.

V sucasnosti najvyhodnejsi interferénovy B polypeptid v sulade s tymto
uskutoénenim zahfia aspofi jednu z nasledujicich substitacii: S2N+N4T/S,
LON+R11T/S, R11N, S12N+N14T/S, F15N+C17S/T, Q16N+Q18T/S,
K19N+L21T/S, Q23N+H25T/S, G26N+L28T/S, R27N+E29T/S, L28N+Y30T/S,
D39T/S, K45N+L47T/S, Q46N+Q48T/S, Q48N+F50T/S, Q49N+Q51T/S,
Q51N+ES53T/S, R71N+D73T/S, Q72N, D73N, S75N, S76N+G78T/S, L88T/S,
YO2T/S, O3N+I95T/S, LO8T/S, E103N+K105T/S, E104N+L106T/S,
E107N+E109T/S, K108N+D110T/S, D110N, F111N+R113T/S alebo L116N,
vyhodnejSie aspofi jednu z nasledujicich substiticii: S2N+N4T, LON+R11T,
49N+Q51T alebo F111N+R113T alebo R71N+D73T, najmd 49N+Q51T alebo
F111N+R113T alebo R71N+D73T. Interferénovy B polypeptid obsahuje napriklad
jednu z nasledujucich sad substitci:

Q49N+Q51T+F111N+R113T,;
Q49N+Q51T+R71N+D73T+ F111N+ R113T;
S2N+N4T+ F11N+R113T;
S2N+N4T+Q49N+Q51T;
S2N+N4T+Q49N+Q51T+F111N+R113T;
S2N+N4T+LON+R11T+Q49N+Q51T;
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S2N+N4T+LIN+R11T+F111N+R113T;
S2N+N4T+LON+R11T+Q49N+Q51T+F111N+R113T;
LON+R11T+Q49N+Q51T;
LON+R11T+Q49N+Q51T+F111N+R113T; alebo
LON+R11T+F111N+R113T.

Bude zrejmé, Zze na zaclenenie funkéného in vivo glykozylatného miesta sa
musi aminokyselinovy zvySok medzi N-zvy§kom a S/T zvy8kom [iSit od prolinu. Nor-
malne bude aminokyselinovym zvySkom v medzipolohe zvy3ok, ktory sa nachadza
v relevantnej polohe v aminokyselinovej sekvencii oznacenej ako sekv. €. 2. Napr. v
polypeptide obsahujicom substiticie Q49N+Q51S je medzipolohou poloha 50.

Interferonova B polypeptidovd ¢ast konjugatu podfa vynalezu modze
obsahovat jediné in vivo glykozylatné miesto. AvSak na ziskanie dostato¢ného
zatienenia epitopov nachadzajicich sa na povrchu rodiCovského polypeptidu je
Casto Zelatelné, aby polypeptid obsahoval viac ako jedno in vivo glykozylaéné
miesto, konkrétne 2 az 7 glykozylaénych miest, ako napriklad 2, 3, 4, 5, 6 alebo 7 in
vivo glykozylacnych miest. TakZe interferébnovy p polypeptid méze obsahovat jedno
dalSie glykozylatné miesto alebo mézZe obsahovat dve, tri, Styri, pat, Sest, sedem
alebo viac zaClenenych in vivo glykozylatnych miest, vyhodne zadlenenych
prostrednictvom jednej alebo viacerych substiticii opisanych v ktoromkofvek z
vy$8ie uvedenych zoznamov.

Ako bolo uvedené vysSie, okrem jedného alebo viacerych zaélenenych
glykozylagnych miest je mozné z interferénového P polypeptidu odstranit existujice
glykozylacné miesta. Napriklad ktorakofvek z vy$Sie uvedenych substitucii na
zaClenenie glykozylatného miesta méze byt kombinovana so substiticiou na
odstranenie prirodzeného N-glykozylatného miesta [ludského divého typu
interferonu B. Interferénovy p polypeptid méze obsahovat napriklad substiticiu N8O,
napr. jednu zo substitucii N8OK/C/D/E, ked je prvou nepolypeptidovou ¢astou ¢ast
majuca K, C, D, E ako pripajaciu skupinu. Interferébnovy B polypeptid modze
obsahovat aspon jednu z nasledujicich substiticii: S2N+N4T/S, LON+R11T/S,
R11N,  S12N+N14T/S, F15N+C17S/T, Q16N+Q18T/S, K19N+L21T/S,
Q23N+H25T/S, G26N+L28T/S, R27N+E29T/S, L28N+Y30T/S, D39T/S,
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K45N+L47T/S, Q46N+Q48T/S, Q48N+F50T/S, Q49N+Q51T/S, Q51N+ES3T/S,
R71N+D73T/S, Q72N, D73N, S75N, S76N+G78T/S, L88T/S, Y92T/S,
NO3N+I95T/S, L98T/S, E103N+K105T/S, E104N+L106T/S, E107N+E109T/S,
K108N+D110T/S, D110N, F111N+R113T/S alebo L116N v kombinacii s
N8OK/C/D/E. KonkrétnejS§ie moze interferonovy B polypeptid obsahovat
substiticiu: Q49N+Q51T alebo F111N+R113T alebo R71N+D73T, najma
Q49N+Q51T+F111N+R113T alebo Q49N+Q51T+R71N+D73T+F111N+R113T, v
kombinacii s NSOK/C/D/E.

Ktorykofvek z glykozylovanych variantov opisanych v tejto &asti majacich
zadlenené alalebo odstranené aspof jedno glykozyladné miesto, ako napriklad
variant obsahujici substiticie Q48N+F50T/S, Q48N+F50T/S+F111N+R113T/S,
Q49N+Q51T/S, F111N+R113T/S alebo Q49N+Q51T/S+F111N+R113T/S, mobze
byt dalej konjugovany s polymérnou molekulou, ako napriklad PEG, alebo inou
nepolypeptidovou &astou. Za tymto U¢elom sa konjugacia moze dosiahnut pouZzitim
pripajacich skupin, ktoré sa uZ nachadzaju v interferonovom f polypeptide, alebo sa
pripajacie skupiny mézu zadlenit a/alebo odstranit, konkrétne tak, aby bolo na
konjugaciu dostupnych celkovo 1 az 6, najma 3 az 4 alebo 1, 2, 3, 4, 5 alebo 6
pripajacich skupin. Vyhodne je v konjugate podfa vynalezu, v ktorom interferonovy
B polypeptid obsahuje dve glykozylatné miesta, poCet a molekulova hmotnost
nepolypeptidovej Casti vyberana tak, aby celkovd molekulovd hmotnosti pridana
nepolypeptidovou &astou bola v rozsahu 20 az 40 kDa, konkrétne priblizne 20 kDa
alebo 30 kDa.

Konkrétne, glykozylovany variant méZe byt konjugovany s nepolypeptidovou
gastou prostrednictvom lyzinovej pripajacej skupiny a jeden alebo viacero
lyzinovych zvyskov rodi¢ovského polypeptidu sa mbZe odstranit, napr. ktoroukofvek
2o substitcii uvedenych v éasti s nazvom "Konjugat podfa vynalezu, v ktorom je
nepolypeptidovou &astou molekula majuca lyzin ako pripajaciu skupinu”, najma
substitGciami K19R+K45R+K123R. Alternativne alebo okrem toho sa lyzinovy
zvySok méze zadlenit napriklad prostrednictvom ktorejkofvek zo substitacii
spomenutych v uvedenej &asti, najma substiticiou R71K. Z toho vyplyva, ze
jednym konkrétnym konjugatom podfa vynalezu je konjugat, ktory obsahuje
glykozylovany interferénovy B polypeptid zahfiajuci mutacie
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Q49N+Q51T+F111IN+R113T+K19R+K45R+K123R alebo Q49N+Q51T+F111N
+R113T+K19R+K45R+K123R+R71K zaroveii konjugovany s PEG. Glykozylovana
polypeptidova &ast uvedeného konjugatu sa prednostne produkuje v CHO bunkach
a po purifikacii sa PEGyluje pouzitim napr. SS-PEG, NPC-PEG, aldehyd-PEG,
mPEG-SPA, mPEG-SCM, mPEG-BTC od Shearwater Polymers, Inc., SC-PEG od
Enzon, Inc., trezylovaného mPEG ako je opisany v US 5880255 alebo oxykarbonyi-
oxy-N-dikarboxyimid-PEG (US 5122614).

Ako alternativa k PEGylacii prostrednictvom lyzinovej skupiny sa moéze
glykozylovany konjugat podfa tohto uskutonenia PEGylovat prostrednictvom
cysteinovej skupiny, ako je opisané v ¢asti s ndzvom "Konjugat podfa vynalezu, v
ktorom je nepolypeptidovou ¢astou molekula, ktorA ma cystein ako pripajaciu
skupinu” (za tymto i¢elom méze interferonovy B polypeptid obsahovat napr. aspon
jednu z mutacii N80C, R71C a C178S), prostrednictvom kyselinovej skupiny, ako je
opisané v Casti s nazvom "Konjugat podfa vynalezu, v ktorom sa nepolypeptidova
Cast viaze na kyselinovt skupinu”, alebo prostrednictvom akejkofvek inej vhodnej

skupiny.

Iné konjugaty podfa vynalezu

Okrem zaclenovania a/alebo odstrafiovania aminokyselinovych zvySkov
obsahujlcich pripajaciu skupinu pre zvolenu nepolypeptidovu ¢ast (ako je opisané v
ktorejkofvek z Casti z nazvom "Konjugat podfa vynalezu..."), méze interferénova f
polypeptidova ast konjugatu obsahovat dalSie substitucie. Vyhodnym prikladom je
substitucia ktoréhokolvek zo zvy$kov M1, C17, N80 alebo V101, napr. jedna alebo
viacero z nasledujicich substittcii: C17S; N80K/C/D/E; V101Y/W/F/H; delécia M1;
alebo M1K. Substiticia M1K je vynimoéne zaujimava, ked sa interferbnovy B
polypeptid exprimuje s priveskom ("tag"), napr. His-14tag, pricom privesok ("tag") sa
ma odstranit prostrednictvom DAP (diaminopeptidazou) nasledne po purifikacii

a/alebo konjugacii.

Nepolypeptidova €ast konjugatu podfa vynalezu
Ako je podrobnejSie uvedené vyssie, nepolypeptidova €ast' konjugatu podfa

vyndlezu je vyhodne vybrana zo skupiny, ktora obsahuje polymérnu molekulu,
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lipofilni  zlG&eninu, sacharidovi &ast (prostrednictvom in vivo glykozylacie) a
organické derivatizaéné Cinidlo. Vetky tieto €inidla mézu poskytnut polypeptidove;
gasti konjugatu pozadované vlastnosti, najmd zniZzenu imunogénnost a/alebo
predizeny funkény in vivo pol&as rozpadu a/alebo predlZeny sérovy pol&as rozpadu.
Polypeptidova cast konjugatu méze byt konjugovana len s jednym typom nepoly-
peptidovej Gasti, ale moéze byt konjugovana aj s dvoma alebo viacerymi odliSnymi
typmi nepolypeptidovych &asti, napr. s polymérnou molekulou a sacharidovou
gastou, s lipofilnou skupinou a sacharidovou ¢astou, s organickym derivatizatnym
&inidlom a sacharidovou &astou, s lipofilnou skupinou a polymérnou molekulou, atd.
Konjugéacia s dvoma alebo viacerymi odlisnymi nepolypeptidovymi ¢astami sa moze
uskutodfiovat simultanne alebo postupne. Vofba nepolypeptidovej Casti (Casti)
zavisi napr. na pozadovanom ¢inku, ktory sa méa dosiahnut konjugéciou. Napriklad
sa zistilo, 2e sacharidové &asti sG vynimoéne uzitoéné na zniZovanie imuno-
génnosti, zatial ¢o polymérne molekuly, ako napriklad PEG, si vynimo¢ne uzitocné
na prediZovanie funkéného in vivo polCasu rozpadu a/alebo sérového polCasu
rozpadu. Vysledkom pouZzitia polymérnej molekuly ako prvej nepolypeptidovej Casti
a sacharidovej Gasti ako druhej nepolypeptidovej Casti mdZe byt znizenie
imunogénnosti a prediZenie funkéného in vivo poltasu rozpadu alebo sérového

pol¢asu rozpadu.

Spbsoby pripravy konjugatu podfa vynalezu

V nasledujucich &astiach "Konjugacia s lipofilnou zliéeninou”, "Konjugacia s
polymérnou molekulou”, "Konjugacia so sacharidovou Castou" a "Konjugacia s
organickym derivatizagnym &inidlom" je opisana konjugacia so $pecifickymi typmi

nepolypeptidovych ¢asti.

Konjugacia s lipofilnou zli&eninou

Na konjugaciu s lipofilnou zlu&eninou mézu nasledujiace polypeptidové
skupiny sluzit ako pripajacie skupiny: N-koniec alebo C-koniec polypeptidu,
hydroxyskupiny aminokyselinovych zvySkov Ser, Thr alebo Tyr, e-aminoskupina
Lys, SH skupina cysteinu alebo karboxylova skupina Asp a Glu. Polypeptid a
lipofilna zlugenina sa méZu navzajom konjugovat bud priamo, alebo pouZzitim
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spojovnika. Lipofilnou zlu¢eninou mdze byt prirodzena zluc¢enina, ako napriklad
nasytena alebo nenasytend mastna kyselina, diketon mastnej kyseliny, terpén,
prbstaglandin, vitamin, karotenoid alebo steroid, alebo synteticka zli¢enina, ako
napriklad kyselina uhlicita, alkohol, amin a kyselina sirova s jednou alebo viacerymi
alkylovymi, arylovymi, alkenylovymi alebo inymi viacndsobne nenasytenymi
zli¢eninami. Konjugacia medzi polypeptidom a lipofilnou zluéeninou, volitefne
prostrednictvom spojovnika, sa m6Ze uskutociiovat v stlade s metdédami znamymi
v danej oblasti techniky, ako je opisané napr. v Bodanszky, Peptid Synthesis, John
Wiley, New York, 1976 a vo WO 96/12505.

Konjugacia s polymérnou molekulou

Polymérnou molekulou na parovanie s polypeptidom méze byt akakolvek
vhodna polymerna molekula, ako napriklad prirodzeny alebo synteticky
homopolymér alebo heteropolymér, typicky s molekulovou hmotnostou v rozsahu
300 az 100000 Da, ako napriklad 300 az 20000 Da, vyhodnej$ie v rozsahu 500 aZ
10000 Da, este vyhodnejsie v rozsahu 500 az 5000 Da.

Priklady homopolymérov zahffiaju polyol (tzn. poly-OH), polyamin (tzn. poly-
NH2) a polykarboxylovi kyselinu (tzn. poly-COOH). Heteropolymérom je polymér,
ktory obsahuje jednu alebo viacero odliSnych parovacich skupin, ako napr.
hydroxylova skupinu a aminovu skupinu.

Prikiady vhodnych polymérnych molekil zahfiiaji polymérne molekuly
vybrané zo skupiny, ktora obsahuje polyalkylénoxid (PAO), vratane polyalkylén-
glykolu (PAG), ako napriklad polyetylénglykolu (PEG) a polypropylénglykolu (PPG),
rozvetvené PEG-y, polyvinylalkohol (PVA), polykarboxylat, poly(vinylpyrolidén),
anhydrid kyseliny polyetylén-ko-maleinovej, anhydrid kyseliny polystyrén-ko-
malbnovej, dextran vratane karboxymetyldextranu alebo ktorykolvek iny biopolymér
vhodny na redukciu imunogénnosti a/alebo na prediZenie funk&ného in vivo poléasu
rozpadu a/alebo sérového pol€asu rozpadu. Inym prikladom polymérnej molekuly je
fudsky albumin alebo iny hojne sa vyskytuijuci plazmaticky protein. Vo véeobecnosti
su polymery, ktoré su derivatmi polyalkylénglykolu, biokompatibilné, netoxickeé,
neantigénne, neimunogénne, maju rézne vlastnosti rozpustnosti vo vode a lahko sa
vylu€uja zo Zivych organizmov.
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PEG je vyhodnou polymérnou molekulou na pouZitie, kedze mé len niekofko
reaktivnych skupin, ktoré su schopné zosietovania, v porovnani napr. s
polysacharidmi, ako napriklad dextr4nom a podobne. Zaujimavy je najméa
monofunkény PEG, napr. monometoxypolyetylénglykol (mPEG), kedze chemicky
proces jeho parovania je relativne jednoduchy (len jedna reaktivna skupina je
pristupna na konjugaciu s pripajacimi skupinami na polypeptide). TakZe je
eliminované riziko zosietovania, vysledné polypeptidové konjugaty su
homogénnejsie a je mozné jednoduchsie riadit reakciu polymérnych molekdl s
polypeptidom.

Na uginné kovalentné pripojenie polymérnej molekuly (molekdl) na
polypeptid, musia byt hydroxylové koncové skupiny polymérnej molekuly poskytnuté
v aktivovanej forme, tzn. s reaktivnymi funk&nymi skupinami (priklady ktorych
zahfiaji primarne aminoskupiny, hydrazin (HZ), tiol, jantaran (SUC), sukcinimidyl-
jantaran (SS), sukcinimidylsukcinamid (SSA), sukcinimidylpropionat (SPA),
sukcinimidylkarboxymetylat (SCM), benzotriazolkarbonat (BTC), N-hydroxy-
sukcinimid (NHS), aldehyd, nitrofenylkarbonat (NPC) a tresylat (TRES)). Vhodné
aktivované polymérne molekuly su komeréne dostupné napr. od Shearwater
Polymers, Inc., Huntsville, AL, USA. Alternativne je mozné polymérne molekuly
aktivovat beznymi metédami znamymi v oblasti, ako su opisané napr. vo WO
90/13540. Konkrétne priklady aktivovanych linearnych alebo rozvetvenych
polymérnych molekul na pouzitie v predlozenom vynaleze st opisané v katalégoch
firmy Shearwater Polymers, Inc. 1997 a 2000 (Functionalized Biocompatible
Polymers for Research and pharmaceuticals, Polyethylene Glycol and Derivatives,
ktoré st tu zahrnuté ich citaciou). Konkrétne priklady aktivovanych PEG plymérov
zahfiaju nasledujice linearne PEG-y: NHS-PEG (napr. SPA-PEG, SSPA-PEG,
SBA-PEG, SS-PEG, SSA-PEG, SC-PEG, SG-PEG a SCM-PEG a NOR-PEG),
BTC-PEG, EPOX-PEG, NCO-PEG, NPC-PEG, CDI-PEG, ALD-PEG, TRES-PEG,
VS-PEG, IODO-PEG a MAL-PEG a rozvetvené PEG-y, ako napriklad PEG2-NHS a
tie, ktoré st opisané v US 5932462 a US 5643575, pritom oba tieto dokumenty su
tu zahrnuté ich citaciou. Okrem toho, nasledujuce publikacie, ktoré s tu zahrnute
ich citaciou, opisuji uZitodné polymérne molekuly a/alebo PEGylaéné chemickeé
postupy: US 5824778, US 5476653, WO 97/32607, EP 229108, EP 402378, US
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4902502, US 5281698, US 5122614, US 5219564, WO 92/16555, WO 94/04193,
WO 94/14758, WO 94/17039, WO 94/18247, WO 94/28024, WO 95/00162, WO
95/11924, WO095/13090, WO 95/33490, WO 96/00080, WO 97/18832, WO
98/41562, WO 98/48837, WO 99/32134, WO 99/32139, WO 99/32140, WO
96/40791, WO 98/32466, WO 95/06058, EP 439508, WO 97/03106, WO 96/21469,
WO 95/13312, EP 921131, US 5736625, WO 98/05363, EP 809996, US 5629384,
WO 96/41813, WO 96/07670, US 5473034, US 5516673, EP 605963, US 5382657,
EP 510356, EP 400472, EP 183503 a EP 154316.

Konjugacia polypeptidu a aktivovanych polymérnych molekul sa uskutocriuje
pouzitim ktoréhokolvek bezného spdsobu, ako je opisané napr. v nasledujtcich
publikaciach (ktoré opisuji aj vhodné metoédy na aktivaciu polymérnych molekul):
Harris a Zalipsky, vyd., Poly(ethylene glycol) Chemistry and Biological Applications,
AZC, Washington; R. F. Taylor, (1991), "Protein immobilisation. Fundamental and
applications”, Marcel Dekker, N. Y.; S. S. Wong, (1992), "Chemistry of Protein
Conjugation and Crosslinking", CRC Press, Boca Raton; G. T. Hermanson a dalsi,
(1993), "Immobilized Affinity Ligand Techniques", Academic Press, N.Y. Pre
priemerného odbornika v oblasti bude zrejmé, Ze spdsob aktivacie a/alebo
konjugaény chemicky proces, ktory sa ma pouzit, bude zavisiet na pripajacej
skupine (skupinach) interferébnového B polypeptidu, ako aj na funk&nych skupinach
polyméru (ktorymi su napr. amino, hydroxyl, karboxyl, aldehyd alebo sulfydryl).
PEGylacia mbZe byt riadena tak, aby sa konjugovali vSetky dostupné pripajacie
skupiny polypeptidu (tzn. také pripajacie skupiny, ktoré st vystavené na povrchu
polypeptidu) alebo sa médZe smerovat na Specifické pripajacie skupiny, napr.
N-koncovi aminoskupinu (US 5985265). Okrem toho je moZné konjugaciu
dosiahnut v jednom kroku alebo postupnym spésobom (ako je opisané napr. vo
WO 99/65377).

Bude zrejme, Ze PEGylacia sa navrhuje tak, aby produkovala optimainu
molekulu ¢o sa tyka poctu pripojenych PEG molekul, vefkosti a formy (napr. &i st
linearne alebo rozvetvené) takychto molekil, a toho kde na polypeptide su takéto
molekuly pripojené. Napriklad molekulova hmotnost polyméru, ktory sa m& pouzit,
moéze byt vybrana na zaklade pozadovaného Gginku, ktory sa mé4 dosiahnut. Ak je
napriklad primarnym uéelom konjugacie dosiahnut konjugat s vysokou molekulovou
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hmotnostou (napr. na redukciu odstrafiovania oblickami), zvy&ajne je Zelatelné
konjugovat &o najmenej polymérnych molekul s vysokou molekulovou hmotnostou
(Mw), aby sa ziskala poZadovana molekulovd hmotnost. Ked je Zelatefny vysoky
stupef epitopového zatienenia, je to mozné ziskat pouZitim dostatoCne vysokého
poGtu polymérov s nizkou molekulovou hmotnostou (napr. s molekulovou
hmotnostou priblizne 5000 Da), aby sa U&inne zatienili vSetky alebo vécsina
epitopov polypeptidu. Pouzitych mdze byt napriklad 2 aZ 8, ako napriklad 3 az 6
epitopov.

V spojitosti s konjugéciou len s jednou pripajacou skupinou v proteine (ako je
opisané v US 5985265) mdze byt uzitoéné, aby polyméra molekula, ktora mébze
byt linearna alebo rozvetvena, mala vysok( molekulovid hmotnost, napr. priblizne
20 kDa.

Normalne sa polymérna konjugacia uskuto¢fiuje v podmienkach, ktorych
ciefom je reagovanie vietkych dostupnych polymérnych pripajacich skupin s
polymérnymi molekulami. Typicky je molamy pomer aktivovanych polymérnych
molekdl k polypeptidu 1000-1, najma 200-1, vyhodne 100-1, ako napriklad 10-1
alebo 5-1, aby sa ziskala optimalna reakcia. PouZité v§ak mo6zu byt aj ekvimolarne
pomery.

Vynalez zahfia aj parovanie polymérnych molekul s polypeptidom
prostrednictvom spojovnika. Vhodné spojovniky su pre priemerného odbornika v
oblasti dobre zname. Vyhodnym prikladom je kyanurchlorid (Abuchowski a dalsi,
(1977), J. Biol. Chem., 252, 3578-3581; US 4179337; Shafer a dal$i, (1986), J.
Polym. Sci. Polym. Chem. vyd., 24,375-378.

Nasledne po konjugacii sa zvy&né aktivované polymérne molekuly blokujd
spdsobmi znamymi v oblasti, napr. pridanim primarneho aminu do reakénej zmesi,
a vysledné inaktivované polymérne molekuly sa odstrafiuja vhodnym sposobom.

Kovalentné in vitro parovanie uhfovodikovej Gasti s aminokyselinovymi
zvy$kami interferonu B sa méZe pouzivat na modifikéciu alebo zvySenie poctu alebo
zlepSenie profilu uhfovodikovych substituentov. V zavislosti na pouZitom sposobe
parovania sa uhlovodik (uhlovodiky) mézu pripajat: a) na arginin a histidin
(Lundblad a Noyes, Chemical Reagents for Protein Modification, CRC Press Inc.
Boca Raton, FI), b) na vofné karboxylové skupiny (napr. C-koncovych amino-
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kyselinovych zvySkov, asparagin alebo glutamin), c) na vofné sulfhydrylové skupiny,
ako napriklad skupinu cysteinu, d) na volné hydroxylové skupiny, ako napriklad
hydroxylové skupiny serinu, treoninu, tyrozinu alebo hydroxyprolinu, e) na
aromatické zvysky, ako napriklad na zvySky fenylalaninu alebo tryptofanu, alebo f)
na amidovu skupinu glutaminu. Tieto aminokyselinové zvysky predstavuju priklady
pripajacich skupin pre uhfovodikovu Cast, ktoré mézu byt zallefiované do a/alebo
odstrafiované z interferbnového B polypeptidu. Vhodné spdsoby in vitro parovania
st opisané vo WO 87/05330 a v Aplin a dalsi, CRC Crit Rev. Biochem., str. 259-
306,1981. In vitro péarovanie uhlovodikovych &asti alebo PEG s Gin-zvySkami
naviazanymi na protein a peptid sa mbze uskutoCfiovat aj transglutaminazami
(TGases), ako je opisané napr. v Sato a dal$i, 1996 Biochemistry 35,13072-13080
alebo v EP 725145.

Konjugacia so sacharidovou ¢astou

Na dosiahnutie in vivo glykozylacie interferénového p polypeptidu, ktory bol
modifikovany zaclenenim jedného alebo viacerych glykozylaénych miest (pozri ¢ast
"Konjugaty podfa vynalezu, v ktorych je nepolypeptidovou Castou sacharidova
Cast"), musi sa sekvencia kédujuca polypeptidova &ast konjugatu vniest do
glykozylujuceho eukaryotického expresného hostitefa. Expresna hostitefska bunka
méze byt vybrana z plesfiovej bunky (bunka vldknitych hib alebo kvasinkova
bunka), hmyzej bunky, cicav&ej bunky, alebo z buniek transgénnych rastlin alebo
transgénnych Zivo€ichov. Okrem toho je mozné glykozylaciu dosiahnut v fudskom
tele, ked sa nukleotidova sekvencia koédujuca polypeptidovi ¢ast konjugatu podfa
vynalezu alebo polypeptid podfa vynalezu pouziva na génovu terapiu. V jednom
uskutocneni je hostitefskou bunkou cicavéia bunka, ako napriklad CHO bunka, BHK
alebo HEK bunka, napr. HEK293, alebo hmyzia bunka, ako napriklad SF9 bunka,
alebo kvasinkova bunka, napr. Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, alebo
akykofvek iny vhodny hostitef, ako je podrobnejSie opisané napr. nizsie. Volitelne
sa sacharidove Casti pripojené na interferénovy B polypeptid in vivo glykozylaciou
dalej modifikuju pouZitim glykozyltransferdz, napr. pouZitim glycoAdvance®
technolégie predavanej firmou Neose, Horsham, PA, USA. Tym je moZné napr.
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zvysit sialyaciu glykozylovaného interferénového B polypeptidu po jeho expresii a in
vivo glykozylacii CHO bunkami.

Konjugéacia s organickym derivatizaénym ¢inidlom

Kovalentni  modifikaciu interferbnového B  polypeptidu je mozné
uskutoéiiovat reagovanim pripajacej skupiny (skupin) polypeptidu s organickym
derivatizacnym ¢inidlom. Vhodné derivatiza¢né ¢inidla a spdsoby sa v oblasti dobre
zname. Napriklad cysteinylové zvy$ky najbeznejSie reaguju s a-halogénacetatmi (a
zodpovedajucimi aminmi), ako napriklad kyselinou chléroctovou alebo chléracet-
amidom, ¢im vznikaju karboxymetylové alebo karboxyamidometylové derivaty.
Cysteinylové zvySky je moziné derivatizovat aj reakciou s bromtriflu6racetonom,
o-brém-B-(4-imidazoyl)propionovou  kyselinou,  chléracetylfosfatom,  N-alkyl-
maleimidmi, 3-nitro-2-pyridyldisulfidom, metyl-2-pyridyldisulfidom, p-chlérmerkuri-
benzoatom, 2-chiérmerkuri-4-nitrofenolom alebo chlér-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazolom. Histidylové zvySky je mozné derivatizovat reakciou s dietylpyro-
karbonatom, pri pH 5,5 az 7,0, pretoZe toto &inidlo je relativne Specifické pre
histidylovy boény retazec. Uzitoény je aj para-brémfenacylbromid; reakcia sa
vyhodne uskutoériuje v 0,1M kakodylate sodnom pri pH 6,0. Lyzinylové alebo
aminokoncové zvy$ky reaguja s andhydridom kyseliny jantarovej alebo anhydridmi
inych karboxylovych kyselin. Uginkom derivatizacie tymito &inidlami je reverzia
naboja lyzinylovych zvySkov. Iné vhodné reakéné ¢&inidla na derivatizaciu zvySkov
obsahujucich a-amino zahffiaju imidoestery, ako napriklad metylpikolinimidat;
pyridoxalfosfat; pyridoxal; chlérborohydrid; kyselinu trinitrobenzénsulfénovi;
O-metylizomoc&ovinu; 2,4-pentandién; a transaminazou katalyzovanu reakciu
s glyoxylatom. Arginylové zvy3ky su modifikované reakciou s jednym alebo
niekofkymi beznymi Cinidlami, medzi inym fenylglyoxalom, 2,3-butandiénom, 1,2-
cyklohexandiénom a ninhydrinom. Derivatizacia argininovych zvy3kov vyZaduje, aby
sa reakcia uskuto¢niovala v alkalickych podmienkach, kvoli vysokej hodnote pKa
guanidinovej funk&nej skupiny. Okrem toho, tieto reakéné ¢inidla m6Zu reagovat so
skupinami lyzinu, ako aj s argininguanidinoskupinou. Karboxylové boéné skupiny
(aspartylova alebo glutamylova skupina alebo C-koncovy aminokyselinovy zvy3ok)
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sa selektivne modifikuju reakciou s karbodiimidmi (R-N=C=N-R’), kde R a R’
znamenaju rozlicné alkylové skupiny, ako napriklad 1-cyklohexyl-3-(2-morfolinyl-4-
etyl)karbodiimid alebo 1-etyl-3-(4-azonia-4,4-dimetylpentyl)karbodiimid. Okrem toho
sa aspartylové a glutamylové zvySky konvertuji na asparaginylové a glutaminylové

zvy$ky reakciou s aménnymi ionmi.

Blokovanie funkéného miesta

Bolo publikované, Zze nadmerna polymérova konjugacia mdze viest k strate
aktivity interferonového [ polypeptidu, s ktorym sa polymér konjuguje. Tento
problém je mozné eliminovat napr. odstranenim pripajacich skupin umiestnenych
vo funkénom mieste alebo blokovanim funkéného miesta pred konjugéaciou. Tieto
stratégie predstavuju dalSie uskutoénenia vynalezu (priklad prvej stratégie je
podrobnejSie uvedeny vy$Sie, napr. odstrafiovanie lyzinovych zvyskov, ktoré mézu
byt lokalizované v blizkosti funkéného miesta). Konkrétnejsie, v stlade s druhou
stratégiou sa konjugacia medzi interferénovym B polypeptidom a nepolypeptidovou
Gastou uskutoCriuje v podmienkach, v ktorych sa funkéné miesto polypeptidu
blokuje pomocnou molekulou, ktora je schopna viazat sa na funkéné miesto
polypeptidu. Vyhodne je pomocnou molekulou molekula, ktora Specificky rozoznava
funk&né miesto polypeptidu, ako napriklad receptor, najma interferénovy receptor
typu I. Alternativne mdze byt pomocnou molekulou protilatka, najma monoklonéina
protilatka rozoznavajlca interferénovy p polypeptid. Pomocnou molekulou méze byt
najma neutralizatna monoklonalna protilatka.

Polypeptid sa necha interagovat s pomocnou molekulou pred uskutocfio-
vanim konjugécie. Toto zaistuje, aby bolo funkéné miesto polypeptidu tienené alebo
chranené a nasledkom toho nedostupné pre derivatizaciu nepolypeptidovou ¢astou,
ako napriklad polymérom. Po eluovani od pomocnej molekuly sa méZe znova
izolovat konjugat medzi nepolypeptidovou ¢astou a polypeptidom s aspor
¢iastoéne zachovanym funkénym miestom.

Nasledna konjugacia polypeptidu majuceho blokované funkéné miesto s
polymérom, lipofilnou zli&eninou, organickym derivatizaénym ¢inidlom alebo
akoukofvek inou zluéeninou sa uskutoériuje normalnym spésobom, ako je opisané

napr. vo vy3sie uvedenych &astiach s nazvom "Konjugacia s...".
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Bez ohfadu na povahu pomocnej molekuly, ktora sa ma pouZzit na zatienenie
funkéného miesta polypeptidu pred konjugéciou, je Zelatefné, aby pomocna
molekula neobsahovala alebo obsahovala len niekofko pripdjacich skupin pre
zvolenu nepolypeptidovu &ast (Casti) molekuly, kde by konjugacia s takymito
skupinami brzdila desorpciu konjugovaného polypeptidu od pomocnej molekuly.
Tak je mozné ziskat selektivhu konjugéciu s pripdjacimi skupinami nachadzajucimi
sa v nezatienenych &astiach polypeptidu a je mozné znova pouZit pomocnu
molekulu na opakované cykly konjugéacie. Napriklad, aj je nepolypeptidovu ¢astou
polymérna molekula, ako PEG, ktord ma ako pripajaciu skupinu epsilon amino-
skupinu lyzinu alebo N-koncového aminokyselinového zvysku, je Zelatefné, aby
pomocnéa molekula v podstate neobsahovala konjugovatefné epsilon aminoskupiny,
vyhodne aby neobsahovala Ziadnu epsilon aminoskupinu. Z toho vyplyva, ze vo
vyhodnom uskutogneni je pomocnou molekulou protein alebo peptid schopny
viazat sa na funkéné miesto polypeptidu, ktory neobsahuje Ziadnu konjugovatefnu
pripajaciu skupinu pre zvolenu nepolypeptidovu Cast.

V dalsom uskutodneni sa pomocna molekula najprv kovalentne naviaze na
tuht fazu, ako napriklad kolénové baliace materidly, napriklad Sephadex alebo
agarézové gulicky, alebo na povrch, napr. na reaként nadobu. Potom sa polypeptid
nanesie na kolénovy material nesuci pomocni molekulu a uskutoCfiuje sa
konjugécia v sulade so spésobmi znamymi v oblasti, ako je opisané napr. vo vyssie
uvedenych &astiach s nazvom "Konjugécia s...". Tento postup umoZziiuje oddelenie
polypeptidového konjugatu od pomocnej molekuly elticiou. Polypeptidovy konjugat
sa eluuje beZznymi technikami v takych fyzikalnych a chemickych podmienkach,
ktoré nevedu k podstatnej degradacii polypeptidového konjugatu. Tekuta faza
obsahujuca polypeptidovy konjugat sa oddeluje od tuhej fazy, na ktory ostava
naviazana pomocna molekula. Separaciu je mozné dosiahnut inymi spbsobmi:
Napriklad, pomocna molekula sa moéze derivatizovat druhou molekulou (napr.
biotinom), ktory méZe byt rozoznavany $pecifickou viazucou latkou (napr.
streptavidinom). Specificka viazacia latka moZe byt spojena s tuhou fazou, &im sa
umozni separovanie polypeptidového konjugatu od komplexu pomocnej molekuly a
druhej molekuly prostrednictvom pasaZovania cez kolonu, v ktorej je na tuhej faze
naviazana druha pomocnéa molekula, priom tato koléna bude pri naslednej eldcii
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zadrziavat komplex pomocnej molekuly a druhej molekuly, ale nebude zadrZiavat
polypeptidovy konjugat. Polypeptidovy konjugat je mozné uvofnit z pomocnej
molekuly akymkolvek vhodnym spésobom. Odstranenie ochrannej molekuly je
mozné dosiahnut poskytnutim podmienok, v ktorych pomocna molekula disociuje z
funkéného miesta interferénu B, na ktoré bola naviazana. Napriklad, komplex medzi
protilatkou, s ktorou je polymér konjugovany, a antiidiotypovou protilatkou je mozné
disociovat nastavenim pH na kyslé alebo zasadité pH.

Konjugacia interferébnového B polypeptidu s priveskom

V alternativnom uskutoéneni sa interferonovy B polypeptid exprimuje ako
fuzovany protein s priveskom, tzn. aminokyselinovou sekvenciou alebo peptidovym
retazcom vytvorenym typicky z 1 az 30, ako napriklad 1 az 20 alebo 1 az 15 alebo 1
az 10 aminokyselinovych zvy$kov. Okrem toho, Ze umozfiuje rychlu a jednoduchu
purifikaciu, je privesok beznym nastrojom na dosiahnutie konjugacie medzi
polypeptidom s priveskom a nepolypeptidovou ¢astou. Privesok mbze byt pouzity
najma na dosiahnutie konjugacie v mikrotitraénych platniach alebo na inych
nosiCoch, ako napriklad paramagnetickych gulickach, na ktorych méze byt
polypeptid s priveskom imobilizovany prostrednictvom privesku. Konjugacia
polypeptidu s priveskom, napr. v mikrotitranych platniach, ma ta vyhodu, Ze
polypeptid s priveskom sa méze imobilizovat na mikrotitraénych platniach priamo z
kultivaéného média (v principe bez akejkofvek purifikdcie) a méze sa priamo
podrobit konjugacii. Tym je mozné redukovat celkovy pocet procesnych krokov (od
expresie po konjugaciu). Okrem toho moéze privesok fungovat ako oddefovacia
molekula na zaistenie zlepSenej dostupnosti imobilizovaného polypeptidu, ktory sa
ma konjugovat. Polypeptid s priveskom sa mlzZze pouzit na konjugaciu s
ktoroukofvek z tu opisanych nepolypeptidovych &asti, napr. s polymérnou
molekulou, ako napriklad PEG.

Identita Specifického privesku, ktory sa ma pouzit, nie je kriticka, pokiaf je
privesok schopny exprimovat sa s polypeptidom a pokial je schopny byt
imobilizovany na vhodnom povrchu alebo nosi¢ovom materiali. MnoZstvo vhodnych
priveskov je komeréne dostupnych, napr. od Unizyme Laboratories, Dansko.
Privesok m6ze mat naprikiad ktorukolvek z nasledujucich sekvencit:
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His-His-His-His-His-His
Met-Lys-His-His-His-His-His-His
Met-Lys-His-His-Ala-His-His-Gln-His-His
Met-Lys-His-GIn-His-GIn-His-GIn-His-Gln-His-Gln-His-GIn
(vektory uZitocné na poskytovanie takychto priveskov st dostupné od Unizyme
Laboratories, Dansko)
alebo ktorukofvek z nasledujucich:
EQKLI SEEDL (C-koncovy privesok opisany v Mol. Cell. Biol. 5: 3610-16,1985)
DYKDDDDK (C- alebo N-koncovy privesok)
YPYDVPDYA
Protilatky proti vy$Sie uvedenym priveskom su komeréne dostupné napr. od ADI,
Aves Lab and Research Diagnostics.

Bezny spdsob na pouzitie polypeptidu s priveskom na PEGylaciu je uvedeny
v Casti Materialy a metody, nizSie.

Nasledné odstiepenie privesku od polypeptidu je moZné dosiahnut pouzitim

komerc¢ne dostupnych enzymov.

Polypeptidy podfa vynalezu

Dalsie uskutoénenia vynalezu sa vo véeobecnosti tykaji tu opisanych novych
interferénovych B polypeptidov, ktoré v porovnani s fudskym divym typom
interferonu B maju aspofi jednu zaclenenl a/alebo aspori jednu odstranend
pripajaciu skupinu pre nepolypeptidova East. Nové polypeptidy su dbleZitymi medzi-
produktami na pripravu konjugatu podfa vynalezu. Okrem toho, samotne tieto
polypeptidy maju zaujimavé vlastnosti.

Priklady takychto polypeptidov zahffiaji polypeptidy obsahujiuce amino-
kyselinovl sekvenciu, ktora sa liSi od sekvencie divého typu fudského interferonu
v tom, Ze aspoii jeden aminokyselinovy zvy$ok vybrany zo skupiny, ktora obsahuje
N4, F8, L9, Q10, R11, S13, L24, N25, G26, L28, E29, N37, F38, Q48, Q49, Q64,
N65, 166, F67, A68, 169, F70, R71, Q72, D73, S74, S75, S76, T77, G78, W79, N80,
E81, T82, 183, V84, L87, L88, A89, N90, V91, Y92, H93, Q94, D110, F111, T112,
R113, R128, H140, T144, 1145, R147, V148, L151, R152, F154, Y155, N158 a
N166, je nahradeny inym aminokyselinovym zvySkom vybranym zo skupiny, ktora
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obsahuje K, R, D, E, C a N. Vy33ie uvedené aminokyselinové zvySky sl
lokalizované v polohach, ktoré su vystavené na povrchu ludskej interferénovej B
molekuly, ako demons$truje rozrieSena 3D Struktara fudského interferonu .
Nahradenim jedného alebo viacerych z tychto zvySkov jednym z K, R, D, E, C a N,
sa pripajacia skupina (skupiny) pre nepolypeptidovi €ast, najma polymérova
pripdjacia skupina alebo aminokyselinovy zvySok vhodny na modifikaciu
uhfovodikovou &astou, zaéleni do fudského interferénu p. Vysledna modifikovana
fudské interferénova B molekula je vhodnou vychodiskovou zli¢eninou na pripravu
- interferonového B konjugadtu majuceho zlepSené vlastnosti v porovnani s
nemodifikovanou fudskou interferénovou B molekulou.

Daldi predmet vynalezu sa tyka interferénového B polypeptidu obsahujiceho
aminokyselinovi sekvenciu, ktord sa li§i od sekvencie divého typu fudského
interferénu B v tom, Ze aspoil jeden aminokyselinovy zvySok vybrany zo skupiny
obsahujicej N4, F8, L9, Q10, R11, S12, S13, L24, N25, G26, L28, E29, N37, F38,
D39, Q48, Q49, Q64, N65, 166, F67, A8, 169, F70, R71, Q72, D73, S74, S75, S76,
T77, G78, W79, N80, E81, T82, 183, V84, E85, L87, L88, A89, N90, V91, Y92, H93,
Q94, D110, F111, T112, R113, R128, H140, T144, 1145, R147, V148, L151, R152,
F154, Y155, N158, G162 a N166 je nahradeny lyzinovym zvy$kom, s podmienkou,
Ze polypeptid sa li8§i od polypeptidu majiceho aminokyselinovii sekvenciu
diveho typu [ludského interferbnu B s nasledujicimi  substitGciami:
D54N+E85K+V911+V101M, a liSi sa od polypeptidu, ktory je hybridnou molekulou
medzi interferonom B a interferénom o, ktory nasledkom toho, Ze je hybridom, méa
lyzin v polohe 39. Prvy z nenarokovanych polypeptidov je opisany v Stewart a dalsi,
DNA zv. 6 €. 2 1987 str. 119-128 a zistilo sa, Ze je neaktivny, druhy je opisany v US
4769233 a bol skonstruovany za tcelom zlepSenia biologickej aktivity interferénu p.
Ziadny z nenérokovanych polypeptidov nebol vyrabany na, alebo opisany ako
vhodny medziprodukt na pripravu interferébnovych B konjugatov so zniZenou
imunogénnostou a/alebo predizenym funkénym in vivo poléasom rozpadu a/alebo
sérovym poléasom rozpadu.

ESte dalSi priklad zahffia interferonovy B polypeptid obsahujici amino-

kyselinovu sekvenciu, ktora sa li§i od sekvencie ¢. 2 jednou alebo viacerymi
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substituciami vybranymi zo skupiny, ktor4 obsahuje N4K, F15K, Q16K, R27K,
R35K, D39K, Q49K, E85K, A89K, E103K, E109K, R124K, E137K a R159K, s
podmienkou, Ze ak je substituciou R27K, polypeptid sa lii od polypeptidu majuceho
aminokyselinovl sekvenciu divého typu fudského interferonu B s nasledujucimi
substiticiami: R27K+E43K. Nenarokovany polypeptid je opisany v Stewart a dalsi,
DNA zv. 6 &.2 1987 str. 119-128 a zistilo sa, Ze ma nizku aktivitu. Polypeptid bol
vyrobeny v priebehu tudie vztahu funkcie a Struktary a nebol uvedeny ako mozny
medziprodukt na pripravu zlepSenych interferonovych B konjugétovych molekul.
Interferénovy B polypeptid napriklad obsahuje aminokyselinovi sekvenciu, ktora sa
li&i od sekvencie &. 2 v tom, Ze obsahuje substiticiu R27K v kombinécii s aspon
jednou dalSou substiticiou, ktora sa li§i od E43K, alebo substiticiu R35K v
kombinacii s aspofi jednou dal$ou substitiiciou, s podmienkou, Zze polypeptid ma
aminokyselinovl sekvenciu, ktora sa li8i od aminokyselinovej sekvencie divého
typu fudského interferonu B modifikovaného nasledujucimi substiticiami:
G7E+S12N+C17Y+R35K. Nenarokovany polypeptid je opisany v Stewart a dalsi,
DNA zv. 6 ¢.2 1987 str. 119-128 ako majuci zachovan( protiproliferativnu aktivitu na
Daudi bunkach vo vztahu k ich protivirusovej aktivite, ale znizenu celkovd aktivitu v
porovnani s divym typom interferénu . Nenarokovany polypeptid nebol pripraveny
za Géelom zniZenia imunogénnosti a/alebo prediZzenia funkéného in vivo poléasu
rozpadu a/alebo sérového pol&asu rozpadu, ale bol vyrobeny v priebehu Studie
vztahu $truktiry a funkcie interferénu B.

Polypeptid podfa vynalezu méze, okrem ktorejkofvek z vysSie uvedenych
substitticii, obsahovat substitaciu C17S a/alebo deléciu M1 alebo substituciu M1K.
Okrem toho méZe polypeptid podfa vynalezu obsahovat aminokyselinovu
sekvenciu, ktora sa navy$e lidi od sekvencie & 2 odstranenim, vyhodne
prostrednictvom substiticie, aspol jedného lyzinového zvysku vybraného zo
skupiny, ktora obsahuje K19, K33, K45, K52, K99, K105, K108, K115, K123, K134
a K136. Lyzinovy zvySok (zvy$ky) méZe byt nahradeny akymkofvek inym amino-
kyselinovym zvyskom, ale vyhodne je nahradeny argininom alebo glutaminom.
Polypeptidom podfa vynalezu méze byt najma polypeptid, v ktorom bol K45, K52
a/alebo K123 nahradeny inym aminokyselinovym zvyS8kom, ale vyhodne
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argininovym alebo glutaminovym zvySkom. Polypeptid mdze byt exprimovany aj s
priveskom, ako je podrobnejSie opisané napr. vo vysSie uvedenej Casti s nazvom
"Konjugécia interferonového B polypeptidu s priveskom".

ESte dalSi priklad interferbnového B polypeptidu podfa vynalezu zahfiia
polypeptid, ktory obsahuje aminokyselinovi sekvenciu liSiacu sa od sekvencie
divého typu ludského interferénu B v tom, Ze aspori jeden lyzinovy zvy$ok vybrany
zo skupiny, ktord obsahuje K19, K33, K45, K52, K99, K105, K108, K115, K123,
K134 a K136, je nahradeny akymkolvek aminokyselinovym zvy§kom, s
podmienkou, Ze interferonovy B polypeptid sa li8i od hybridu medzi interferénom p a
interferonom a, ktory ma nasledkom toho, ze je hybridom, fenylalanin v polohe 45.
Vyhodnej je nahradeny aspon K19, K45, K52 a/alebo K123. Hoci je v stlade s
tymto uskutoCnenim vynalezu moZné lyzinovy zvySok deletovat, vyhodné je
nahradit ho inym aminokyselinovym zvySkom, vyhodne argininovym alebo
glutaminovym. Normalne obsahuje polypeptid podfa vynalezu aminokyselinovu
sekvenciu, ktora sa liSi 1 az 15 aminokyselinovymi zvy$kami od aminokyselinovej
sekvencie oznaCenej ako sekv. &. 2, ako bolo podrobnej$ie diskutované vyssie.
Priklady polypeptidov podfa vynalezu su vybrané zo skupiny obsahujucej
polypeptidy, ktoré zahifiajid aminokyselinovi sekvenciu liSiacu sa od sekv. & 2
aspon nasledujacimi substiticiami:

R27K+R159K;

R27K+K45R+R159K;
R27K+Q49K+E85K+A89K;
R27K+K45R+Q49K+E85K+A89K;
R27K+D39K+Q49K+E85K+A89K;
R27K+D39K+K45R+Q49K+E85K+ABIK;
N4K+R27K+D39K+Q49K+E85K+A89K;
N4K+R27K+D39K+K45R+Q49K+E85K+AB9K;
R27K+K123R+R159K;
R27K+K45R+K123R+R159K;
R27K+Q49K+E85K+A89K+K123R;
R27K+K45R+Q49K+E85K+A89K+K123R;
R27K+D39K+Q49K+E85K+A89K+K123R;



-52.-

R27K+D39K+K45R+Q49K+E85K+A89K+K123R;
N4K+R27K+D39K+Q49K+E85K+ABIK+K123R a
N4K+R27K+D39K+K45R+Q49K+E85K+A8IK+K123R.

Bude zrejmé, Ze ktorykofvek z tu opisanych polypeptidov podfa vynalezu sa
mobze pouzit na pripravu konjugatu podfa vynalezu, tzn. na kovalentné spojenie s
ktoroukofvek z tu opisanych nepolypeptidovych Casti. Najma, ked sa polypeptid
podra vynalezu exprimuje v glykozylujacom mikroorganizme, méZe byt poskytnuty v

glykozylovanej forme.

Spdsoby pripravy interferonového B polypeptidu na pouzitie podfa vynalezu

Polypeptid podfa predloZeného vynalezu alebo polypeptidova €ast konjugatu
podfa vynélezu, volitelne v glykozylovanej forme, moézu byt produkované
akymkolvek vhodnym spdsobom zndmym v oblasti. Takéto spdsoby zahffiajd
konstruovanie nukleotidovej sekvencie kédujucej polypeptid a exprimovanie
sekvencie vo vhodnom transformovanom alebo transfekovanom hostitefovi. AvSak
polypeptidy podfa vynalezu mézu byt produkované, hoci s men3ou ucinnostou,
chemickou syntézou alebo kombinaciou chemickej syntézy a technol6gie
rekombinantnej DNA.

Nukleotidova sekvencia podfa vynélezu kédujica interferénovy p polypeptid
médze byt konstruovana izolaciou alebo syntézou nukleotidovej sekvencie kédujlcej
rodigovsky interferén B, napr. s aminokyselinovou sekvenciou ozna¢enou ako sekv.
&. 2, a potom zmenou nukleotidovej sekvencie tak, aby sa uskutognilo zalenenie
(tzn. inzercia alebo substiticia) alebo delécia (tzn. odstranenie alebo substitucia)
relevantného aminokyselinového zvy$ku (zvySkov).

Nukleotidova sekvencia sa beZne modifikuje miestne $Specifickou
mutagenézou v stlade s dobre znamymi metédami, pozri napr. Mark a dalsi, "Site-
specific Mutagenesis of the Human Fibroblast Interferon Gene", Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 81, str. 5662-66 (1984) a US 4588585.

Alternativne sa nukleotidova sekvencia pripravuje chemickou syntézou, napr.
pouzitim oligonukleotidového syntetizéra, v ktorom sa oligonukleotidy navrhuju na
zaklade aminokyselinovej sekvencie poZadovaného polypeptidu a vyhodne sa
vyberaji tie kodény, ktoré st uprednostiiované hostitelskou bunkou, v ktorej bude



-53-

produkovany rekombinantny polypeptid. Napriklad, niekofko malych oligo-
nukleotidov kodujucich ¢asti pozadovaného polypeptidu méze byt syntetizovanych
a zostavenych prostrednictvom PCR, ligacie alebo liganej retazovej reakcie (LCR).
Jednotlivé oligonukleotidy typicky obsahujd 5 alebo 3' pre€nievania na
komplementarne zostavovanie.

Ked uz je zostavena (prostrednictvom syntézy, miestne $Specifickej
mutagenézy alebo inym spd6sobom), zacleni sa nukleotidova sekvencia kédujuca
interferonovy B polypeptid do rekombinantného vektora a operativne sa napoji na
riadiace sekvencie nevyhnutné pre expresiu interferéonu B v pozadovanej
transformovanej hostitefskej bunke.

Samozrejme je potrebné, aby bolo zrejmé, Ze nie vSetky vektory a expresné
riadiace sekvencie funguji rovnako dobre pri expresii nukleotidovej sekvencie
kédujucej tu opisany polypeptidovy variant. Nie vSetci hostitelia budu fungovat
rovnako dobre s rovnakym expresnym systémom. AvSak priemerny odbornik v
oblasti mbéze vybrat spomedzi tychto vektorov, expresnych riadiacich sekvencii a
hostitefov bez nadmerného experimentovania. Napriklad, pri vybere vektora je
potrebné brat do Gvahy hostitela, pretoze vektor sa v iom musi replikovat alebo
musi byt schopny integrovat sa do chromozému. Do Uvahy je potrebné brat aj
pocet kopii vektora, schopnost kontrolovat tento pocet képii a expresiu akychkofvek
inych proteinov kédovanych vektorom, ako napriklad antibiotikovych markerov. Pri
vybere expresnej riadiacej sekvencie by sa mali zvaZovat rézne faktory. Tieto
zahfiaja napriklad relativnu silu sekvencie, jej kontrolovatefnost a jej kompatibilitu s
nukleotidovou sekvenciou kddujicou polypeptid, najma ¢o sa tyka potenciainych
sekundarnych $truktur. Hostitelia by sa mali vyberat po zvaZeni ich kompatibility s
vybranym vektorom, toxicity produktu kédovaného nukleotidovou sekvenciou, ich
sekreénych vlastnosti, ich schopnosti spravne poskladat polypeptid, ich
fermentaCnych alebo kultivaénych poziadaviek a jednoduchosti purifikacie
produktov kédovanych nukleotidovou sekvenciou. '

Rekombinantnym vektorom méze byt autonémne sa replikujlci vektor, tzn.
vektor, ktory existuje ako extrachromozomalna entita, ktorej replikacia nie je zavisla
na chromozomalnej replikacii, napr. plazmid. Alternativne je vektorom taky vektor,
ktory sa po zavedeni do hostitefskej bunky integruje do hostitefského bunkového
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genému a replikuje sa spolu s chromozémom (chromozémami), do ktoreho sa
integroval.

Vektorom je vyhodne expresny vektor, v ktorom je nukleotidova sekvencia
koédujaca polypeptid podfa vynalezu operativne spojena s dalSimi segmentami
potrebnymi na transkripciu nukleotidovej sekvencie. Vektor je typicky odvodeny od
plazmidovej alebo virusovej DNA. Mnozstvo tu uvedenych vhodnych expresnych
vektorov na expresiu v hostitelskych bunkach je dostupnych komeréne alebo
opisanych v literature. UZitotné expresné vektory pre eukaryotickych hostitefov
zahffiaja napriklad vektory obsahujuce expresné riadiace sekvencie z SV40,
hovadzieho papilloma virusu, adenovirusu a cytomegalovirusu. Konkrétnymi
vektormi st napr. pCDNA3.1 (+)\Hyg (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a pCl-neo
(Stratagene, La Jola, CA, USA). UzZito&né expresné vektory pre bakteridlnych
hostitelov zahffiaji zndme bakteridlne plazmidy, ako napriklad plazmidy z E. col,
vratane pBR322, pET3a a pET12a (oba od Novagen Inc., Wi, USA), plazmidy so
SirSim rozsahom hostitefov, ako napriklad RP4, fagové DNA-y, napr. poletné
derivaty faga lambda, napr. NM989, a inych DNA fagov, ako napriklad M13 a
vlaknitych jednoretazcovych DNA fagov. UZitodné expresné vektory pre kvasinkove
bunky zahifiaju 2p plazmid a jeho derivaty, POT1 vektor (US 4931373), pJS037
vektor opisany v Okkels, Ann. New York Acad. Sci. 782, 202-207,1996 a pPICZ A,
B alebo C (Invitrogen). UzZito&né vektory pre hmyzie bunky zahffiaju pVL941,
pBG311 (Cate a daldi, "Isolation of the Bovine and Human Genes for Mullerian
Inhibiting Substance And Expression of the Human Gene In Animal Cells", Cell, 45,
str. 685-98 (1986), pBluebac 4.5 a pMelbac (oba dostupné od Invitrogen).

Iné vektory na pouzitie v tomto vynaleze zahfiiaju vektory, ktoré umoznuju,
aby sa sekvencia koédujuca polypeptidovy variant amplifikovala v uritom pocte
kopii. Takéto amplifikovatefné vektory si v oblasti dobre zndme. Zahffiaju naprikiad
vektory schopné amplifikovat sa prostrednictvom DHFR amplifikacie (pozri napr.
Kaufman, US 4470461, Kaufman a Sharp, "Construction Of A Modular
Dihydrofolate Reductase cDNA Gene: Analysis Of Signals Utilized For Efficient
Expression", Mol. Cell. Biol., 2, str. 1304-19 (1982)) a glutamin syntetazovej ("GS")
amplifikacie (pozri napr. US 5122464 a EP 338841).
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Rekombinantny vektor méze dalej obsahovat DNA sekvenciu, ktora
umozfiuje replikaciu vektora v danej hostitelskej bunke. Prikladom takejto sekvencie
(ked je hostitefskou bunkou cicavéia bunka) je SV40 pociatok replikacie. Ked je
hostitefskou bunkou kvasinkova bunka, vhodnymi sekvenciami umoZfiujicimi
replikaciu vektora su replikaéné gény kvasinkového plazmidu 2p, REP 1 az 3 a
pociatok replikacie.

Vektor mbze obsahovat aj selektovatefny marker, napr. gén, ktorého produkt
komplementuje defekt v hostitelskej bunke, ako napriklad gén kédujici dihydrofolat
reduktdzu (DHFR) alebo Schizosaccharomyces pombe TPl gén (opisany v P.
R. Russell, Gene 40,1985, str. 125-130), alebo gén poskytujuci rezistenciu vodi
lieivu, napr. ampicilinu, kanamycinu, tetracyklinu, chloramfenikolu, neomycinu,
hygromycinu alebo metotrexatu. Selektovatelné markery pre vlaknité huby zahfiiaju
amdsS, pyrG, arcB, niaD, sC.

Vyraz "riadiace sekvencie" je tu definovany tak, aby zahffial vSetky
komponenty, ktoré si nevyhnutné alebo vyhodné na expresiu polypeptidu podfa
vynalezu. Kazda riadiaca sekvencia méze byt prirodzend alebo cudzia vo vztahu k
nukleokyselinovej sekvencii kédujucej polypeptid. Takéto riadiace sekvencie
zahfnajd, ale nie s obmedzené na vedicu sekvenciu, polyadenylacénu sekvenciu,
propeptidova sekvenciu, prométor, zosilfiovaé alebo aktivaéni sekvenciu proti
smeru expresie génu (upstream), signalnu peptidovi sekvenciu a transkripény
terminator. Minimalne zahffaju riadiace sekvencie prométor.

V predloZzenom vynaleze méze byt pouzité Siroké spektrum expresnych
riadiacich sekvencii. Takéto uzitoéné expresné riadiace sekvencie zahfiiaju
expresné riadiace sekvencie spojené so Strukturalnymi génmi uvedenych
expresnych vektorov, ako aj akukolvek sekvenciu, o ktorej je zname, Ze riadi
expresiu génov prokaryotickych alebo eukaryotickych buniek alebo ich virusov, a
r6zne kombinacie uvedenych sekvencii.

Priklady vhodnych riadiacich sekvencii na riadenie transkripcie v cicavéich
bunkach zahffiaja skoré a neskoré promoétory SV40 a adenovirusov, napr.
adenovirusovy 2. hlavny neskory prométor, prométor MT-1 (metalotioneinového
genu), okamzity skory prométor fudského cytomegalovirusového génu (CMV),

prométor fudského elongaéného faktora 1a (EF-1a), prométor minimalneho
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tepelného Sokového Drosophila proteinu 70 , prométor Rous sarkéma virusu (RSV),
prométor fudského ubiquitinu C (UbC), terminator fudského rastového horménu,
polyadenylaéné signaly SV40 alebo adenovirusovej Elb oblasti a Kozakovu
konsenzus sekvenciu (Kozak, M. J Mol Biol 1987 Aug 20; 196 (4): 947-50).

Na zlepSenie expresie v cicavéich bunkach je mozné zaclenit synteticky
intron do 5' netranslatovanej oblasti nukleotidovej sekvencie kodujicej polypeptid, o
ktory je zaujem. Prikladom syntetického intrénu je synteticky intrén z plazmidu pCl-
Neo (dostupny od Promega Corporation, WI, USA).

Priklady vhodnych riadiacich sekvencii na riadenie transkripcie v hmyzich
bunkach zahffiaja polyhedrinovy promoétor, P10 promoétor, zéakladny prométor
polyhedrického virusu Autographa californica, prométor bakulovirusoveho
okamzitého skorého génu 1 a prométor bakulovirusového 39K posunutého skorého
génu a SV40 polyadenylani sekvenciu.

Priklady vhodnych riadiacich sekvencii na pouzite v kvasinkovych
hostitelskych bunkach zahfiaju promotory kvasinkového o-pérovacieho systému,
prométor kvasinkovej ti6zofosfat izomerazy (TPl), prométory z kvasinkovych
glykolytickych génov alebo alkohol dehydrogenazovych génov, ADH2-4c prométor a
inducibilny GAL promotor.

Priklady vhodnych riadiacich sekvencif na pouZitie vo vldknitych hubovych
hostitelskych bunkach zahffiaja ADH3 promotor a terminator, prométor odvodeny
od génov kédujacich Aspergillus oryzae TAKA amylaza triézofosfat izomerazu alebo
alkalicku protedzu, A. niger a-amylazu, A. niger alebo A. nidulans glukoamylazu, A.
nidulans acetamidazu, Rhizomucor miehei asparagovd proteinazu alebo lipazu,
TPI1 terminator a ADH3 terminator.

Priklady vhodnych riadiacich sekvencii na pouzitie v bakterialnych
hostitefskych bunkéach zahifiaju promotory /ac systému, trp systému, TAC alebo
TRC systému a hlavné promoétorové oblasti lambda faga.

Nukleotidova sekvencia podra vynalezu kodujuca interferénovy B polypeptid,
& u2 pripravend miestne $pecifickou mutagenézou, syntézou alebo inymi
met6dami, modze alebo nemusi obsahovat aj nukleotidovi sekvenciu, ktora koduje
signalny peptid. Signalny peptid je pritomny, ked sa ma polypeptid vylu¢ovat z
buniek, v ktorych sa exprimuje. Takyto signainy peptid, ak je pritomny, by mal byt
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rozoznavany bunkou zvolenou na expresiu polypeptidu. Signalny peptid moéze byt
homologicky (napr. to mdZze byt peptid, ktory je normalne spojeny s fudskym
interferbnom B) alebo heterologicky (tzn. pochadzajuci z iného zdroja ako fudsky
interferébn B) s polypeptidom alebo mézZe byt homologicky alebo heterologicky s
hostitefskou bunkou, tzn. méze byt peptidom, ktory sa normalne exprimuje v
hostitefskej bunke, alebo méze byt peptidom, ktory sa normalne neexprimuje v
hostitefskej bunke. Z toho vyplyva, Ze signalny peptid méze byt prokaryoticky, napr.
odvodeny od baktérie, ako napriklad E. coli, alebo eukaryoticky, napr. odvodeny od
cicavej alebo hmyzej alebo kvasinkovej bunky.

Pritomnost alebo nepritomnost signalneho peptidu bude zavisiet napr. na
expresii hostitefskej bunky pouZitej na produkciu polypeptidu, na proteine, ktory sa
ma exprimovat (Ci je to vnatrobunkovy alebo extracelularny protein) a na tom, &i je
Zelatelné ziskat sekréciu. Na pouZitie vo vlaknitych hubach méze byt signainy
peptid beZne odvodeny od génu kédujuceho Aspergillus sp. amylazu alebo
glukoamylazu, génu kdédujiceho Rhizomucor miehei lipazu alebo proteazu alebo
Humicola lanuginosa lipazu. Signalny peptid je vyhodne odvodeny od génu
kodujuceho A. oryzae TAKA amylazu, A. niger neutrdinu a-amylazu, A. niger
amylazu stabilnu v kyslom prostredi alebo A. niger glukoamylazu. Na pouZitie v
hmyzich bunkach méZe byt signalny peptid jednoducho odvodeny od hmyzieho
génu (cf. WO 90/05783), ako napriklad génu prekurzora adipokinetick&ho horménu
motyfa Manduca sexta, (cf. US 5,023,328), génu pre véeli melitin (Invitrogen), génu
pre ekdysteroidni UDP glukozyltransferazu (egf) (Murphy a dal8i, Protein
Expression and Purification 4, 349-357 (1993)) alebo génu pre fudsku pankreaticku
lipazu (hpl) (Methods in Enzymology 284, str. 262-272, 1997).

Vyhodnym 'signélnym peptidom na pouZitie v cicav&ich bunkach je signainy
peptid fudskeho interferénu B zrejmy z nizie uvedenych prikladov alebo signalny
peptid hlodav¢ieho Ig kapa lahkého retazca (Coloma, M (1992) J. Imm. Methods
152: 89-104). Zistilo sa, Ze na pouZitie v kvasinkovych bunkach sG vhodnymi
signalnymi peptidmi signalny peptid a-faktora zo S. cereviciae (cf. US 4870008),
signainy peptid mySacej slinnej amylazy (cf. O. Hagenbuchle a dalsi, Nature
289,1981, str. 643-646), modifikovany karboxypeptidazovy signalny peptid (cf. L. A.
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Valls a dalsi, Cell 48,1987, str. 887-897), kvasinkovy BAR1 signalny peptid (cf. WO
87/02670) a signalny peptid kvasinkovej asparagovej proteazy 3 (YAP3) (cf. M.
Egel-Mitani a dalsi, Yeast 6,1990, str. 127-137).

Na produkciu interferénového B polypeptidu moéze byt pouZity akykofvek
vhodny hostitel, vratane bakteridlnych, plesfiovych (vratane kvasinkovych),
rastiinnych, hmyzich, cicavéich alebo inych vhodnych ZivogiSnych buniek alebo
bunkovych linii, ako aj transgénne Zivocichy alebo rastliny. Priklady bakterialnych
hostitefskych buniek zahffiaju grampozitivne baktérie, ako napriklad kmene
Bacillus, napr. B. brevis alebo B. subtilis, Pseudomonas alebo Streptomyces, alebo
gramnegativne baktérie, ako napriklad kmene E. coli. Zavedenie vektora do
bakterialnej hostitefskej bunky sa modze uskutoéfiovat napriklad transforméaciou
protoplastov (pozri napr. Chang a Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168:
111-115), pouZitim kompetentnych buniek (pozri napr. Young a Spizizin, 1961,
Journal of Bacteriology 81: 823-829, alebo Dubnau a Davidoff-Abelson, 1971,
Journal of Molecular Biology 56: 209-221), elektroporaciou (pozri napr. Shigekawa
a Dower, 1988, Biotechniques 6: 742-751) alebo konjugaciou (pozri napr. Koehler a
Thorne, 1987, Journal of Bacteriology 169: 5771-5278).

Priklady vhodnych vlaknitych plesfiovych hostitefskych buniek zahfiiaju
kmene Aspergillus, napr. A. oryzae, A. niger alebo A. nidulans, Fusarium alebo
Trichoderma. Plesfiové bunky je mozné transformovat spésobom zahfiiajucim
formovanie protoplastov, transforméciu protoplastov a regeneraciu bunkovej steny,
ktory je sam o sebe znamy. Vhodné postupy na transformaciu Aspergillus
hostitefskych buniek st opisané v EP 238023 a US 5679543. Vhodné postupy na
transformovanie druhov Fusarium su opisané v Malardier a dalsi, 1989, Gene 78:
147-156 a WO 96/00787. Kvasinky je mozné transformovat pouZitim postupov
opisanych v Becker a Guarente, v Abelson, J. N. a Simon, M. I., vyd, Guide to
Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, zv. 194, str. 182-
187, Academic Press, Inc., New York; Ito a dal$i, 1983, Journal of Bacteriology 153:
163; a Hinnen a dalsi, 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences
USA 75: 1920.

Priklady vhodnych kvasinkovych hostitefskych buniek zahffiaju kmene
Saccharomyces, napr. S. cerevisiae, Schizosaccharomyces, Klyveromyces, Pichia,
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ako napriklad P. pastoris alebo P. methanolica, Hansenula, ako napriklad H.
polymorpha alebo Yarrowia. Spdsoby na transformovanie kvasinkovych buniek s
heterolognou DNA a na produkciu heterolognych polypeptidov tymito bunkami st
opisané v Clontech Laboratories, Inc, Palo Alto, CA, USA (v produktovom protokole
pre Yeastmaker'™ Yeast Tranformation System Kit) a v Reeves a dal§i, FEMS
Microbiology Letters 99 (1992) 193-198, Manivasakam a Schiestl, Nucleic Acids
Research, 1993, zv. 21, €. 18, str. 4414-4415 a Ganeva a dal§i, FEMS Microbiology
Letters 121 (1994) 159-164.

Priklady vhodnych hmyzich hostitefskych buniek zahffiaju Lepidoptera
bunkovu liniu, ako napriklad Spodoptera frugiperda (Sf9 alebo Sf21) alebo
Trichoplusioa ni bunky (High Five) (US 5077214). Transformacia hmyzich buniek a
produkcia heterolognych polypeptidov tymito bunkami sa méze uskutoériovat ako je
opisané v Invitrogen.

Priklady vhodnych cicav€ich hostitefskych buniek zahfiaja vajecnikové
bunkoveé linie ¢inskeho Skre¢ka (CHO) (napr. CHO-K1; ATCC CCL-61), maciakové
bunkové linie (COS) (napr. COS 1 (ATCC CRL-1650), COS 7 (ATCC CRL-1651));
my$acie bunky (napr. NS/O), oblickové bunkové linie z mladych $kreckov (napr.
ATCC CRL-1632 alebo ATCC CCL-10) a fudské bunky (napr. HEK 293 (ATCC
CRL-1573)), ako aj rastlinné bunky v tkanivovej kultire. DalSie vhodné bunkové
linie sG zname v oblasti a dostupné z verejnych zbierok, ako napriklad American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland. Cicavéie bunky, ako napriklad CHO
bunky, mézu byt aj modifikované, aby exprimovali sialyltransferazu, napr. 1,6-
sialyltransferazu, ako je opisané napr. v US 5047335, aby sa poskytla zlepSena
glykozylacia interferbnového ‘B polypeptidu.

Spbsoby zavédzania exogénnej DNA do cicav&ich hostitefskych buniek
zahfiajd transfekciu sprostredkovanu fosfore¢nanom vapenatym, elektroporaciu,
DEAE-dextranom  sprostredkovant transfekciu, lipozémom sprostredkovani
transfekciu, virusové vektory a transfekéné spdsoby opisané v Life Technologies
Ltd, Paisley, UK pouzitim Lipofectamin 2000 a Roche Diagnostics Corporation,
Indianapolis, USA pouZitim FUGENE 6. Tieto spésoby st v oblasti dobre zname a
opisané napr. v Ausbel a dalsi (vyd.), 1996, Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, New York, USA. Kultivacia cicavéich buniek sa uskutodiuje
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podla zavedenych metéd, ako je opisané napr. v Animal Cell Biotechnology,
Methods and Protocols, vyd. Nigel Jenkins, 1999, Human Press Inc, Totowa, New
Jersey, USA a Harrison MA a Rae IF, General Techniques of Cell Culture,
Cambridge University Press 1997.

V sposoboch produkcie podfa predloZzeného vynalezu sa bunky kultivuju v
nutricnom médiu vhodnom na produkciu polypeptidu pouZitim metéd znamych v
oblasti. Bunky je mozZné napriklad kultivovat pretrepavacou ffaSovou kultivaciou,
fermentaciou v malom alebo vo velkom meradle (vratane kontinuélnej, davkovej,
napliiacej davkovej fermentacie alebo fermentacie v tuhom stave), v laboratérnych
alebo priemyselnych fermentoroch, ktoré sa uskuto€fiujd vo vhodnom mediu a v
podmienkach umozZfiujicich, aby sa exprimoval alalebo izoloval polypeptid.
Kultivacia sa uskuto&iiuje vo vhodnom nutriénom médiu obsahujucom zdroj uhlika a
dusika a anorganické soli, pouZitim postupov znamych v oblasti. Vhodné média sa
dostupné od komer&nych dodavatefov alebo sa mdzu pripravit podfa publikovanych
zloZzeni (napr. v katalégoch American Type Culture Collection). Ak sa polypeptid
vyluduje do nutritného média, je ho mozné priamo izolovat z media. Ak sa
polypeptid nevyluCuje, mdZe byt izolovany z bunkovych lyzatov.

Vysledny polypeptid méze byt izolovany spdsobmi znadmymi v oblasti.
Polypeptid sa mdze z nutriéného média izolovat napriklad jednoduchymi sp6sobmi,
ktoré zahffiaja, ale nie su obmedzené na centrifugaciu, filtraciu, extrakciu, sprejove
su$enie, odparovanie alebo precipitaciu.

Polypeptidy sa mdzu purifikovat réznymi postupmi znamymi v oblasti, ktore
zahfiiaja, ale nie su obmedzené na chromatografiu (napr. i6nova vymenna, afinitna,
hydrofébna chromatografia, chromatofokusovanie a velkostné vyluCovanie),
elektroforetické postupy (napr. preparativna izoelektricka fokusacia), diferenciaciu
rozpustnosti (napr. precipitacia so siranom aménnym), SDS-PAGE alebo extrakciu
(pozri napr. Protein Purification, J.-C. Janson a Lars Ryden, vyd., VCH Publishers,
New York, 1989). Konkrétne spdsoby purifikacie polypeptidov vykazujicich aktivitu
interferénu B su opisané v US 4289689, US 4359389, US 4172071, US 4551271,
US 5244655, US 4485017, US 4257938 a US 4,541,952. Specificky purifikatny
sposob je zaloZeny na imunoafinitnej purifikacii (pozri napr. Okamura a dalsi,
"Human Fibroblastoid Interferon: Immunosorbent Column Chromatography
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And N-Terminal Amino Acid Sequence”, Biochem., 19, str. 3831-35 (1980)). Okrem
toho mdze byt purifikacia zaloZzena na pouziti IFNAR 1 a/alebo IFNAR 2, najma
IFNAR 2.

Biologicka aktivita interferonovych B polypeptidov mdze byt testovana
akymkofvek vhodnym spdsobom znamym v oblasti. Takéto testy zahfiaju
protilatkovi neutralizaciu protivirusovej aktivity, indukciu aktivity protein kinazy,
oligoadenylat 2,5-A syntetazy alebo fosfodiesterazy, ako je opisané v EP 41313 B1.
Takeéto testy zahfiiaju aj imunomodulaéné testy (pozri napr. US 4753795), rastové
inhibicné testy a meranie viazania sa na bunky, ktoré exprimuji interferénové
receptory. Specifické testy na stanovovanie biologickej aktivity polypeptidov alebo

konjugatov podfa vynalezu su opisané v niZSie uvedenej éasti Materidly a metédy.

Bunkova kultdra podfa vynalezu

Dalsi predmet vynalezu sa tyka bunkovej kultary, ktora obsahuje a)
hostitefsku bunku transformovani nukleotidovou sekvenciou kédujiacou polypeptid
vykazujaci aktivitu interferonu p a b) kultivané médium obsahujice uvedeny
polypeptid produkovany expresiou uvedenej nukleotidovej sekvencie v koncentracii
najmenej 800000 IU/ml média, vyhodne v koncentracii v rozsahu 800000 az
3500000 IU/ml média. Hoci polypeptidom vykazujicim aktivitu interferénu B méze
byt divy typ interferonu B, napr. fudsky interferén B alebo jeho variant (napr.
interferon B1a alebo B1b), polypeptidom je vyhodne tu opisany interferénovy B
polypeptid.

Este dalSi predmet vynalezu sa tyka spdsobu produkcie tu opisaného inter-
ferobnového B polypeptidu, ktory zahfiia:
a) kultivaciu bunky exprimujtcej interferénovy B polypeptidovy variant v kultivaénom
mediu, tak, aby bola koncentracia interferénového B polypeptidového variantu v
médiu najmenej 800000 IU/ml média, najméa v rozsahu 800000 az 3500000 1U/ml
média, a

b) izolaciu interferébnového B polypeptidu.



-62-

Iné sposoby podla vynalezu

Este dalsi predmet vynalezu sa tyka sposobu redukcie imunogénnosti
alalebo predlZzenia funkéného in vivo pol¢asu rozpadu a/alebo sérového pol€asu
rozpadu interferébnového B polypeptidu, ktory zahfiia zaclefiovanie amino-
kyselinového zvysku tvoriaceho pripajaciu skupinu pre prvi nepolypeptidovu Cast
do polohy vystavenej na povrchu proteinu, ktord neobsahuje takdto skupinu,
a/alebo odstrafiovanie aminokyselinového zvysku tvoriaceho pripajaciu skupinu pre
prvi nepolypeptidovi &ast a konjugovanie vysledného modifikovaného polypeptidu
s prvou nepolypeptidovou &astou.

Vyhodne je aminokyselinovy zvy$ok, ktory sa ma zadlenit a/alebo odstranit, v
stlade s definiciou podfa predloZenej prihiasky. Nepolypeptidova Cast je normaine
vybrana zo skupiny, ktord obsahuje polymérnu molekulu, sacharidova ¢ast, lipofilnd
skupinu a organické derivatizacné &inidlo.

Este dal$i predmet vyndlezu sa tyka spdsobu pripravy konjugatu podfa
vynalezu, pricom interferonovy B polypeptid reaguje s nepolypeptidovou Castou, s
ktorou sa ma konjugovat, v podmienkach veducich k uskuto€neniu konjugéacie a

konjugat sa izoluje.

Farmaceuticky prostriedok a pouzitie konjugatu podfa vynalezu

Interferénovy B polypeptid alebo konjugat podfa vynalezu sa podavaju v
davke, ktora priblizne zodpoveda davke vyuzivanej v terapii s ludskym interferébnom
B, ako napriklad Avonexom, Rebifom a Betaseronom, alebo vo vysSich davkach.
Presna davka, ktor4 sa ma podavat, zavisi na okolnostiach. Normalne by davka
mala byt schopna zabranit alebo zniZit zavaznost alebo rozSirenie stavu alebo
indikacie, ktora sa lieéi. Pre priemerného odbornika v oblasti bude zrejmé, Ze
uginné mno2stvo polypeptidu, konjugatu alebo prostriedku podfa vynélezu inter alia
z4visi na ochoreni, davke, rozvrhu podavania, na tom, &i sa polypeptid alebo
konjugat alebo prostriedok podava sam alebo spolu s inymi terapeutickymi
ginidlami, na sérovom pol&ase rozpadu prostriedkov a na véeobecnom zdravotnom
stave pacienta.

Polypeptid alebo konjugéat podfa vynalezu moéze byt pouzivany ako taky
a/alebo vo forme jeho soli. Vhodné soli zahfiaju, ale nie s obmedzené na soli s
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alkalickymi kovmi alebo kovmi alkalickych zemin, ako napriklad sodikom, draslikom,
litiom, vapnikom a hor&ikom, ako aj napr. zino¢naté soli. Tieto soli alebo komplexy
mozu mat kryStalicku a/alebo amorfna Struktaru.

Polypeptid alebo konjugét podfa vynalezu je vyhodne podavany v prostriedku
obsahujucom farmaceuticky prijatefny nosi¢ alebo excipient. "Farmaceuticky
prijatefny” znamena nosi¢ alebo excipient, ktory nespdsobuje Ziadne neziadlce
ucCinky pacientom, ktorym sa podava. Takéto farmaceuticky prijatefné nosiée a
excipienty su v oblasti dobre zname.

Polypeptid alebo konjugat podfa vynadlezu modze byt formulovany do
farmaceutickych prostriedkov prostrednictvom dobre znamych spdsobov. Vhodné
prostriedky su opisané v US 5183746; Remington's Pharmaceutical Sciences od E.
W. Martin, 18. vydanie, A. R. Gennaro, vyd., Mack Publishing Company [1990];
Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins, S. Frokjaer a
L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; a Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 3. vydanie, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press [2000].

Farmaceuticky prostriedok polypeptidu alebo konjugatu podfa vynalezu méze
byt formulovany v r6znych formach, vratane kvapalnej, gélovej, lyofilizovanej formy,
vo forme pfucnej disperzie alebo v akejkolvek inej forme, napr. vo forme stladenej
tuhej latky. Vyhodna forma bude zavisiet na konkrétnej indikacii, ktora sa ma lieéit,
a bude pre priemerného odbornika v oblasti zrejma.

Farmaceuticky prostriedok obsahujtci polypeptid alebo konjugat podfa
vynalezu sa méze podavat oralne, intravendzne, intracerebralne, intramuskularne,
intraperitonealne, intraderméine, subkutanne, intranazéine, intrapulmonarne,
inhalaciou alebo akymkofvek inym prijatefnym sp6sobom, napr. pouzitim PwderJect
alebo ProlLease technolégie. Vyhodny spdsob podavania bude zavisiet na
konkrétnej indikacii, ktora sa ma lieéit, a bude pre priemerného odbornika v oblasti
zrejmy.

Parenteralne prostriedky

Prikladom farmaceutického prostriedku je roztok upraveny na parenteraine
podavanie. Hoci st v mnohych pripadoch farmaceutické roztokové prostriedky
poskytnuté v kvapalnej forme, vhodnej na okamzité pouzitie, mdZu byt takéto
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parenteralne prostriedky poskytnuté aj v zmrazenej alebo lyofilizovanej forme. \"
pripade zmrazenej formy musi byt pre pouZitim prostriedok rozmrazeny.
Lyofilizovana forma sa &asto pouZiva na posilnenie stability acinnej zluceniny
obsiahnutej v prostriedku v Sirokom rozsahu skladovacich podmienok. Ako je
zrejmé pre priemerného odbornika v oblasti, lyofilizované pripravky su vo
vieobecnosti stabilnej§ie ako ich kvapalné naprotivky. Takéto lyofilizované
pripravky sa rekonstituuji pred pouzitim pridanim jedného alebo viacerych
vhodnych ‘ farmaceuticky prijatefnych riedidiel, ako napriklad sterilnej vody pre
injekcie alebo steriiného fyziologického roztoku.

V pripade parenteralnych prostriedkov sa tieto pripravuju na uskladnenie ako
lyofilizované prostriedky alebo vodné roztoky mieSanim, podfa toho ako je to
vhodné, polypeptidu majiceho pozadovany stupei Eistoty s jednym alebo viacerymi
farmaceuticky prijatefnymi nosiémi, excipientami alebo stabilizatormi, ktore sa
typicky vyuZivaju v oblasti (vSetky si oznalované ako "excipienty), . napriklad
timivymi ginidlami, stabilizaénymi &inidlami, konzervaénymi latkami, izotonifikacnymi
latkami, neiénovymi detergentami, antioxidantami a/alebo inymi réznymi aditivami.

Timivé &inidla pomahaji udrziavat pH v rozsahu, ktory sa priblizuje
fyziologickym podmienkam. Typicky su pritomné v koncentracii v rozsahu od
priblizne 2 mM do priblizne 50 mM. Vhodné timivé &inidla na pouZitie s prediozenym
vynalezom zahffiaju tak organické, ako aj anorganické kyseliny a ich soli, ako
napriklad citratové timivé roztoky (napr. zmes citratu monosodného a citratu
disodného, zmes kyseliny citrénovej a citratu trisodného, zmes kyseliny citronovej a
citrdtu monosodného, atd.), jantaranové timivé roztoky (napr. zmes kyseliny
jantarovej a jantaranu monosodného, zmes kyseliny jantarovej a hydroxidu
sodného, zmes kyseliny jantarovej a jantaranu disodného, atd.), vinnanové timive
roztoky (napr. zmes kyseliny vinnej a vinanu sodného, zmes kyseliny vinnej a
vinnanu draselného, zmes kyseliny vinnej a hydroxidu sodného, atd.), fumaratove
timivé roztoky (napr. zmes kyseliny fumarovej a fumaratu monosodného, zmes
kyseliny fumarovej a fumaratu disodného, zmes fumaratu monosodneho a fumaratu
disodného, atd.), glukonatové timivé roztoky (napr. zmes kyseliny glukénovej a
glykonatu sodného, zmes kyseliny glukénovej a hydroxidu sodného, zmes kyseliny
glukénovej a glykonatu draseiného, atd.), oxalatové timivé roztoky (napr. zmes
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kyseliny oxalovej a oxalatu sodného, zmes kyseliny oxalovej a hydroxidu sodného,
zmes kyseliny oxalovej a oxalatu draselného, atd.), mlie¢nanové timivé roztoky
(napr. zmes kyseliny mlieénej a mlie€nanu sodného, zmes kyseliny mlie¢nej a
hydroxidu sodného, zmes kyseliny mlie¢nej a mlie¢nanu draselného, atd.) a
acetatové timive roztoky (napr. zmes kyseliny octovej a octanu sodného, zmes
kyseliny octovej a hydroxidu sodného, atd.). Dalsimi mozZnostami su fosfatové
timivé roztoky, histidinové timivé roztoky a trimetylaminové soli, ako napriklad Tris.

KonzervaCne latky sa pridavaju na zastavenie mikrobialneho rastu a typicky
sa pridavaju v mnozstvach priblizne 0,2 % az 1 % (hmotnost/objem). Vhodné
konzervactné latky na pouZitie v predlozenom vyndleze zahfiiaju fenol, benzyl-
alkohol, meta-krezol, metylparabén, propylparabén, oktadexyldimetylbenzyl, chlorid
amonny, benzalkéniové halogenidy (napr. benzalkéniumchlorid, bromid alebo
jodid), hexametoniumchlorid, alkylparabény, ako napriklad metyl alebo propyl-
parabén, katechol, rezorcinol, cyklohexanol a 3-pentanol.

IzotonifikaCne latky sa pridavaju na zaistenie izotonicity kvapalnych
prostriedkov a zahffiaju polyhydrické sacharidové alkoholy, vyhodné trihydrické a
vyssie sacharidové alkoholy, ako napriklad glycerin, erytritol, arabitol, xylitol, sorbitol
a manitol. Polyhydrické alkoholy mézu byt pritomné v mnozstve medzi 0,1 % a 25
% hmotn., typicky 1 % a 5 % hmotn., beric do Gvahy relativne mnoZstva inych
zZloZiek.

Stabilizatory ozna¢uju Sirokd kategériu excipientov, ktorych funkcia méze byt
rézna, od zvacSovania objemu po aditivum, ktoré solubilizuje terapeutické &inidlo
alebo pomaha zabrafovat denaturacii alebo adherovaniu na steny nadoby.
Typickymi stabilizatormi m6zu byt polyhydrické sacharidové alkoholy (vymenované
vy§Sie); aminokyseliny, ako napriklad arginin, lyzin, glycin, glutamin, asparagin,
histidin, alanin, omitin, L-leucin, 2-fenylalanin, kyselina glutamova, treonin, atd.;
organické sacharidy alebo sacharidové alkoholy, ako napriklad laktoza, trehal6za,
stacy6za, manitol, sorbitol, xylitol, ribitol, myoinizitol, galaktitol, glycerol a podobne,
vratane cyklitolov, ako napriklad inozitolu; polyetylénglykol; aminokyselinové
polymery; redukéné Cinidla obsahujlice siru, ako napriklad mocovina, glutatién,
kyselina tiooktova, tioglykolat sodny, tioglycerol, a-monotioglycerol a tiosulfat sodny;

polypeptidy s nizkou molekulovou hmotnostou (tzn. < 10 zvyskov); proteiny, ako
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napriklad fudsky sérovy albumin, hovadzi sérovy albumin, Zelatina alebo imuno-
globuliny; hydrofilné polyméry, ako napriklad polyvinylpyrolidon; monosacharidy,
ako napriklad xyléza, manéza, fruktéza a glukéza; disacharidy, ako naprikiad
laktoza, maltoza a sachardza; trisacharidy, ako napriklad rafinéza, a polysacharidy,
ako naprikiad dextran. Stabilizatory su typicky pritomné v rozsahu od 0,1 do 10000
hmotn. &asti, vztiahnuté k hmotnosti G¢inného proteinu.

Neiénové povrchovo aktivne latky alebo detergenty (zname aj ako "zméacacie
&inidla") mézu byt pritomné na napoméahanie solubilizacie terapeutického Cinidia,
ako aj na ochranu terapeutického polypeptidu pre agregaciou indukovanou
pretrepavanim, &o tieZz umoZfiuje, aby bol prostriedok vystaveny Smykovemu
povrchovému tlaku bez spdésobenia denaturacie polypeptidu. Vhodné nei6nové
povrchovo aktivne latky zahffiaju polysorbaty (20, 80, atd.), polyoxamery (184,
188, atd.), Pluronic® polyoly, monoestery polyoxyetylén sorbitanu (Tween®-20,
Tween®-80, atd.).

Dalsie rozne excipienty zahffaju &inidla zvaéujlce objem alebo plniva (napr.
gkrob), chelataéné é&inidla (napr. EDTA), antioxidanty (napr. kyselinu askorbovd,
metionin, vitamin E) a korozpustadla. Uginna zloZzka méze byt zachytena aj v mikro-
kapsulach, ktoré sa pripravujd napriklad koascervaCnymi technikami alebo
medzifazovou polymerizaciou napriklad hydroxymetylcelul6zy, Zelatiny alebo poly-
(metylmetacylatovych) mikrokapsuli, v koloidalnych lie€ivovych dodavacich
systémoch (napriklad v lipozémoch, albuminovych mikrosférach, mikroemulziach,
nanolasticiach a nanokapsuliach) alebo v makroemulziach. Takéto techniky su
opisané v Remington’s Pharmaceutical Sciences, supra.

Parenteraine prostriedky, ktoré sa maji pouZit na in vivo podavanie, musia
byt sterilné. To je mozné jednoducho dosiahnut napriklad filtraciou cez sterilné

filtratné membrany.

Pripravky s nepretrzitym uvolfiovanim

Vhodné priklady pripravkov s nepretrzitym uvolfiovanim zahffiaju semi-
permeabilné matrice tuhych hydrofébnych polymérov obsahujice polypeptid alebo
konjugat, ktoré majua vhodnu formu, su napriklad vo forme filmu alebo mikrokapsul.
Priklady matric s nepretrZitym uvofiiovanim zahffiaju polyestery, hydrogély
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(napriklad poly(2-hydroxyetyl-metakrylat) alebo poly(vinylalkohol)), polylaktidy,
kopotyméry kyseliny L-glutamovej a etyl-L-glutamatu, nedegradovatefny etylénvinyl-
acetat, degradovatefné kopolyméry kyseliny mlieénej a kyseliny glykolovej, ako
napriklad ProLease® technolégia alebo Lupron Depot® (injektovatefné mikrosféry
zlozené z kopolyméru kyseliny mliecnej a kyseliny glykolovej a leuprolidového
acetatu) a kyselinu poly-D-(-)-3-hydroxybutyrovu. Zatial o polyméry ako etylén-vinyl
acetat a kopolymeér kyseliny mlieCnej a kyseliny glykolovej umoziiuja vylu€ovanie
molekul v priebehu dlhej Casovej periédy, ako napriklad do 100 dni alebo viac ako
100 dni, urgité hydrogély vylucuju proteiny v priebehu krat§ich ¢asovych period.
Ked enkapsulované polypeptidy ostavaju v tele dlhy ¢as, mézu v dosledku ich
vystavenia vihkosti pri 37 °C denaturovat alebo agregovat, ¢o vedie k strate
biologickej aktivity a moznym zmenam imunogénnosti. V zavislosti na pouzitom
mechanizme je mozné navrhnut racionalizaéné stratégie na stabilizaciu. Napriklad,
ak sa zisti, ze agreganym mechanizmom je vytvaranie medzimolekulovych S-S
vazieb prostrednictvom tiodisulfidovej vymeny, je mozné dosiahnut stabilizaciou
prostrednictvom modifikacie sulfhydrylovych zvySkov, lyofilizaciou z kyslych
roztokov, kontrolou obsahu vihkosti, pouZitim prisluSnych aditiv a vyvojom

$pecifickych polymérovych matricovych zloZeni.

Pfucne dodavanie

Konjugatové prostriedky vhodné na pouzZitie s rozprasovatom, bud
tryskovym alebo ultrasonickym, budi typicky obsahovat konjugat rozpusteny vo
vode v koncentracii napr. priblizne 0,01 az 25 mg konjugatu na ml roztoku, vyhodne
priblizne 0,1 az 10 mg/ml. Prostriedok méZe obsahovat aj timivy roztok a
jednoduchy sacharid (napr. na stabilizaciu proteinu a regulaciu osmotického tlaku)
a/alebo fudsky sérovy albumin s koncentraciou v rozsahu 0,1 az 10 mg/ml.
Prikladmi timivych roztokov, ktoré mézu byt pouzité st, octan sodny, citrat a glycin.
Vyhodne bude mat timivy roztok zlozenie a molaritu vhodnu na nastavenie roztoku
na pH v rozsahu 3 aZ 9. Vo vSeobecnosti si na tento Géel vhodné molarity timivych
roztokov od 1 mM do 50 mM. Prikladmi sacharidov, ktoré je mozné vyuzit, st
laktéza, maltéza, manitol, sorbitol, trehaléza a xyl6za, zvy&ajne v mnoZstvach v

rozsahu od 1 % do 10 % hmotn. prostriedku.
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Rozpra$ovaci prostriedok méze obsahovat aj povrchovo aktivnu latku na
redukciu alebo zabranenie povrchovo indukovanej agregécii proteinu sposobene;
atomizaciou roztoku pri vytvarani aerosélu. Vyuzité mézu byt rézne bezné
povrchovo aktivne latky, ako napriklad estery a alkoholy polyoxyetylénovej mastnej
kyseliny a estery polyoxyetylénsorbitanovej mastnej kysleiny. Mnozstva budi vo
véeobecnosti v rozsahu 0,001 % az 4 % hmotn. prostriedku. Vynimo&ne vyhodnou
povrchovo aktivnou latkou na ucely tohto vynalezu je monooleat polyoxyetylén-
sorbitanu.

Konkrétne prostriedky a spdsoby generovania vhodnych disperzii kvapalnych
gastic podla vynalezu su opisané vo WO 9420069, US 5915378, US 5960792, US
5957124, US 5934272, US 5915378, US 5855564, US 5826570 a US 5522385,
ktoré su tu zahrnuté ich citaciou.

Troma konkrétnymi prikladmi komeréne dostupnych rozpraSovacov
vhodnych na uskuto&fiovanie vynalezu st Ultravent rozpraSovac vyrabany firmou
Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Mo., Acorn Il rozprasovaé vyrabany firmou Marquest
Medical Products, Englewood, Colorado a AERx systém na dodavanie lieCiva do
pfuc vyrabany firmou Aradigm Corporation, Hayward, California.

Konjugatové prostriedky na pouZzitie v inhalatnom zariadeni s odmernym
davkovanim budi vo vSeobecnosti obsahovat jemne rozdrveny prasok. Tento
praSok je mozné vyrabat lyofilizaciou a naslednym mletim kvapalného
konjugatového prostriedku a mdze obsahovat aj stabilizator, ako napriklad fudsky
sérovy albumin (HSA). Typicky sa pridava viac ako 0,5 % (w/w) HSA. Okrem toho,
ak je to nevyhnuté, méZu sa k pripravku pridavat sacharidy alebo sacharidove
alkoholy. Priklady zahffiaju laktozu, maltézu, manitol, sorbitol, sorbitézu, trehalézu,
xylitol a xylézu. MnoZstvo pridavané do prostriedku mdZe byt v rozsahu od priblizne
0,01 do 200 % hmotn., vyhodne je pritomnych od priblizne 1 % do 50 % konjugatu.
Takéto prostriedky sa potom lyofilizuja a melii na pozadovanu vefkost Castic.

Castice so spravnou vefkostou sa potom suspenduji v hnacom plyne s
pomocou povrchovo aktivnej latky. Hnacim plynom méZe byt akykolvek bezny
material pouzivany na tento ugel, ako napriklad chiérfluéruhlovodik, fluéruhfovodik
alebo uhfovodik, vratane trichlérflormetanu, dichlérdifluérmetanu, dichiértetrafluor-
etanolu a 1,1,1,2-tetrafluretanu alebo ich kombinacil. Vhodné povrchovo aktivne
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latky zahffiaju trioleat sorbitanu a sojovy lecitin. Ako povrchovo aktivna latka moze
byt uZito€na aj kyselina olejova. Tato zmes sa potom naplni do dodavacieho
zariadenia. Prikladom komeréne dostupného inhalatora s odmernym davkovanim
vhodného na pouzZitie podfa predlozeného vynalezu je Ventolin inhalator s
odmernym davkovanim vyrabany firmou Glaxo Inc., Research Triangle Park, N.C.

Takéto konjugatové prostriedky pre praskové inhalatory budu obsahovat
jemne rozdrveny suchy praSok obsahujuci konjugat a méZu obsahovat' aj ¢inidlo
zvacsujuce objem, ako napriklad laktdozu, sorbitol, sacharézu alebo manitol, v
mnozstvach, ktoré ufah¢uju dispergovanie prasku zo zariadenia, napr. 50 % aZ 90
% hmotn. prostriedku. Castice prasku by mali mat v pficach aerodynamické
viastnosti zodpovedajlice &asticiam s hustotou priblizne 1 g/lcm?, so strednym
priemerom mensim ako 10 mikrometrov, vyhodne medzi 0,5 a 5 mikrometrami,
najvyhodnejsie medzi 1,5 a 3,5 mikrometrami.

Prikladom praskového inhalatora vhodného na pouZitie v sulade s tu
uvedenym opisom je Spinhaler praskovy inhalator vyrabany firmou Fisons Corp.,
Bedford, Mass.

Prasky pre tieto zariadenia mézu byt generované alalebo dodavané
sp6sobmi opisanymi v US 5997848, US 5993783, US 5985248, US 5976574, US
5922354, US 5785049 a US 55654007.

Farmaceuticky prostriedok obsahujici konjugat podfa vynalezu méze byt
podavany prostrednictvom vefkého mnoZstva roznych mechanickych zariadeni
skonstruovanych na dodavanie terapeutickych produktov do pfuc, vratane, ale bez
obmedzenia na rozpraSovace, inhalatory s odmernym davkovanim a praskové
inhalatory, ktoré su vSetky pre priemerného odbornika v oblasti dobre zname.

Niektorymi konkrétnymi prikladmi komeréne dostupnych zariadeni vhodnych
na uskutoCiiovanie tohto vynalezu s Ultravent rozprasovaé vyrabany firmou
Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Missouri; Acorn Il rozpraSovaé vyrabany firmou
Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; Ventolin inhalator s odmernym
davkovanim vyrabany firmou Glaxo Inc., Research Triangle Park, North Carolina;
Spinhaler praskovy inhalator vyrdbany firmou Fisons Corp., Bedford,
Massachusetts; "standing cloud" zariadenie od Inhale Therapeutic Systems, Inc.,
San Carlos, California; AIR inhalator vyrabany firmou Alkermes, Cambridge,
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Massachusetts a AERx systém na dodavanie lieCiva do plic vyrabany firmou
Aradigm Corporation, Hayward, California.

Farmaceuticky prostriedok podra vynalezu méZe byt podavany spolu s inymi
terapeutickymi ¢€inidlami. Tieto Cinidld mézu byt zahrnuté ako Cast rovnakého
farmaceutického prostriedku alebo modzu byt podavané oddelene od polypeptidu
alebo konjugatu podra vynélezu, bud zarovef, alebo podfa akéhokofvek iného
prijatefného rozvrhu liegby. Okrem toho méZe byt polypeptid, konjugét alebo
farmaceuticky prostriedok podfa vynalezu pouzivany ako doplnok inych terapii.

Z toho vyplyva, Ze tento vynalez poskytuje prostriedky a spdsoby liecby
vaé&siny typov virusovych infekcii, rakoviny alebo nadorov (napr. karcinomu prsnika,
rakoviny inych ako malych buniek pfac) alebo tumorovej angiogenézy, Chrohnovej
choroby, vredovej kolitidy, Guillain-Barré syndrému, gliému, idiopatickej pfucnej
fibrozy, abnormalneho bunkového rastu alebo imunomodulacie u ktoréhokolvek
vhodného Zivogicha, vyhodne cicavca a najmé ¢loveka. Polypeptid, konjugat alebo
prostriedok podfa vynalezu méZe byt pouZity najma na lie¢bu skler6zy multiplex
(MS), ako napriklad ktoréhokolvek zo véeobecne rozoznavanych $tyroch typov MS
(benignej, recidivu remitujicej MS (RRMS), priméarnej progresivnej MS (PPMS) a
sekundarnej progresivnej MS (SPMS) a na liecbu monosymptomatickej MS),
hepatitidy alebo herpesovej infekcie (herpesova infekcia sa volitefne lieci v
kombinacii s IL-10).

Dalsi predmet vynalezu sa tyka spdsobu lie¢by cicavca majuceho cirkulujice
protilatky proti interferénu p 1a, ako napriklad Avonexu® alebo Rebifu®, alebo 1b,
ako napriklad Betaseronu®, ktory zahfiia podavanie zli¢eniny, ktora mé biologicku
aktivitu interferénu B, a ktorA ma zniZzenu alebo Ziadnu reakciu s uvedenymi
protilatkami. Zluéenina sa podava v u¢innom mnozstve. Zliéeninou je vyhodne tu
opisany konjugat a cicavcom je vyhodne ¢lovek. Cicavce, ktoré sa maju lie€it mozu
trpiet akoukofvek z vy$sie uvedenych choréb, pri ktorych je interferon B uzito€nou
liecbou. Tento predmet vynalezu sa tyka najma liecby sklerozy multiplex
(ktoréhokolvek z vyssie uvedenych typov) alebo rakoviny. Okrem toho sa vynalez
tyka sposobu vyroby farmaceutického produktu na pouZitie na lieCbu cicavcov

maijucich cirkulujuce protilatky proti interferénu p 1a, ako napriklad Avonexu® alebo
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Rebifu®, alebo 1b, ako naprikiad Betaseronu®, pricom zlienina, ktora ma
biologicku aktivitu interferébnu B, a ktord nereaguje s tymito protilatkami, je
formulovana v injektovatelnej alebo inej vhodnej formulacii. Vyraz "cirkulujuce proti-
latky" je mieneny ako oznacenie protilatok, konkrétne neutralizaénych protilatok,
vytvorenych v cicavcovi ako odpoved na lieCcbu s ktorymkofvek z komercne
dostupnych interferénovych B pripravkov (Rebif, Betaseron, Avonex).

Dal$i predmet vynalezu sa tyka spdsobu lieby pacienta, ktory potrebuje
lieCbu s farmaceutickym prostriedkom s aspon niektorymi terapeuticky uzitoGnymi
vlastnostami interferonu B, ktory zahffia podavanie prostriedku obsahujliceho
zliCeninu s aspori ¢astou terapeuticky uzitocnej aktivity interferonu B, pricom takato
lieCba ma redukované alebo nemé neziadlce psychologické ucinky v porovnani s
lieCbou s interferbnom B, priom uvedenou zliCeninou je nie prirodzene sa
vyskytujtici konjugét polypeptidu s aktivitou interferonu B a nepolypeptidovej Gasti,
najmé konjugéat podla predlozeného vynalezu.

Este dalSi predmet vynalezu sa tyka farmaceutického prostriedku na lie¢bu
pacienta, ktory potrebuje liecbu so zlGéeninou majicou aspoi Cast' terapeuticky
uZitoCnych viastnosti interferénu B, ktory obsahuje zlGgeninu, ktorou je nie
prirodzene sa vyskytujaci konjugét interferénu B a nepolypeptidovej &asti, priéom
désledkom takeijto lieCby je menej neziadlcich psychologickych uginkov ako pri
lieCbe s interferonom B. Konjugatom je vyhodne konjugat podfa vynalezu.

Zahmuté je aj pouzitie nukleotidovej sekvencie kodujucej polypeptid podfa
vynalezu v aplikaciach génovej terapie. Konkrétne, zaujimavé moéze byt pouZitie
nukleotidovej sekvencie kédujicej polypeptid, ako je opisané v &asti s nazvom
"Glykozylované polypeptidy podfa vynalezu modifikované tak, aby sa zaglenili dal$ie
glykozylaéné miesta". Glykozylacia polypeptidov sa tak dosiahne v priebehu
genovej terapie, tzn. po expresii nukleotidovej sekvencie v fudskom tele.

Do avahy su brané aplikacie génovej terapie zahifiajice liecbu takych
ochoreni, pri ktorych sa exprimuje polypeptid, aby poskytol u&inni terapiu ako
dbsledok jeho protivirusovej aktivity, napr. virusovych ochoreni, vratane hepatitidy,
ako napriklad hepatitidy C, a najméa HPV, alebo inych infek&nych ochoreni, ktoré

reaguju na interferén B alebo infekénych ¢inidiel citlivych na interferon . Okrem
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toho mdze byt konjugat alebo polypeptid podfa vynalezu pouzity na lieCbu
chronickej zapalovej demyelinizacnej polyradikuloneuropatie a taZkych
nekrotizujucich koZnych lézii. Zahrnuta je aj génova terapia v spojitosti s lieCbou
ktoréhokolvek typu MS. Podobne, vynalez zahffia aj aplikacie génovej terapie na
imunomoduléciu, ako aj na liecbu tych ochoreni, pri ktorych sa oCakava, Ze
interferdn p poskytne ucinnu terapiu v dosledku jeho antiproliferativnej aktivity, napr.
na lietbu nadorov a rakoviny alebo inych stavov, ktoré sa vyznaduji neziadicou
bunkovou proliferaciou, ako napriklad restenézy. Podrobny opis takejto génovej
terapie je poskytnuty vo WO 95/25170.

Lokalne dodanie interferonu B pouZitim génovej terapie médzZe poskytnut
terapeutické &inidlo v ciefovej oblasti, a tym vyluéit potenciaine problémy s toxicitou
spojené s nedpecifickym podavanim.

Zahrnuté su metodoldgie tak in vitro, ako aj in vivo génovej terapie.

Znamych je niekofko metod na prenos potencialnych terapeutickych génov
do definovanej bunkovej populacie. Podrobnejsie informacie pozri napr. v Mulligan,
"The Basic Science Of Gene Therapy", Science, 260, str. 926-31 (1993). Tieto
metddy zahfiaji:

Priamy génovy prenos, ako je napr. opisané v Wolff a dal8i, "Direct Gene
transfer Into Mouse Muscle In vivo", Science 247, str. 1465-68 (1990),

Lipozémom sprostredkovany prenos DNA, ako je opisané napr. v Caplen a
dal$i, "Liposomemediated CFTR Gene Transfer to the Nasal Epithelium Of Patients
With Cystic Fibrosis” Nature Med., 3, str. 39-46 (1995); Crystal, "The Gene As A
Drug", Nature Med., 1, str.-15-17 (1995); Gao a Huang, "A Novel Cationic Liposome
Reagent For Efficient Transfection of Mammalian Cells", Biochem. Biophys Res.
Comm., 179, str. 280-85 (1991);

Retrovirusom sprostredkovany prenos DNA, ako je opisané napr. v Kay a
dal$i, "In vivo Gene Therapy of Hemophilia B: Sustained Partial Correction In Factor
IX-Deficient Dogs”, Science, 262, str. 117-19 (1993); Anderson, "Human Gene
Therapy", Science, 256, str. 808-13 (1992);

DNA virusom sprostredkovany prenos DNA. Takéto DNA virusy zahffiaju
adenovirusy (vyhodne vektory zaloZzené na Ad-2 alebo Ad-5), herpes virusy
(vyhodne vektory zaloZené na viruse herpes simplex) a parvovirusy (vyhodne
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vektory zaloZené na "defektnych" a neautonémnych parvovirusoch, vyhodnejSie
vektory zaloZzené na adeno-asociovanych virusoch, najvyhodnejSie vektory
zalozené na AAV-2). Pozri napr. Ali a dalsi, "The Use Of DNA Viruses as Vectors
for Gene Therapy", Gene Therapy, 1, str. 367-84 (1994); US 4797368 a US
5139941.

Vynalez bude podrobnejSie opisany v nasledujicich prikladoch. Priklady
nemaju byt nijakym spdsobom ponimané ako obmedzujice vseobecnost

predloZzeného opisu a narokov.

Prehfad obrazkov na vvkresoch

Obrazok 1 znazorfiuje protivirusovu aktivitu konjugatu podfa vynalezu.
Obrazok 2 znazorfiuje vytazok produkcie interferonu B ziskany podfa
prikladu 8.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Materialy a metédy

Materialy

HeLa bunky (dostupné z American Type Culture Collection (ATCC))

ISRE-Luc (Stratagene, La Jolla USA)

pCDNA 3.1/hygro (Invitrogen, Carlsbad USA)

pGL3 zakladny vektor (Promega)

Ludska genomickd DNA (CloneTech, USA)

DMEM médium: Dulbeccové modifikované eagle médium (DMEM), 10% fetaine
hovadzie serum (dostupné od Life Technologies A/S, Copenhagen, Dansko)

Testy
Prehfad interfer6novych testov

Uz bolo zverejnené, Ze interferon B interaguje a aktivuje interferénové
receptory typu | na Hela bunkach. V désledku toho sa aktivuje transkripcia v
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promoétoroch obsahujucich interferénom stimulovany responzivny element (ISRE).
TakZe je mozZné robit skrining na agonistov interferonovych receptorov pouZitim
luciferazového reporterového génu spojeného s ISRE (ISRE-luc), ktory sa
nachadza v HelLa bunkach.

Primarny test

HelLa bunky sa kotransfekuju s ISRE-Luc a pCDNA 3.1/hygro a fokusy
(bunkové klony) sa vytvoria selekciou na DMEM médiu obsahujucom hygromycin B.
Bunkové klony sa skrinuju z hfadiska luciferazovej aktivity v pritomnosti alebo v
nepritomnosti interferénu B. Na dalSie testovanie sa pouziju tie klony, ktoré
vykazuju najvy$8i pomer stimulovanej luciferdzovej aktivity ku nestimulovanej
luciferazovej aktivite.

Na skrining muteinov sa nao&kuje 150000 buniek/jamku na 96-jamkove
kultivaéné platne a inkubuji sa cez noc v DMEM médiu. Na nasledujuci derl sa k
bunkam pridaju v réznych koncentraciach muteiny, ako aj zndme Standardy. Platne
sa inkubuja 6 hodin pri 37 °C v 5% CO, vzdu$nej atmosfére a nasledne sa do
kazdej jamky prida LucLite substrat (Packard Bioscience, Groningen, Holandsko).
Platne sa utesnia a meria sa luminiscencia na TopCount luminometri (Packard)
SPC (potitanie jednotlivych foténov) spésobom. Kazda platiia obsahuje jamky
inkubované s interferonom B, ako stimulovanou kontrolou, a iné jamky obsahujtce
normalne médium, ako nestimulovani kontrolu. Pomer medzi stimulovanou a
nestimulovanou luciferazovou aktivitou slizi ako interny tandard tak pre muteinovu

aktivitu, ako aj pre odchylku medzi jednotlivymi experimentmi.

Druhy test
V su&asnosti existuje 18 nealelickych interferonovych o génov a jeden
interferénovy B gén. Tieto proteiny vykazuja prekryvajlice sa aktivity, a tak je kriticke
zaistenie toho, aby si muteiny zachovavali selektivitu a Specificitu vodi interferonu p.
B-R1 gén sa aktivuje interferonom B, a neaktivuje sa inymi interferonmi.
TakZe transkripcia p-R1 slizi ako druhy marker aktivacie interferénu p a pouZiva sa

na zaistenie toho, Ze si muteiny zachovavaju interferénovi B aktivitu. 300bp
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promoétorovy fragment B-R1, o ktorom sa ukazalo, Ze riadi interferon senzitivnu
transkripciu (Rani. M. R. a dalSi (1996) JBC 27122878-22884), bol izolovany
prostrednictvom PCR z fudskej genomickej DNA a zadlenil sa do pGL3 zakladného
vektora (Promega). Vysledny B-R1:luciferdzovy gén sa pouziva v podobnych
testoch, akym je vysSie opisany primarny test. Bolo opisané, ze v astrocytovych
bunkach vykazuje vysledny B-R1:luciferazovy gén 250 nasobne vy3Siu senzitivitu

vodi interferonu B ako voéi interferénu o (Rani a dalsi, vyssie).

ELISA test

Koncentracia IFN-B sa kvantifikuje pouzitim komeréného sendviGového
imunotestu (PBL Biomedical Laboratories, New Brunswick, NJ, USA). Kit je
zalozeny na ELISA s monoklonalnymi my$imi anti-IFN-B protilatkami na zachytenie
a detekciu IFN-B V testovacich vzorkach. Detekéna protilatka je konjugovana s
biotinom.

Testovacie vzorky a rekombinantny fudsky IFN-B Standard sa pridavaja v
mnozstve 0,1 ml v koncentraciach od 10 do 0,25 ng/ml do mikrotitraénych platni,
ktoré boli vopred pokryté zachytavacou protilatkou. Platne sa inkubuji pri
laboratornej teplote 1 hodinu. Vzorky a $tandard sa nariedia v kitovom riediacom
timivom roztoku. Platne sa premyju v kitovom timivom roztoku a inkubuju sa s
biotinylovanou detek¢nou protilatkou v 0,1 ml 1 hodinu pri laboratérnej teplote. Po
dalSom premyti sa prida konjugat streptavidinu a chrenovej peroxidazy v 0,1 ml a
inkubuje sa 1 hodinu pri laboratérnej teplote.

Reakcia sa vizualizuje pridanim 0,1 ml tetrametylbenzidinového (TMB)
substratoveho chromogénu. Platne sa inkubujd 15 minGt v tme pri laboratérnej
teplote a reakcia sa ukongi pridanim stop roztoku. Absorbancia sa od&itava pri 450
nm pouzitim ELISA snimaca.

Receptorovy vazobny test
Schopnost polypeptidu alebo konjugéatu podrla vynélezu viazat sa na receptor
je mozné stanovit' pouZitim testu opisaného vo WO 95/25170 s nazvom "Analyza

IFN-B(Phe1o1) z hfadiska viazania sa na receptor” (ktora je zaloZzena na Daudi alebo
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A549 bunkach). Rozpustné domény IFNAR1 a IFNAR2 je mozné ziskat v podstate
ako je opisané v Arduini a dali, Protein Science, 1999, zv. 8, 1867-1877 alebo ako
je opisané tu, v priklade 9.

Alternativne sa schopnost viazat receptor stanovuje pouZitim zosietovacieho
ginidla, ako napriklad disukcinimidylsuberatu (DSS) dostupného od Pierce,
Rockford, IL, USA, nasledovne:

Polypeptid alebo konjugat sa inkubuji s rozpustnym IFNAR-2 receptorom v
pritomnosti alebo v nepritomnosti DSS v sulade s in3trukciami vyrobcu. Vzorky sa
rozdelia prostrednictvom SDS-PAGE a uskutoéni sa Western blot pouZitim anti-
interferénovej B protilatky alebo anti-IFNAR-2 protilatky. Pritomnost funk&ného
interferénového B polypeptidu/konjugatu: receptorova interakcia je zrejma
prostrednictvom zvac$enia molekulovej velkosti receptora a interferonu B v
pritomnosti DSS.

Okrem toho méze zosietovaci test pouzitim polypeptidu alebo konjugatu
podla vynalezu a oboch receptorovych subjednotiek (IFNAR-1 a IFNAR-2) stanovit
- schopnost viazat sa na interferonovy 1 receptor. V tejto suvislosti bolo publikovane,
7e IFNAR-1 sa viaZe len po vytvoreni komplexu interferon B:IFNAR-2 (Mogensen a
dalsi, Journal of Interferon and Cytokine Research, 19: 1069-1098,1999).

In vitro testy imunogénnosti interferénovych § konjugatov

Znizena imunogénnost konjugatu alebo polypeptidu podfa vynalezu sa
stanovuje pouZitim ELISA spésobu, meranim imunoreaktivity konjugatu alebo
polypeptidu v porovnani s referenénou molekulou alebo pripravkom. Referen¢nou
molekulou alebo pripravkom je normaine rekombinantny fudsky interferénovy
pripravok, ako napriklad Avonex, Rebif alebo Betaseron, alebo iny rekombinantny
fudsky interferénovy pripravok produkovany rovnakym spdsobom, akym su
vyrabané tieto produkty. ELISA spdsob je zaloZzeny na protilatkach od pacientov
oSetrenych s jednym z tychto rekombinantnych interferonovych pripravkov.
Imunogénnost sa povazuje za znizenu, ked méa konjugét alebo polypeptid podfa
vynalezu Statisticky vyznamne niz8iu odpoved v teste ako referenéné molekula

alebo pripravok.
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Inym spOGsobom stanovenia imunogénnosti je pouzitie sér od pacientov
osetrenych s interferonom beta (tzn. akymkolvek komerénym interferénovym B
produktom) analogickym spésobom ako je opisané v Ross a dalsi, J. Clin Invest.
95,1974-78,1995. V protivirusovom neutralizaénom biologickom teste je vysiedkom
zniZzenej imunogénnosti znizena inhibicia konjugatu podfa vynalezu pacientovym
sérom v porovnani s divym typom (wt) IFN-B referen&nej molekuly. Okrem toho sa v
biochemickom |IFN v&zobnom teste odakava, Ze menej imunogénny konjugat sa
viaZe na pacientove IgG v menSom rozsahu ako referenéné IFN-B molekuly.

Na neutralizaCny test sa referenénd a konjugatova molekula pridavajo v
koncentraciach, ktoré poskytuju priblizne 80% ochranu virusu v protivirusovom
neutralizacnom biologickom teste. IFN-p proteiny sa mieSaju s pacientskymi sérami

v rbznych riedeniach (vychadzajuc z pomeru 1:20).

Protivirusova aktivita

Protivirusovy biologicky test sa uskuto¢fiuje pouzitim A549 buniek (CCL 185,
Americka zbierka tkanivovych kultar) a virusu encefalomyokarditidy (EMC) (VR-
129B, Americka zbierka tkanivovych kultur).

Bunky sa vyseju na 96-jamkové kultivacné platne v koncentracii 10000
buniek/jamku a inkubuji sa pri 37 °C v 5% CO, vzdudnej atmosfére. Prida sa
polypeptid alebo konjugat podfa vynalezu v koncentraciach od 100 do 0,0001 IU/ml
celkovo v 100 pl DMEM média obsahujiceho fetalne tefacie sérum a antibiotika.

Po 24 hodinach sa médium odstrani a do kazdej jamky sa prida 0,1 mi
Cerstveho meédia obsahujuceho EMC virus. EMC virus sa pridava v koncentracii,
ktora spOsobuje 100% smrt buniek v bunkovych kultirach bez IFN-p po 24
hodinach.

Po dalSich 24 hodinach sa meria protivirusovy u¢inok polypeptidu alebo
konjugatu pouzitim WST-1 testu. K 0,1 ml kultary sa prida 0,01 WST-1 (WST-1
bunkové proliferacné Einidlo, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Nemecko) a
inkubuje sa pol az 2 hodiny pri 37 °C v 5% CO, vzdu$nej atmosfére. Vysledkom
Stiepenia tetrazdliovej soli WST-1 mitochondridinymi dehydrogenézami v Zijucich
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bunkach je vytvorenie formazanu, ktory sa kvantifikuje meranim absorbancie pri
450 nm.

Neutralizacia aktivity v teste s interferonom stimulovanym responzivnym elementom
(ISRE)

Interferonovy B neutralizaény uéinok anti-interferonového B séra sa analyzuje
pouzitim testu ISRE-luciferazovej aktivity.

Pouzivaji sa séra od pacientov oSetrenych s interferonom B alebo od
imunizovanych zvierat. Séra sa pridavaju bud v pevnych koncentraciach (riedenie
1:20 az 1:500 (séra pacientov) alebo 20 az 600 ng/ml (zvieracie séra)), alebo v
patnasobnych sériovych riedeniach séra vychadzajic z 1/20 (séra pacientov) alebo
600 ng/ml (zvieracie séra). Interferén p sa pridava bud v patnasobnych riedeniach
vychadzajlc z 25000 1U/ml alebo v pevnej koncentrécii (0,1 az 10 IU/ml) v celkovom
objeme 80 pl DMEM média + 10% FCS. Séra sa inkubuju 1 hodinu pri 37 °Cs
IFN-B.

Vzorky sa potom prenest na 96-jamkové tkanivove kultivacné platne
obsahujice HelLa bunky transfekované s ISRE-Luc, ktoré predtym rastli 24 hodin
(15000 buniek/jamku) v DMEM médiu. Kultry sa inkubuja 6 hodin pri 37 °Cv 5%
CO, vzdudnej atmosfére. Nasledne sa do kaZdej jamky prida Luclite substrat
(Packard Bioscience, Groningen, Holandsko). Platne sa utesnia a meria sa
luminiscencia na TopCount luminometri (Packard) SPC spdsobom (pocitanim
jednotlivych fotonov).

Ked sa interferénové p vzorky titruju v pritomnosti pevného mnozZstva séra,
definuje sa neutralizaény Uginok ako nasobok inhibicie (Fl) stanoveny ako
EC50(w.sérum)/EC50(w/o  sérum). Redukcia protilatkovej neutralizacie inter-

ferénovych P variantovych proteinov sa definuje ako

Fl variant
(1- ) x 100 %
Fl wt
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Meranie biologického pol€asu rozpadu PEG-interferénového p konjugatu

Meranie biologického pol€asu rozpadu sa mdze uskutoChovat mnozstvom
spésobov opisanych v literatire. Jeden spdsob je opisany v Munafo a dalSi
(European Journal of Neurology 1998, zv. 5 €.2 str. 187-193), kde sa pouziva
ELISA spbsob na detekciu sérovych hladin interferénu p po subkutannom a intra-
muskularnom podani interferénu .

Tento test je ddleZity na hodnotenie biologickych odpovedi na lie¢bu
interferénom B, kvoli rychlemu poklesu interferénovych B sérovych koncentracii po
i.v. podani. AvSak predpoklada sa, Ze konjugaty podia predlioZzeného vynalezu budu
mat predlZené sérové poltasy rozpadu aj po i.v. podani, &im bude umoznené ich
meranie napr. ELISA spésobom alebo primarnym skriningovym testom.

Studované boli aj rozligne farmakodynamické markery (napr. sérovy
neupterin a beta2 mikroglobulin) (Clin Drug Invest (1999) 18 (1): 27-34). Tieto je
mozné rovnako dobre pouzit na hodnotenie biologického Géinku. Tieto experimenty
sa m6zu uskutocriovat aj na vhodnych Zivoci§nych druhoch, napr. potkanoch.

Testy na hodnotenie biologickych ucinkov interferénu B, ako napriklad
protivirusoveho, protiproliferativneho a imunomodulaéného Géinku (ako st opisané
napr. v Annals of Neurology 1995 zv. 37 €. 1 str. 7-15) je mozné pouZit spolu s tu
opisanymi primarnymi a sekundarnymi skriningovymi testami na hodnotenie
biologickej uginnosti konjugatu v porovnani s divym typom interferénu .

Nakoniec mbZe byt na stanovenie Gcinnosti konjugétu alebo polypeptidu
podfa vynalezu pouzity ZivociSny model, ako napriklad beZne pouZivany
experimentalny model autoimunitnej encefalomyelitidy (EAE). V EAE modeli
vyvolava imunizacia s myelinom alebo proteinmi odvodenymi od myelinu ochorenie
napodobujice vacsinu zapalovych a neurologickych znakov sklerézy multiplex u
fudi. EAE bol pouZity u mysi, potkanov, kralikov a kosmaéov (Cannella a dalsi,
PNAS, 95, 10100-5,1998; Zaprianova a dali, Morfologiia, 112, 25-8, 1997;
Hassouna a dal$i, J. Urology, 130, 806-10, 1983; Genain & Hauser J. Mol. Med. 75,
18797, 1997). Iné modely vratane Theilerového hlodavéieho encefalomyelitidového
virusového (TMEV) modelu (Murray a dal$i, J. Neurosci. 18, 7306-14, 1998) budd

pouZzivané na stanovovanie Gcinnosti interferénového p konjugatu.
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PEGylacia polypeptidu s priveskom s aktivitou interferénu B v mikrotitratnych

platniach

Spésob zahfna:

Exprimovanie interferonového B polypeptidu s vhodnym priveskom, napr.
ktorymkofvek z priveskov, ktorych priklady st uvedené vy$Sie vo vSeobecnom
opise.

Prenesenie kultivaéného média do jednej alebo viacerych jamiek v
mikrotitradnej platni, ktora je schopnéa imobilizovat polypeptid s priveskom. Ak je
priveskom His-His-His-His-His-His (Casey a dal$i, J. Immunol. Meth., 179, 105
(1995)), je mozné pouzit Ni-NTA HisSorb mikrotitracnt platiiu komeréne dostupnu
od QiaGen.

Po umozZneni imobilizacie polypeptidu s priveskom na mikrotitragnej platni sa
jamky premyja s timivym roztokom vhodnym na viazanie a nasledni PEGylaciu.

Inkubovanie jamiek so zvolenym aktivovanym PEG. Ako priklad sa pouziva
M-SPA-5000 od Shearwater Polymers. Molarny pomer aktivovaného PEG ku
polypeptidu musi byt optimalizovany, ale typicky bude vy8si ako 10:1, typickejsie
vy&8i ako 100:1. Po vhodnom reakénom &ase pri laboratérnej teplote, €o je typicky
priblizne 1 hodina, sa reakcia zastavi odstranenim aktivovaného PEG roztoku.
Konjugovany protein sa eluuje z platne prostrednictvom inkubovania s vhodnym
timivym roztokom. Vhodné eluéné timivé roztoky mézu obsahovat imidazol,
nadbytok NTA alebo int chelatadnu zlugeninu.

Konjugovany protein sa testuje podfa toho ako je to vhodné z hfadiska
biologickej aktivity a imunogénnosti.

Tento privesok je moZné volitefne odstiepit pouzitim spésobu znameho v
oblasti, napr. pouZitim diaminopeptidazy, a Gin v polohe -1 bude konvertovany na
pyroglutamyl s GCT (glutamylicyklotransferazou) a nakoniec odstiepeny s PGAP
(pyro-glutamyl-aminopeptidazou), &im vznikne nativny protein. Proces zahfiia
niekofko krokov kovovej chelataénej afinitnej chromatografie. Alternativne je mozneé

konjugovat polypeptid s priveskom.
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Pegylacia interferonového B polypeptidu naviazaného na receptor

Na optimalizaciu PEGylacie interferobnového B polypeptidu spésobom
vyluéujacim PEGylaciu lyzinov podielajicich sa na rozoznavani receptora bol
vyvinuty nasledujici spdsob:

Rozpustné domény IFNAR1 a IFNAR2 sa ziskaji v podstate tak ako je
opisané v Arduini a dalsi, Protein Science (1999), zv. 8: 1867-1877, alebo ako je
opisané v priklade 9.

V PBS timivom roztoku pri pH 7 az 9 sa vytvori ternamy komplex
pozostavajuci s interferonového B polypeptidu, rozpustnej domény IFNAR1 a
rozpustnej domeény IFNAR2 so stechiometriou 1:1:1. Koncentracia interferénového
B polypeptidu je priblizne 20 pg/m! alebo 1 pM a receptory su pritomné v
ekvimolarnej koncentracii.

M-SPA-5000 od Shearwater Polymers, Inc sa prida v 3 rozliénych koncen-
traciach zodpovedajicich 5, 20 alebo 100 molarnemu nadbytku interferénového p
polypeptidu. Reakény &as je 30 minGt pri laboratérnej teplote. Po 30 mindtach
reakéného Casu sa pH reakénej zmesi nastavi na pH 2,0 a reakéna zmes sa
nanesie na Vydac C18 kol6nu a eluuje sa v acetonitrilovom gradiente, v podstate
tak ako je opisané v Utsumi a dalsi, J. Biochem., zv. 101, 1199-1208, (1987).
Alternativne a elagantnejSie je mozné pouzit izopropanolovy gradient.

Frakcie sa analyzuja pouzitim tu opisaného primarneho skriningového testu
a tymto spbésobom ziskany aktivny PEGylovany interferénovy B polypeptid sa
uskladriuje pri -80 °C v PBS, pH 7, obsahujicom 1 mg/ml HSA.

Ako alternativa k vy3Sie opisanému postupu sa rozpustnd doména IFNAR2
pouziva ako jedina receptorova zlozka na vytvorenie binarneho komplexu. Okrem
toho, IFNAR2 méze byt imobilizovana na vhodnej Zivici (napr. Epoxy aktivovanej
Sepharose 6B) v sulade s inStrukciami vyrobcov pred tym, ako sa vytvori binarny
komplex. Po PEGylacii sa PEGylovany interferon p eluuje s 0,1M glycinovym
timivym roztokom, pH 2, a aktivita sa meria, ako bolo opisané, po nastaveni pH na

neutralne.
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Pristupna povrchova oblast (ASA)

Pogitatovy program Access (B. Lee a F. M. Richards, J. Mol. Biol. 55:
379400 (1971)) verzia 2 (Copyright (c) 1983 Yale University) sa pouziva na
vypogitanie pristupnej povrchovej oblasti (ASA) jednotlivych atomov v Struktare.
Tento spdsob typicky pouziva vefkost sondy 1,4 A a definuje pristupnu povrchovi
oblast (ASA) ako oblast tvorent centrom sondy. Pred touto kalkulaciou sa z
koordinatovej sady odstrania véetky molekuly vody a vSetky atdbmy vodika, ako aj
iné atémy, ktoré priamo nestvisia s proteinom. Na vypoéitavanie ASA sl dostupne
alternativne programy, napr. program Whatif G. Vriend, J. Mol. Graph. (1990) 8, 52-
56, elektronicky dostupny na WWW stranke http://swift.emblheidelberg.
de/servers2/ (R. Rodriguez a dal$i, CABIOS (1998) 14, 523-528), pouzivajuci

moznost Accessibility na vypocitavanie pristupného molekulového povrchu.

Frakéna ASA bocného retazca

Frakéna ASA boénych retazcovych atémov sa vypocitava vydelenim suctu
ASA atomov v bocnom retazci s hodnotou reprezentujicou ASA bocnych
retazcovych atémov zvysku v prediZenom ALA-x-ALA tripeptide. Pozri Hubbard,
Campbell & Thornton (1991) J. Mol. Biol. 220, 507-530. V tomto priklade je CA
atom brany ako &ast bo&ného retazca glycinovych zvy$kov, ale nie ostavajucich
zvyskov. Nasledujuca tabufka uvadza 100% ASA standard pre vedlajsi retazec:
Ala 69,23 A
Arg 200,35 A?
Asn 106,25 A
Asp 102,06 A?

Cys 96,69 A
Gin 140,58 A?
Glu 134,61 A?
Gly 32,28 A?
His 147,00 A?
le 137,91 A

Leu 140,76 A2
Lys 162,50 A?
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Met 156,08 A?
Phe 163,90 A?
Pro 119,65 A?
Ser 78,16 A?

Thr 101,67 A
Trp 210,89 A?
Tyr 176,61 A
Val 114,14 A?

Determinacia aminokyselinovych zvySkov vystavenych na povrchu

Trojrozmerna krystalicka Struktara fudského interferonu p s 2,2 A rozliSenim
(Karpusas a dalsi, Proc. Nat. Acad. Sci. USA (1997) 94: 11813-11818) je dostupna
s proteinovej databanky (PDB) (Bernstein a dalsi, J. Mol. Biol. (1977) 112 str. 535)
a elektronicky je dostupna prostrednictvom The Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics PDB na http://www.pdb.org/ pod pristupovym kédom

1AU1. Tato kryStalickd Struktura obsahuje dve nezavislé molekuly fudského

interferénu B. V tomto priklade je pouzita molekula A.

Vystavenie na povrchu:

Pouzitim vysSie opisaného Whatlf programu sa zistilo, Ze nasledujlice zvysky
maju nulovd povrchovu pristupnost svojich boénych retazcovych atémov (pre Gly
sa pouziva pristupnost CA atému): G7, N14, C17, L21, 144, A55, A56, T58, 159,
M62, L63, L98, L122, Y125, 1129, L133, A142, W143, V146, 1150, N153, 1157,
L160, T161 a L164.

Frakéné vystavenie na povrchu

Na dalSiu analyzu bolo nevyhnutné remodelovat boéné retazce zvyskov
R71, R113, K115, L116, M117, kvoli priestorovym zrazkam. Remodeling sa
uskutoCnoval pouzitim Modeler 98, MSI INC. Uskuto€fiovanie frakénych ASA
vypoctov pouzitim Access poditaového programu na remodelovanej interferénovej
B molekule (zahffiajic len aminokyselinové zvy$ky a bez N-pripojenej sacharidovej

éésti) viedlo k zisteniu, Ze v nasledujlcich zvySkoch je viac ako 25 % ich boéného
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retazca vystavenych na povrchu: S2, N4, L5, F8, L9, R11, S$12, F15, Q16 Q18,
K19, W22, Q23, G26, R27, L28, E29, Y30, L32, K33, R35, M36, N37, D39, E42,
K45, Q46, L47, Q48, Q49, Q51, K52, Q64, A68, R71, Q72, D73, S75, §76, G78,
N80, E81, T82, E85, N86, A89, Y92, H93, N96, H97, K99, T100, E103, E104,
K105, E107, K108, E109, D110, F111, R113, G114, K115, L116, S119, L120,
H121, K123, R124, G127, R128, L130, H131, K134, A135, K136, E137, Y138,
S139, H140, V148, R152, Y155, N158, G162, Y163, R165 a N166, a ze
nasledujuce zvy$ky maiju viac ako 50 % svojho boéného retazca vystavenych na
povrchu: N4, L5, F8, S12, F15, Q16, K19, W22, G26, R27, E29, Y30, K33, R35,
N37, D39, E42, Q46, Q48, Q49, Q51, K52, R71, D73, S75, G78, N80, E81, T82,
E85, N86, A89, Y92, H93, K99, T100, E103, E104, E107, K108, D110, F111, L116,
K123, R124, G127, H131, K134, E137, V148, Y155, R165 a N166.

Priklad 1
Navrh expresnej kazety na expresiu interferénu B v cicavéich a hmyzich bunkach

DNA sekvencia, GenBank poradové &islo M28622 (oznatené ako sekv. €. 1),
obsahujuca celd dizku cDNA kodujucej fudsky interferon B s jeho prirodzenym
signalnym peptidom, bola modifikovana tak, aby bola ulahéena silna expresia v
cicavéich bunkach. Kontext prvého ATG $tartovacieho kod6nu bol modifikovany
podfa Kozakovej konsenzus sekvencie (Kozak, M. J Mol Biol 1987 Aug 20; 196 (4):
047-50), tak, Ze sa Uplne zhodovala s konsenzus sekvenciou pred ATG Startovacim
kodénom. Za druhé sa kodény prirodzeného fudského interferonu B modifikovali
vytvorenim posunu v pouZivani kodénov smerom ku kodénom, ktoré su casto
pouZivané v silno exprimovanych fudskych génoch. Nasledne boli ur¢ité nukleotidy
v sekvencii substituované inymi, aby sa zaviedli miesta rozoznavané DNA
restrikénymi endonukleazami (to umoZiiuje neskorSie lahSiu modifikaciu DNA
sekvencie). Primery sa navrhli tak, aby bolo mozné syntetizovat géen:

CBProFpr1:
5'GGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTCGCCACCATGACCAACAAGTGCCTGCTCC
AGATCGCCCTGCTCCTGT-3', sekv. €. 3,
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CBProFpr2:
5ACAACCTGCTCGGCTTCCTGCAGAGGAGTTCGAACTTCCAGTGCCAGAAGCT
CCTGTGGCAGCTGAACGG-3', sekv. €. 4,

CBProFpr3:
5'GAACTTCGACATCCCCGAGGAAATCAAGCAGCTGCAGCAGTTCCAGAAGGA
GGACGCCGCTCTGACCATC-3', sekv. &. 5,

CBProFpr4:
STTCCGCCAGGACTCCAGCTCCACCGGTTGGAACGAGACCATCGTGGAGAAC
CTGCTGGCCAACGTGTACC-3', sekv. €. 6,

CBProFprs:
5’AGGAGAAGCTGGAGAAGGAGGACTTCACCCGCGGCAAGCTGATGAGCTCCC
TGCACCTGAAGCGCTACTA-3', sekv. €. 7,

CBProFpr®6:
5'GGAGTACAGCCACTGCGCCTGGACCATCGTACGCGTGGAGATCCTGCGCAA
CTTCTACTTCATCAACCGC-3', sekv. ¢. 8,

CBProFpr9:
5'CACCACACTGGACTAGTGGATCCTTATCAGTTGCGCAGGTAGCCGGTCAGG
CGGTTGATGAAGTAGAAGT-3', sekv. €. 9,

CBProFpr10:
5AGGCGCAGTGGCTGTACTCCTTGGCCTTCAGGTAGTGCAGGATGCGGCCAT
AGTAGCGCTTCAGGTGCAG-3', sekv. ¢. 10,

CBProFpri11;
5'CTCCTTCTCCAGCTTCTCCTCCAGCACGGTCTTCAGGTGGTTGATCTGGTGG
TACACGTTGGCCAGCAGG-3', sekv. &. 11,

CBProFpr12:
S'GAGCTGGAGTCCTGGCGGAAGATGGCGAAGATGTTCTGCAGCATCTCGTAG
ATGGTCAGAGCGGCGTCCT-3', sekv. ¢. 12,

CBProFpr13:
S'CCTCGGGGATGTCGAAGTTCATCCTGTCCTTCAGGCAGTACTCCAGGCGCC
CGTTCAGCTGCCACAGGAG-3', sekv. &. 13,
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CBProFpr14:
5'CAGGAAGCCGAGCAGGTTGTAGCTCATCGATAGGGCCGTGGTGCTGAAGCA
CAGGAGCAGGGCGATCTGG-3', sekv. ¢&. 14.

Primery sa zostavili do syntetického génu jednokrokovou PCR pouZzitim
Platinum Pfx-polymerazového kitu (Life Technologies) a Standardnych trojkrokovych
PCR cyklickych parametrov. Zostaveny gén sa amplifikoval prostrednictvom PCR
pouzitim rovnakych podmienok.

cDNA koédujuca formu fudského interferébnu B predlzent na N-konci sa
syntetizovala pouZitim rovnakych PCR podmienok ako boli opisané vy$Sie, ale
primery CBProFpr1 a -14 boli nahradené primermi:

CBProFpr7
5'CTGCTCCAGATCGCCCTGCTCCTGTGCTTCAGCACCACGGCCCTATCGATGA
AGCACCAGCACCAGCATC-3', sekv. ¢&. 15,

CBProFpr8
5'CACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAA
GCTGGCTAGCGTTTAAAC-3', sekv. €. 16,

CBProFpr15
5'CAGGAAGCCGAGCAGGTTGTAGCTCATCTGTTGGTGTTGATGTTGGTGCTGA
TGCTGGTGCTGGTGCTTC-3', sekv. €. 17,

CBProFpr16
5'AGCAGGGCGATCTGGAGCAGGCACTTGTTGGTCATGGTGGCGAAGCTTAAG
TTTAAACGCTAGCCAGCTT-3', sekv. &. 18,

aby sa do interferénovej B molekuly zaélenil purifikaény privesok.

Syntetizované gény sa klonovali do pcDNA3.1/Hygro (Invitrogen) medzi
Hind!ll miesto na 5' konci a BamHI/ miesto na 3' konci, &im vznikli pCBProF1 a
pCBProF2.

Synteticky intron z pCl-Neo (Promega) sa amplifikoval pouZitim vyssie
opisanych $tandardnych PCR podmienok a nasledujucich plazmidov:

CBProFpr37
5'-CCGTCAGATCCTAGGCTAGCTTATTGCGGTAGTTTATCAC-3', sekv. €. 19,
CBProFpr38

5-GAGCTCGGTACCAAGCTTTTAAGAGCTGTAAT-3', sekv. ¢. 20,
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¢im vznikol 332bp PCR fragment, ktory sa postiepil s Nhel a Hindlll a za¢lenil sa do
5'UTR plazmidov pCBProF1 a pCBProF2, ¢im vznikli pCBProF4 a pCBProF5.

Kodony pre jednotlivé aminokyseliny sa zmenili amplifikaciou relevantnych
oblasti kodujucej oblasti prostrednictvom PCR takym sp&sobom, aby zmeny v
sekvencii zavedené prostrednictvom PCR mohli byt zaClenené do expresnych
plazmidov klasickymi klonovacimi technikami. Napr. primery:

Lys45arg-5'primer (Narl/Kasl):
S'GCTGAACGGGCGCCTGGAGTACTGCCTGAAGGACAGGATGAACTTCGACAT
CCCCGAGGAAATCCGCCAGCTGCAGC-3', sekv. ¢&. 21,

Lys45mut-3'primer (BsiWl):
5TCTCCACGCGTACGATGGTCCAGGCGCAGTGGCTG-3', sekv. &. 22,

boli pouzite na zavedenie K45R substiticie do PCR fragmentu zahffiajiceho oblast
od polohy 1055 po polohu 1243 v pCBProF 1. Tak PCR fragment, ako aj pCBProF1
boli postiepené s Narl a BsiWI, pricom obe Stiepili len v jednom mieste. PCR
fragment a vektorova kostra pCBProF1 sa purifikovali a ligovali, o viedlo k
substitacii Lys45 kodénu AAG s Arg kodénom CGC v pCBProF1.

Okrem toho bola na za¢lefiovanie aminokyselinovych substitucii pouzita SOE
(precnievajuce vybezky sekvencie) PCR. V SOE-PCR sa v jednotlivych primarnych
PCRs najprv amplifikovala N-koncova ¢ast, ako aj C-koncova &ast INFB molekuly.

Pre tieto primarne PCR sa syntetizovali centralne komplementarne primery
tak, aby kodon (kod6ny) pre aminokyselinu (aminokyseliny), ktord& sa ma
substituovat, bol zameneny za poZadovany kodon (kodény). Koncové primery boli
Standardnymi primermi, ktoré definovali N-, respektive C-koniec INF§ molekuly.
Dalej terminalne primery poskytovali miesto rozoznavané restrikénou endo-
nukleoazou, o umozZiovalo nasledné klonovanie PCR produktu s Gplnou dlZkou.
TakzZe centralny (nonsense) primer a N-koncovy (sense) primer boli pouZité na
amplifikaciu N-koncovej Casti INFB kddujlcej oblasti v jednej z primarnych PCRs a
rovnako tomu bolo pre C-koncovi ¢ast. Ked sa uz N- a C-koncové &asti
amplifikovali, zostavili sa v sekundarnej PCR do produktu s tplnou diZkou a
klonovali sa do modifikovanej verzie pCDNA3.1/Hygro ako bolo opisané vyssie.
Nasledujuce primery boli naprikiad pouZité na zavedenie mutacii pre substiticie
F111N a R113T:
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CBProFprimer9 (Sense):
CACCACACTGGACTAGTGGATCCTTATCAGTTGCGCAGGTAGCCGGTCAGGC
GGTTGATGAAGTAGAAGT (sekv. ¢&. 23),

CBProFprimer231 (Antisense):

CATCAGCTTGCCGGTGGTGTTGTCCTCCTTC (sekv. €. 24),

CBProFprimer230 (Sense):

GAAGGAGGACAACACCACCGGCAAGCTGATG (sekv. ¢&. 25),

CBProFprimer42 (Antisense):
CACACTGGACTAGTAAGCTTTTATCAGTTGCGCAGGTAGC (sekv. €. 26).

Okrem toho boli v pripadoch, kedy bola zavadzana mutacia (mutacie) v
expresnom plazmide dostatoéne blizko unikatneho miesta rozoznavaného
restrikénou endonukleazou, variantné gény konstruované pouzitim konstrukéného
postupu zahfiiajiceho jeding PCR krok a nasledné kionovanie. Naprikiad,
substitacia K19R bola zavadzana pouzitim PCR primeru:

CBProFpr58:
GAGGAGTTCGAACTTCCAGTGCCAGCGCCTCCTGTGGCAGCTGAACG  (sekv.
¢. 27) a CBProFprimer9:

PCR produkt sa nasledne klonoval pouZitim restrikénych endonukleoazovych
miest BsiW! a BstBlI.

Priklad 2

Expresia fudského interferénu B v bakulovirusovom/hmyzom bunkovom systéme

Aby sa exprimoval synteticky gén kédujuci fudsky interferon 8 umiestneny v
pCBProF1 (opisany v priklade 1) v bakulovirusovom/hmyzom bunkovom systéme,
gén sa vystrihol s Nhel a Xhol a ligoval sa s transferovym vektorom pBlueBac 4.5,
ktory je sudastou MaxBac 2.0 transfek&ného kitu ziskaného od Invitrogen (San
Diego, USA). Véetky spdsoby pouZité na generovanie rekombinantného bakulo-
virusu a na expresiu v hmyzich bunkach su opisané v "MaxBac 2.0 Transfection
and Expression Manual", ktory je sucastou kitu.

V struénosti: spolu s linearizovanou AcMNPV DNA (Bac-N-Blue DNA) sa
pBlueBac 4.5-interferén p CBProF1 preniesol do SF9 buniek. 3 dni po transfekcii sa
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odobral transfekény supernatant a pripravil sa plakovy test s prisluSnymi virusovymi
riedeniami. Modré ohraniCené plaky boli viditelné po 7 diioch a izolovalo sa 6
jednotlivych plakov na rozmnozovanie v 6-jamkovej platni. Po 5 diioch sa z kazdej
jamky odobrali 2 ml virusového supernatantu (P-1 zasobny roztok). Z P-1
zasobnych roztokov sa odobralo 0,75 ml a izolovala sa virusova genomicka DNA.
Virusové genomické DNA sa analyzovali v PCR reakciach s priamymi/reverznymi
primermi, aby bolo moZné selektovat rekombinantné bakulovirusy spomedzi
Siestich P-1 zasobnych roztokov. Mala alikvota z rekombinantného P-1 zasobného
roztoku sa testovala v ludskej interferonovej B Specifickej ELISA (dostupna od PBL
Biomedical Laboratories), aby sa potvrdilo, Ze v supernatante sa nachadza
rekombinantny fudsky interferén p.

Na dalSie rozmnoZovanie vybraného rekombinantného bakulovirusu sa
6x10° SF9 buniek vysialo do T-80 kultivacnej flase a infikovalo sa s 200 pl P-1
zasobného roztoku. Po 5 diioch sa odobral supernatant (P-2 zasobny roztok) a 2 ml
P-2 z&sobného roztoku sa pouZilo na infekciu 100 ml suspenznej kultury (1x10° SF9
buniek/ml) v 500ml Erlenmeyerovej ffasi (Corning). Po 5 dfioch sa odobral
supernatant (P-3 zasobny roztok) a plakovym testom sa stanovil virusovy titer.

Aby sa vyprodukoval fudsky interferén B na purifikaciu, odobralo sa 1x10°
SF9 buniek zo zaloZnej suspenznej kultury. V 50ml skiimavke so $roubovacim
uzaverom sa SF9 bunky infikovali s rekombinantnym bakuloviusom z P-3
zasobneho roztoku (MOI = 2) v priebehu 15 minGt. Potom sa bunky scentrifugovali
a jedenkrat premyli médiom bez séra (Sf-900 /| SFM, Gibco BRL) a preniesli sa do
2800ml Triple Baffle Fernbach flase (Bellco) obsahujticej 1 | média bez séra. 3 dni
po infekcii sa odobral médiovy supernatant a purifikoval sa rekombinantny fudsky
interferén B.

Purifikacia interferénovych B molekal

Fermentatné médium sa zakoncentruje a/alebo nastavi sa pH na priblizne
4,5 po nariedeni na vhodnu idénovu silu. Vyraz vhodny je mieneny ako oznadenie
ibnovej sily, ktora je tak nizka, aby sa interferén B viazal na Mono S katiénovu

vymennu kolénu (Pharmacia) ekvilibrovan v 4mM kyseline octovej, pH 4,5 (timivy
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roztok A). Po aplikacii sa koléna premyje troma kolénovymi objemami timivého
roztoku A a interferén B sa eluuje linedrnym gradientom z timiveho roztoku A do
timivého roztoku A obsahujuceho 1M NaCl. Alternativne je mozné uskutoCnit
purifikaciu podfa opisu pre interferén o (Analytical Biochemistry 247, 434-440
(1997) pouzitim TSK-gel SP-5PW kol6ny (Toso Haas)).

Alternativne je mozné purifikovat interferon p s His priveskom pouZitim IMAC
(afinitnd chromatografia s imobilizovanym kovom) v sllade s dobre znamymi
spdsobmi, ako je opisané napr. v UniZyme Laboratories, Dansko.

Iny purifikaény spésob vyuziva monoklonéine alebo polyklonélne protilatky.
Interferénové p fermentaéné médium sa nastavi na pH 7 a 0,5M NaCl a aplikuje sa
na kolénu s imobilizovanou monoklonalnou protilatkou proti rekombinantnému
fudskému interferénu B. Koléna sa pred aplikaciou ekvilibruje napr. s 10 mM Tris,
0,5 M NaCl, pH 7 (timivy roztok B). Po aplikacii sa koléna premyje troma kol6novymi
objemami timivého roztoku B a eluuje sa s vhodnym timivym roztokom pri nizkom
pH (napr. pH 2 aZ 3).

Alternativne, ked ma interferén § privesok, napr. c-Myc peptid (EQKLI
SEEDL), je moZné podobnym spAsobom pouzit monoklonaline protilatky proti c-Myc
peptidu. Imobilizacia protilatky na kolonu sa dosiahne napr. pouzitim CNBr-
Sepharose (Pharmacia) v stlade s inStrukciami vyrobcu.

Ak je pre dalsie experimenty nevyhnutné ziskat relevantnu istotu, je mozné
aplikovat kombinaciu katiénovej vymennej chromatografie, IMAC a/alebo
protilatkovej chromatografie.

Cistotu, identitu, kvantitu a aktivitu frakcii eluovanych z vy$Sie uvedenych
kolén je mozné stanovit pouZitim kombinacie sposobov, ktoré si zname pre
priemerného odbornika v oblasti. Tieto mdzu zahfiiat jeden alebo viacero z
nasledujucich testov a spdsobov alebo iné relevantné spdsoby, ktoré st zname
priemernému odbornikovi v oblasti: primarne a sekundarne testy opisané vy3sie,
ELISA sposoby, SDS-PAGE, wester blotting, |EF, HPLC, sekvenovanie
aminokyselin, hmotnostni spektroskopiu a analyzu aminokyselin.

Po purifikacii sa modifikovany interferénovy B polypeptid mdze konjugovat s

polymérnou molekulou, ako napriklad s M-SPA-5000 od Shearwater Polymers v
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sulade s inStrukciami vyrobcu. Vyhodne sa pred konjugaciou blokuje receptorové
rozoznavacie miesto purifikovaného modifikovaného interferénového B polypeptidu,

ako je opisané vo vy$Sie uvedenej Casti Materialy a metody.

Priklad 3
Expresia ludského interferénu p v HEK293 bunkéach

Aby sa exprimoval synteticky gén koduijuci interferon B a nachadzajuci sa v
pCBProFI| (opisany v priklade 1), v HEK293 bunkach (ATCC kat. & CRL-1573),
amplifikoval sa tento gén prostrednictvom PCR s dvoma primermi:

PBR 7

5' CGCGGATCCATATGACCAACAAGTGCCTG-3' (sekv. &. 28) a

PBR 2

5" CGCGGATCCTTATCAGTTGCGCAG-3' (sekv. &. 29)

a klonoval sa do BamHI miesta pcDNA3.1(-) (Invitrogen, USA) v spravnej orientacii,
¢im vznikol plazmid pPRS9.

Na transfekciu sa HEK293 bunkova linia vysiala do T-25 kultivaénej flase do
50% pokrytia v DMEM médiu (Life Technologies, USA) obsahujacom 10% FBS a
inkubovali sa cez noc. pPR9 sa transfekoval do buniek pouzitim FUGENE 6
transfekéného reakéného ¢inidla (Roche, USA): K 95 ul DMEM média bez séra sa
pridalo 5 pl FUGENE 6 a 1,7 pl (2 pg) pPR9 a inkubovalo sa pri laboratérnej teplote
20 minat. Potom sa ku bunkdm po kvapkach pridal transfekény komplex a
kultivana ffasa sa vratila do inkubatora. Na dalsi defi sa bunky trypsinizovali a
vysiali sa do T-80 kultivatnej ffae v DMEM médiu obsahujicom 10% FBS a 500 pg
geneticinu (Life Technologies) na mi.

Po dosiahnuti suvislej vrstvy buniek sa potvrdilo, pouzitim ELISA 3pecifickej
pre fudsky interferon B, Ze primarna transfekéna skupina exprimuje Zelany protein,
a bunky sa subklonovali limitovanym riedenim. Takymto spdsobom sa identifikoval

HEK293 klon exprimujtici fudsky interferén p vo velkom mnozstve.
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Priklad 4
Vysoka hladina expresie interferonu p v CHO bunkach

Bunkova linia CHO K1 [p22]-E4 (ATCC ¢&. CCL-61) stabilne exprimujuca
fudsky interferén p sa pasazovala v pomere 1:10 zo suvislej kultdry a rozmnozovala
sa vo forme adherentnych buniek v T-25 ffadiach v médiu obsahujdcom sérum
(MEMo. w/ribonukleotidy a deoxyribonukleotidy (Gibco/BRL kat. &. 32571)), 10%
FCS (Gibco/BRL kat. €.10091), penicilin a streptomycin (Gibco/BRL kat. &. 15140-
114) aZ kym sa nedosiahla suvisld vrstva buniek. Médium sa potom vymenilo za
médium bez séra (RenCyte CHO; MediCult kat. & 22600140) na 24 hodin, pred
tym, ako sa pridal 5mM butyrat sodny (Merck kat. &. 8.17500) v priebehu vymeny
média. Bunky sa nechali potom exprimovat interferén p 48 hodin a potom sa
odobralo médium. Hodnota koncentracie interferonu B v duplikatnych kultdrach sa
stanovila na 854797 IU/ml (pricom spodna hranica intervalu 95% vierohodnosti bola
711134 IU/ml a horna 1032012 1U/ml).

V oddelenych experimentoch sa bunkova linia CHO K1 [p22]-E4 stabilne
exprimujica fudsky interferén B paséZzovala v pomere 1:10 zo sUvislej kultury a
rozmno3ovala sa vo forme adherentnych buniek v médiu obsahujicom sérum
(MEMa wiribonukleotidy a deoxyribonukleotidy (Gibco/BRL kat. ¢. 32571)), 10%
FCS (Gibco/BRL kat. €.10091), penicilin a streptomycin (Gibco/BRL kat. &. 15140-
114), az kym sa nedosiahla suvisla vrstva buniek v 10 vrstvovej bunkovej fabrike
(NUNC &. 165250). Médium sa potom vymenilo za médium bez séra DMEM/F12
(Gibco/BRL Kat. & 11039-021) s pridanim ITS-A v pomere 1:100 (Gibco/BRL kat. €.
51300-044) a EX-CYTE VLE v pomere 1:500 (Serological Proteins Inc. €. 81-129-1)
a penicilinu a streptomycinu v pomere 1:100 (Gibco/BRL kat. &. 15140-114) na 48
hodin, pred tym, ako sa vymenilo médium s dal§im pridavkom 5mM butyratu (Merck
kat. & 8.17500). Bunky sa nechali potom exprimovat interferon p 48 hodin a potom
sa odobralo médium. Hodnota koncentracie interferonu B v duplikatnych kulturach
sa stanovila na 824791 1U/ml (pricom spodna hranica intervalu 95% vierohodnosti
bola 610956 IU/ml a horna 1099722 |U/ml).
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Povazuje sa za samozrejmé, Ze interferébnové p polypeptidy podfa vynalezu
mozu byt produkované s rovnako vysokymi vytazkami rovnakym spdsobom ako je

ktorykolvek z vyssie opisanych.

Priklad 5
Konstrukcia a expresia interferbnového B variantu s jednym zaclenenym

glykozylaénym miestom

Aby sa zaClenilo extra N-pripojené glykozylaéné miesto do polohy 111 v
hINF-B, zmenil sa synteticky gén (hinf-g) kédujaci hiINF-B (opisany v priklad 1)
prostrednictvom miestne S$pecifickej PCR mutagenézy. Pouzitim BIO-X-ACT
(Bioline, UK) a plazmidu PF050 [hinf-B)/pcDNA3.1(-)Hygro/intron (derivat
pcDNA3.1(-) Hygro (Invitrogen, USA), v ktorom bol chimérny intrén ziskany z pCl-
neo (Promega, USA) vloZzeny medzi BamHI/ a Nhel miesto v MCS vektora] ako
templatu, sa uskutocnili dve PCR reakcie s dvoma prekryvajlcimi sa primerovymi
sadami:

CB41

5 TTTAAACTGGATCCAGCCACCATGACCAACAAG-3' (sekv. €. 30)

ICB55
5'CGGCCATAGTAGCGCTTCAGGTGCAGGGAGCTCATCAGCTTGCCGGTGGTG
TTGTCCTCCTTC-3) (sekv. &. 31) a

CB42 (sekv. &. 26)/CB86
5'GAAGGAGGACAACACCACCGGCAAGCTGATGAGCTCCCTGCACCTGAAGCG
CTACTATGGCC G-3' (sekv. €. 32),

¢im vznikli dva fragmenty s dizkou 446, respektive 184 bazovych parov. Tieto dva
fragmenty sa zostavili v tretej PCR s prekryvajucimi sa primermi CB41 a CB42.
Vysledny gén sa =zaviedol do cicavéiecho expresného vektora pcDNA3.1(-)
Hygro/Intron a DNA sekvenovanim sa overilo, Ze ma spravne zmeny baz veduce k
substiticiam F111N a R113T v hIFN-B (plazmid ozna¢eny ako PF085).

Na testovanie aktivity [F111N+R113T] hiINF-B variantu sa plazmidom PF085
transfekovala CHO K1 bunkova linia (ATCC ¢. CCL-61) pouZitim Lipofectamine
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2000 (Life Technologies, USA) ako transfekéného &inidla. O 24 hodin sa odobralo
kultivaéné médium a testovala sa aktivita/koncentracia INF-:
Aktivita: 56046 |U/ml [primarny test]
ELISA: 80 ng/mi
Specificka aktivita: 7x10°1U/mg
Ako je vidiet [F111N+R113T]hINF-p variant ma vefmi vysoku $pecifickd
aktivitu, ktora je priblizne dvojnasobkom $pecifickej aktivity wt hINF-.

Prikiad 6
Konstrukcia a expresia interferénu $ s inym zaélenenym glykozylanym miestom
[Q49N+Q51T]

Analogicky, ako bolo opisané v priklade 5, sa zaviedlo extra N-pripojené
glykozylaéné miesto do polohy 49 prostrednictvom substitucii Q49N a QS51T.
Pouzitim PF043 (hinf-f/pcDNA3.1 (Invitrogen, USA)) ako templatu sa uskutociiovali
dve PCR reakcie s dvoma prekryvajlicimi sa primerovymi sadami:

PBR7 (sekv. ¢. 28)/PBR78

5' GGCGTCCTCCTTGGTGAAGTTCTGCAGCTG-3' (sekv. €. 33) a

PBR8

5' ATATATCCCAAGCTTTTATCAGTTGCGCAGGTAGCCGGT-3' (sekv. &. 34)/
PBR77

5'-CAGCTGCAGAACTTCACCAAGGAGGACGCC-3' (sekv. ¢. 35),

&im vznikli dva fragmenty s dlzkou 228, respektive 369 bazovych pérov. Tieto dva
fragmenty sa zostavili v tretej PCR s ohraniCujdcimi primermi PBR7 a PBRS.
Vysledny gén sa zaviedol do cicavéieho expresného vektora pcDNA3.1(-)
Hygro/Intron a DNA sekvenovanim sa overilo, Ze ma spravne zmeny baz veduce k
[Q49N, Q51 T] hINF- (plazmid oznadeny PF104).

Na testovanie aktivity [Q49N+Q51T]hINF-B variantu sa plazmidom PF104
transfekovala CHO K1 bunkova linia pouzitim Lipofectamine 2000 (Life
Technologies, USA) ako transfekéného &inidla. O 24 hodin sa odobralo kultivaéné

médium a testovala sa aktivita/lkoncentracia INF-p:
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Aktivita: 17639 IU/ml [primarny test]
ELISA: 10 ng/mi
Specificka aktivita: 1,7x10° IU/mg
Ako tu bolo pozorované, [Q49N+Q51T]hINF-B variant ma vysoka Specificku
aktivitu. To mbzZe byt spésobené slabym rozoznavanim jednou z monoklonalnych
protilatok pouzitych v ELISA.

Priklad 7

Konstrukcia a expresia interferénu p s dvoma zaclenenymi glykozylaénymi miestami

Dalsie glykozylaéné miesta opisané v prikladoch 5 a 6 sa zaélenili do
fudského interferonu B prostrednictvom substitucii Q49N, Q51T, F111N a R113T.

Pouzitim PF085 (opisany v priklade 5) ako templatu sa uskuto¢nili dve PCR
reakcie s dvoma prekryvajucimi sa primerovymi sadami:

PBR89

5'CGCGGATCCAGCCACCATGACCAACAAGTGCCTG (sekv. ¢&. 36)/
PBR78 (sekv. ¢. 33) a

PBR8 (sekv. €. 34)/PBR77 (sekv. ¢. 35),

&im vznikli dva fragmenty s dlzkou 228, respektive 369 bazovych parov.

Tieto dva fragmenty sa zostavili v tretej PCR s ohrani¢ujucimi primermi
PBR89 a PBRS8. Vysledny gén sa zaviedol do cicavéieho expresného vektora
pcDNA3.1(-)Hygro/Intron a sekvenovanim sa potvrdilo, Ze ma spravne bazové
zmeny veduce k [Q49N, Q51T, F111N, R113T]hINF-B (plazmid oznaCeny ako
PF123).

PF123 sa transfekoval do CHO K1 buniek pouZitim Fugene 6 (Roche) ako
transfekéného dinidla. O 24 hodin neskér sa odobralo kultivacné médium a
testovalo sa z hfadiska aktivity/koncentracie INF-f:

Aktivita: 29401 IU/ml [primarny test]

ELISA: 14 ng/ml

Specificka aktivita: 2,1x10° |U/ml
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Ako sa tu pozorovalo, aj [Q49N+Q51T+ F111N+ R113T]hINF-B variant ma
vysokl $pecificku aktivitu.

V teste na receptorové viazanie opisanom v &asti Materialy a metédy, ktory
je zaloZeny na pouzitf zosietovacieho &inidla DSS, sa zistilo, Ze variant méa receptor

viazucu aktivitu.

Priklad 8
Produkcia [Q49N+Q51T+F111N+ R113T]interferénového B glykozylagneho variantu

vo valcovitych ffadiach

CHOK1 subklon (5/G-10) produkujici [Q49N+Q51T+F111N+R113T] glyko-
zylagny variant sa vysial do 2 valcovitych flia§, pritom kazda mala expandovany
povrch 1700 cm? (Corning, USA), v 200 ml DMEM/F-12 média (Life Technologies;
kat. & 31330), do ktorého bolo pridané 10% FBS a penicilin/streptomycin (P/S). Po
2 ditoch sa médium vymenilo. Po dal$ich 2 ditoch bola v dvoch valcovitych ffasiach
skoro 100% suvisla vrstva a médium sa zamenilo za 300 ml UltraCHO média bez
séra (BioWhittaker; kat. & 12-724) s pridavkom 1/500 EX-CYTE (Serologicals
Proteins: kat. & 81129N) a P/S. Bunky rastice v tomto médiu produkuju vyssiu
bunkovu masu ako je moZné dosiahnut v médiu obsahujucom sérum. Po 2 diioch
sa médium obnovilo. Po dal$ich 2 diioch sa médium zamenilo za produkéné
médium: DMEM/F-12 médium (Life Technologies; kat. & 21041) doplnené s 1/100
ITSA (Life Technologies; kat. & 51300-044) [ITSA oznatuje inzulinovy (1,0 all)-
transferinovy (0,55 g/l)-selénovy (0,67 mg/l) dopinok pre adherentné kultary], 1/500
EC-CYTE a P/S. Na obrazku 2 je znazorneny priebeh produkcie, pricom kazdy den
sa z kazdej valcovitej flase odoberalo 300 ml média. Odobraté média z dvoch
valcovitych fliag sa spojili pred tym, ako sa odobrala vzorka média na stanovovanie
interferénovej B aktivity.

Ako je vidiet na obrazku 2, priebeh produkcie sa ukoncil po 26 dioch. Po
log-peridde trvajucej 5 dni sa aktivita sprostredkovana [49N+Q51T+F111N+
R113T]interferénovym-B variantom dramaticky zvysila a po 2zvySok priebehu

produkcie bola aktivita odobratého interferonu B denne priemerne 2,4 miliéna U/ml
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x 600 ml = 1,440 biliéna IU. Celkovo sa vyprodukovalo 3,2 x 10" IU, &o zodpoveda
160 mg proteinu (s hypotetickou $pecifickou aktivitou 2x10° IU/mg).

Priklad 9
Produkcia, purifikécia a PEGylacia interferénového p variantu K19R+K45R+K123R

Aby nakoniec vzniklo 100 ml média bez séra obsahujiceho interferénovy B
variant K19R+K45R+K123R, vysiali sa do 3 T-175 flia§ COS-7 bunky v DMEM
mediu (Life Technologies; kat. ¢. 21969-035), do ktorého bolo doplnené 10% FBS a
glutamin a penicilin/streptomycin. V defi transfekcie (takmer 100% stvisla vrstva)
sa 4 aZz 5 hodin pred transfekciou médium vymenilo za 30 ml erstvého média. Na
pripravu transfekcie sa 1890 pl DMEM média bez pridavkov dalo do 14ml
polypropylénovej skamavky (Corning). Priamo do média sa pridalo 210 pl Fugene 6
(Roche) a inkubovalo sa 5 minat pri laboratérnej teplote. Medzi tym sa 168pg
alikvota plazmidovej DNA ([K19R, K45R, K123R]INF-B/pcDNA3.1 (-)Hygro; PF &.
161) dala do inej 14ml polypropylénovej skiimavky. Po 5 minutach inkubovania sa
Fugene 6 zmes pridala priamo k DNA roztoku a inkubovala sa dalich 15 mint pri
laboratornej teplote. Po inkubovani sa po kvapkach pridalo priblizne 700 pl do
kazdého z troch z troch bunkovych médii.

Na dalSi defi sa transfekéné médium nahradilo 35 ml produkéného média
bez sera. Médium bez séra je zalozené na DMEM médiu (Life Technologies; kat. &.
31053-028), ktoré je doplnené glutaminom, pyruvatom sodnym penicilinom/-
streptomycinom, 1% ITSA (Life Technologies; kat. ¢. 51300-044) a 0.2% Ex-Cyte
(Serologicals Proteins; kat. €. 81-129). Pred tym ako sa pridalo produkéné médium,
premyli sa bunkové vrstvy dvakrat v DMEM médiu bez aditiv.

Tri dni po transfekcii sa odobralo 100 ml média bez séra na purifikaciu a
PEGylaciu interferénového-f variantu.

pH sa nastavilo na 6,8 a vodivost sa nastavila na < 10 mS/cm s MilliQ vodou.
Potom sa meédium po davkach naadsorbovalo na 1ml SP550 katiénovi vymennu
Zivicu (TosoHaas) vopred ekvilibrovanu s timivym roztokom A (20mM fosfat, 100mM
NaCl, pH 7). Po 2 hodinach rotacie sa Zivica nechala sedimentovat’ a preniesla sa
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na kolénu. Zivica sa premyla s 5 kolénovymi objemami timivého roztoku A a
eluovala sa s 2 ml timivého roztoku B (20mM fosfat, 800mM NaCl, pH 7). Eluat sa
zakoncentroval na 500 ul na VivaSpin (hranica 10 kDa) po pridani 5% etylénglykolu.
Koncentrat sa nastavil na 50 mM fosfat, 0,3M NaCl, 20% etylénglykol, pH 8 v
kone¢nom objeme 2 ml a dalej sa zakoncentroval na 0,5 ml.

Finalny koncentrat sa PEGyloval nasledovne: k 100 pl findlneho koncentratu
sa pridalo 25 pl aktivovaného mPEG-SPA (5000 kDa, Shearwater, Alabama), ktory
bol Cerstvo pripraveny vo fosfatovom timivom roztoku, pH 8, aby vznikli kone¢né
koncentracie aktivovaného PEG 0, 5, 10, 25 alebo 50 mg/ml. Reakcia sa nechala
prebiehat 30 minGt pri laboratérnej teplote a potom sa zastavila pridanim 50mM
glycinového timivého roztoku. Vzorky sa okamzite zmrazili pri -80 °C a zmerala sa
biologicka aktivita, ako bolo opisané (primarny test). Uskutognili sa western bloty
kazdej vzorky, aby sa zhodnotilo mnoZstvo nezreagovaného interferonového B
variantu nachadzajiuceho sa v PEGylovanej vzorke.

Vysledky demonstruji, Ze pri pouziti 25 mg aktivovaného PEG/mI nebol
pritomny nePEGylovany interferénovy B variant, ako sa zistilo western blotom, a
variant si zachovaval 50 % svojej biologickej aktivity v porovnani s kontrolnou

vzorkou (o$etrovana rovnako, ale s 0 mg/mi aktivovaného PEG).

Priklad 10
Expresia a purifikacia rozpustného IFNAR2

cDNA kédujuce extracelularnu doménu IFNAR-1 a IFNAR-2 (oznaované
ako IFNAR1ec, respektive IFNAR2ec) sa amplifikovali z HeLa bunkovej cDNA
pouzitim PCR s primermi zodpovedajticimi prvym 10 aminokyselinovym zvySkom a
poslednym 10 aminokyselinovym zvySkom extracelularnej domény IFNAR-2 (ktorej
nukleotidova sekvencia je zrejma z Novick a dalsi, Cell, zv. 77, str. 391-400,1994) a
primermi zodpovedajlcimi prvym 10 aminokyselinovym zvySkom a poslednym 10
aminokyselinovym zvySkom extracelularnej domény IFNAR-1 (ktorej nukleotidova
sekvencia je zrejma z Uze a dal$i, Cell zv. 60, 225-234,1990). cDNA'-y sa
subklonovali do pBlueBac 4.5/V5-His-TOPO vektora (Invitrogen) a homologickou
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rekombinaciou, plakovou purifikaciou a rozmnozovanim na Sf9 bunkach sa ziskal
rekombinantny bakulovirus. Sf9 bunky sa infikovali s rekombinantnym
bakulovirusom a expresia z vyslednych buniek sa ziskala v podstate ako je opisané
v priklade 2.

IFNAR1ec a IFNAR2ec proteiny sa pozorovali v kultivaénych supernatantoch
dva az tri dni po infekcii Sf9 buniek s rekombinantnym bakulovirusom. Aktivita
rozpustnych receptorov sa pozorovala v interferénovom antagonistovom teste. V
struCnosti: HeLa bunky obsahujuce ISRE element (ako je opisany v primarnom
teste vySSie) sa stimuluji so submaximalnou davkou fudského divého typu
interferébnu B v pritomnosti réznych koncentracii IFNARec supernatantu.
Antagonisticky Gc¢inok supernatantu je priamo Umerny mnoZstvu pritomného
rozpustného receptora.

IFNAR2ec sa purifikovala z preﬁltrovanych' kultivaénych supernatantov
pouZitim iénovej vymennej a afinitnej chromatografie. V kultivaénych super-
natantoch, ktoré boli pozitivne na IFNAR2ex, sa nastavilo pH na 7,5 a naniesli sa
na aniénovid vymennu kolénu a naviazany rekombinantny protein sa eluoval
pouzitim 500mM NaCl. Ciastoéne &istd IFNAR2ec sa potom nariedila a pH sa
nastavilo na 8,0 pred dalSou purifikaciou pouzitim viazania na TALON™ kovovu
afinitn Zivicu a eluovanim s imidazolom. Finalny pripravok sa v alikvotach zmrazil.
IFNAR1ec je mozné purifikovat ako IFNAR2ec s tym rozdielom, ze ako i6novy
vymenny krok sa pouzZije katibnova vymenna chromatografia pri pH 6,0.

Priklad 11
Pouzitie rozpustného IFNAR2 na purifikaciu a PEGylaciu interferénu p a jeho

variantov

Purifikovany IFNAR2, ziskany ako je opisané v priklade 9, sa imobilizuje bud
prostrednictvom aminoskupiny, alebo prostrednictvom karboxylovej skupiny,
pouzitim CNBr-aktivovanej Sepharose 4B alebo EAH Sepharose 4B v sulade s
inStrukciami vyrobcu (Amersham Pharmacia Biotech, Affinity Chromatography,
Principles and Methods, 18-1022-29, vydanie AB). Je vefmi ddlezité, aby spdsob
pripajania umoZioval imobilizaciu funkéného IFNAR2 a to sa testuje
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prostrednictvom optimalizacie podmienok pripajania (pH, pripajaci timivy roztok,
pomer IFNAR2 ku aktivovanej matrici, atd.) Inym kritickym parametrom je
blokovanie nadbytku aktivnych skupin. Nasledne sa uskutoCiiuje testovanie
vazobnej kapacity pridanim interferonu g a meranim prudkého vzostupu.

Optimaine imobilizovany IFNAR2 sa pouziva na purifikaciu interferonu B
nasledovne: 5ml koléna s 1 mg IFNAR2 imobilizovanym na ml gélu sa ekvilibruje s
timivym roztokom A (20 mM fosfat, 300mM NaCl, pH 7). Potom sa na kolénu
nanesie 2mg vzorka interferonu B v timivom roztoku A a nasledne sa premyje 5
kol6novymi objemami timivého roztoku A. Eluovanie sa dosiahne pumpovanim 2
kol6novych objemov timivého roztoku B do koloény. Odoberaju sa 1ml frakcie a
testuji sa z hfadiska biologickej aktivity. Optimalne eluéné podmienky zavisia na
sposobe imobilizacie, ale priklady elu€nych podmienok zahffiaja pH 1,5 az 3 (napr.
0,1M glycin pH 2,3 v 0,5M NaCl), pH 11,5 az 12, 3,5M MgClz, 6M mocovinu alebo
podobne.

Priklad 12
Pouzitie imobilizovaného IFNAR2 na PEGylaciu interferénu f (variantov)

Okrem pouZzitia opisaného v priklade 10 méze byt imobilizovany IFNAR2
pouzity na optimalnu PEGylaciu, kedy je vyli¢end PEGylacia Casti interferonu B
alebo jeho variantov, ktora interaguje s receptorom.

5mi koléna s 1 mg IFNAR2 imobilizovanym na mi gélu sa ekvilibruje s
timivym roztokom A (20 mM fosfat, 300mM NaCl, pH 7). Potom sa na kolénu
nanesie 2mg vzorka interferénu B v timivom roztoku A a nasledne sa premyje 5
kolénovymi objemami timivého roztoku A. Na kolénu sa napumpuje roztok
aktivovaného mPEG-SPA (1 az 50 mg/ml v timivom roztoku A) a necha sa reagovat
15 minGt az 2 hodiny v zavislosti na teplote. Jednou vyhodnou kombin&ciou
rozsahov reziden¢ného Casu a teploty je 15 az 60 minut, 10 az 20 °C; inou je 30
minat az 5 hodin, 2 az 8 °C. Po uvedenom ¢Case sa eluovanie dosiahne
pumpovanim 2 kolénovych objemov timivého roztoku B do kolény. Odoberaju sa
1ml frakcie a testuji sa z hladiska biologickej aktivity pouzitim primarneho
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skriningového testu. Optiméalne eluéné podmienky zavisia na spdsobe imobilizacie,
ale priklady elu¢nych podmienok zahffiaju pH 1,5 az 3 (napr. 0,1M glycin pH 2,3 v
0,5M NaCl), pH 11,5 az 12, 3,5M MgCl,, 6M mocovinu alebo podobne.

Priklad 13
Protivirusova aktivita PEGylovaného variantu

Pegylovany IFN-B variantovy protein, K19R+K45R+K123R, sa testoval
pouzitim protivirusového biologického testu. Protein divého typu a variantny protein
sa pridali ku A549 bunkam v koncentraciach od 10 do 0,001 |U/ml v trojitych
kultarach.

Pegylovany IFN-B variant vykazoval uplnd inhibiciu EMC virusom
indukovanej bunkovej smrti v koncentracii 3 IU/ml, s EC50 0,13 IU/ml (obrazok 1).
Standard divého typu vykazuje inhibiciu virusu s EC50 1,4 1U/mll.

Tieto vysledky demonstruja, Ze vysledkom pegylacie modifikovaného inter-

ferobnoveho polypeptidu je konjugat s tplnou protivirusovou aktivitou.

Priklad 14

Protilatkova neutralizacia glykozylovaného variantu

Protilatkova neutralizacia divého typu a glykozylovaného IFN-B variantového
proteinu, Q49N+Q51T+F111N+R113T, sa testovala pouzitim ISRE neutralizaéného
testu. Interferénovy B protein divého typu a variantovy interferénovy B protein (v
patnasobnych riedeniach vychadzajuc z 12500 IU/ml) sa inkubovali s polyklonalnou
kraliou anti-interferonovou B protilatkou (PBL Biomedical Laboratories) v
koncentraciach 0,40 a 200 ng/ml.

V pritomnosti 200 ng/ml polyklonalneho krali¢ieho antiséra sa aktivita divého
typu interferonového B proteinu znizila 11,8 kréat, zatialf ¢o aktivita glykozylovaného
interferénového B variantu sa zniZila len 3,0 krat. TakZe stuperi rozoznavania
interferonového B variantu protilatkou bol znizeny o 75 % urovne wt, pozri tabufku 1

nizsie. Tieto vysledky demonstruju, Ze rozoznavanie glykozylovaného mutantného
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interferonu B polyklonainymi protilatkami vyvijanymi zvieratami, ktoré boli
imunizované divym typom fudského interferénu B, je znadne redukovane. Takze
prostrednictvom  modifikacii urobenych vo variantovej molekule  bol
odstraneny/zatieneny vefky poéet imunogénnych epitopov v divom type fudskeho

interfer6nu .

Tabufka 1
Redukcia
Konc. protilatky Protein EC50 Nasobok protilatkovej
(ng/ml) inhibicie neutralizacie
0 wt 0,00039 - -
variant 0,00020 - -
40 wt 0,00190 4,8 -
variant 0,00020 1,0 79 %
200 wt 0,00461 11,8 -
variant 0,0059 3,0 75 %
Priklad 15

Konstrukcia a expresia interferénovych B molekdl s modifikovanym N-koncom

N-koncovo modifikované varianty interferonu B sa konstruovali ako je
opisané v predchadzajucich prikladoch.

Na konstrukciu expresného plazmidu pre interferonovy B variant INFB
S(-1)A+M1Q sa pouZili nasledujuce primery:
CBProFpr110:
AAC TGG ATC CAG CCA CCA TGA CCA ACA AGT GCC TGC TCC AGA TCG
CCC TGC TCC TGT GCT TCA GCA CCA CGG CCC TAG CCC AGA GCT AC
(sekv. &. 37) a CBProFpr42 (sekv. €. 26).
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Na konstrukciu expresného plazmidu pre interferonovy variant INFB S(-1)AQ
(oznacenie substiticie S zvySku umiestneného v polohe (-1) s A a Q zvySkom) sa
pouzili nasledujtice primery:

CBProFpr109:

AAC TGG ATC CAG CCA CCA TGA CCA ACA AGT GCC TGC TCC AGA TCG
CCC TGC TCC TGT GCT TCA GCA CCA CGG CCC TAG CCC AGA TGA GCT
AC (sekv. €. 38) a CBProFpr42 (sekv. €. 26).

Na testovanie aktivity tychto variantov sa zodpovedajuce plazmidy pF154 a
pF163 transfekovali do CHO K1 buniek pouzitim Lipofectamine 2000 (Life
Technologies, USA) ako transfekéného reakéného ¢inidla. Supernatanty sa odobrali
24 hodin po transfekcii a testovali sa v primarnom teste aktivity a v ELISA teste ako
je opisané v Casti Materialy a metody. Ziskali sa nasledujice vysledky:

INFB S-1A + M1Q (pF154):

Aktivita: 106410 IU/mi

ELISA: 333 ng/ml

Specificka aktivita: 3,2 x 10% IU/mg
INFB S-IAQ (pF163):

Aktivita: 90634 1U/ml

ELISA: 193 ng/ml

Specificka aktivita: 4,7 x 10° lU/mg
Tieto molekuly s rovnako aktivne ako divy typ fudského interferonu p.

Priklad 16
Priprava pegylovanych IFN-B variantov

50 mikrolitrov 0,3 mg/ml roztoku rekombinantného fudského IFN-B poly-
peptidu obsahujiceho mutacie Q49N+Q51T+K19R+K45R+K123R v 50mM Na-
acetate, 35% etylénglykole, pH 5,5 sa zmieSalo s 10 ul 0,5M Na-fosfatu, pH 8,0
a 20 pl 50mM Na-fosfatu, 0,1M NaCl, 30% etylénglykolu, pH 8,0 obsahujtcimi
0,02 mg/ml SPA-mPEG (N-sukcinimidylpropionat-metoxypolyetylénglykol). To
zodpoveda 10 molarnemu nadbytku SPA-mPEG vodi IFN-B.
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Po pol hodine pri laboratérnej teplote a s miernym premie$avanim sa reakcia
zastavila pridanim 5 pl 20mM glycinu, pH 8,0. V tomto Stadiu reakCna zmes
obsahovala zmes nemodifikovanej, ako aj pegylovanej formy rekombinantneho
fudského IFN-.

In vitro testovanie pouzitim primarneho skriningového testu demonstrovalo,
Ze pegylovany material si zachoval 40% aktivitu v porovnani s nemodifikovanym
rekombinantnym fudskym IFN-f.

V inom experimente sa 50 pl 0,14 mg/ml roztoku rekombinantného fudského
IFN-B polypeptidu obsahujuceho mutacie Q49N+Q51T v 50mM Na-acetate, 35%
etylénglykole, pH 5m5 zmieSalo s 10 pl 0,5M Na-fosfatu, pH 8,0 a 20 pl 50mM Na-
fosfatu, 0,4M NaCl, 30% etylénglykolu, pH 8,0 obsahujicimi 0,03 mg/mi SPA-
mPEG. To zodpoved4 10 molarnemu nadbytku SPA-mPEG voci IFN-.

Po pol hodine pri laboratérnej teplote a s miernym premie$avanim sa reakcia
zastavila pridanim 5 ul 20mM glycinu, pH 8,0. V tomto Stadiu reakCna zmes
obsahovala zmes nemodifikovanej, ako aj pegylovanej formy rekombinantného
fudského IFN-B.

In vitro testovanie pouzitim primarmeho skriningového testu demonstrovalo,
7e pegylovany material si zachoval 20% aktivitu v porovnani s nemodifikovanym

rekombinantnym fudskym IFN-f.
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<120> Nové molekuly podobné interferonu p

<130> 2wo2

<140>
<141>

<160> 38

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 840

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

acattctaac
gttcgtgttg
tccactacag
tttcagtgtc
aggatgaact
gccgcattga
tctagcactg
ataaaccatc
aaactcatga
gccaaggagt
tacttcatta
tgggactgga
ggctaatgta
gttattttta

tgcaaccttt
tcaacatgac
ctctttcecat
agaagctcct
ttgacatcce
ccatctatga
gctggaatga
tgaagacagt
gcagtctgca
acagtcactg
acagacttac
caattgettce
ctgcatatga
tttatttaaa

cgaagccttt
caacaagtgt
gagctacaac
gtggcaattg
tgaggagatt
gatgctccag
gactattgtt
cctggaagaa
cctgaaaaga
tgcectggacc
aggttacctc
aagcattctt
aaggacacta
ttttattttg

gctctggcac
ctcctccaaa
ttgettggat
aatgggaggc
aagcagctgce
aacatctttg
gagaacctcc
aaactggaga
tattatggga
atagtcagag
cgaaactgaa
caaccagcag
gaagattttg

gaaaataaat

aacaggtagt
ttgctctect
tcctacaaag
ttgaatactg
agcagttcca
ctattttcag
tggctaatgt
aagaagattt
ggattctgca
tggaaatcct
gatctcctag
atgctgttta
aaatttttat
tatttttggt

aggcgacact
gttgtgcette
aagcagcaat
cctcaaggac
gaaggaggac
acaagattca
ctatcatcag
caccagggga
ttacctgaag
aaggaacttt
cctgtgecte
agtgactgat
taaattatga

gcaaaagtca
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120
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240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<210>3
<211>70
<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer
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Arg
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<400> 3

ggctagcgtt taaacttaag cttcgccacc atgaccaaca agtgcctgct ccagatcgeec 60
ctgctcctgt 70

<210> 4

<211>70

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 4
acaacctgct cggcttcctg cagaggagtt cgaacttcca gtgccagaag ctcctgtgge 60
agctgaacgg 70

<210>5
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 5

gaacttcgac atccccgagg aaatcaagca gectgcagcag ttccagaagg aggacgccgce 60
tctgaccate 70

<210>6
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia
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<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 6

ttccgccagg actccagctc caccggttgg aacgagacca tcgtggagaa cctgctggcec 60
aacgtgtacc 70

<210>7
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 7
aggagaagct ggagaaggag gacttcaccc gcggcaagct gatgagctce ctgcacctga 60
agcgctacta 70

<210> 8
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 8
ggagtacage cactgcgcct ggaccatcgt acgcgtggag atcctgcgca acttctactt 60
catcaaccgc 70
<210>9

<211> 70
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<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 9
caccacactg gactagtgga tccttatcag ttgcgcaggt ageccggtcag geggttgatg 60
aagtagaagt 70

<210> 10
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 10

aggcgcagtg gctgtactcc ttggccttca ggtagtgcag gatgcggcca tagtagecget 60
tcaggtgcag 70

<210> 11
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 11
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ctcecttctece agecttetect ccagcacggt cttcaggtgg ttgatctggt ggtacacgtt 60
ggccagcagg 70

<210> 12
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 12

gagctggagt cctggcggaa gatggcgaag atgttctgca gcatctcgta gatggtcaga 60
geggcegtect 70

<210> 13
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 13
cctcggggat gtcgaagttc atcctgtect tcaggcagta cteccaggege ccgttcaget 60
gccacaggag 70

<210> 14
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
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<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 14
caggaagccg agcaggttgt agctcatcga tagggcegtg gtgetgaagec acaggagcag 60
ggcgatctgg 70

<210> 15
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 15
ctgetccaga tcgeccctget cctgtgette agcaccacgg ccctatcgat gaagcaccag 60

caccagcatc 70

<210> 16
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 16
cactgcttac tggcttatcg aaattaatac gactcactat agggagaccc aagctggcta 60
gcgtttaaac 70
<210> 17
<211>70

<212> DNA
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<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 17
caggaagccg agcaggttgt agctcatctg ttggtgttga tgttggtgect gatgctggtg 60
ctggtgette 70

<210> 18
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 18
agcagggcga tctggagcag gcacttgttg gtcatggtgg cgaagcttaa gtttaaacgce 60
tagccagctt 70

<210> 19
<211>40
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 19

ccgtcagatc ctaggctagc ttattgcggt agtttatcac 40
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<210> 20
<211> 32
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 20
gagctcggta ccaagctttt aagagctgta at 32

<210> 21

211> 77

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 21

gctgaacggg cgcctggagt actgcctgaa ggacaggatg aacttcgaca tccccgagga 60
aatccgccag ctgcage 77

<210> 22
<211> 35
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 22
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tctccacgcg tacgatggtc caggcgcagt ggetg 35

<210> 23
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 23

caccacactg gactagtgga tccttatcag ttgcgcaggt agccggtcag gcggttgatg 60

aagtagaagt

<210> 24
<211> 31
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 24
catcagcttg cecggtggtgt tgtcctcctt c

<210> 25
<211> 31
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primer

70

31
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<400> 25

gaaggaggac aacaccaccg gcaagctgat g

<210> 26
<211>40
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 26

cacactggac tagtaagctt ttatcagttg cgcaggtage

<210> 27
<211> 47
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 27
gaggagttcg aacttccagt gccagegecct cctgtggcag ctgaacg

<210> 28
<211> 29
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

31

40

47
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<400> 28

cgcggatcca tatgaccaac aagtgectg

<210> 29
<211> 24
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 29
cgcggatcet tatcagttge geag

<210> 30
<211> 33
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 30

tttaaactgg atccagccac catgaccaac aag

<210> 31
<211> 63
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

29

24

33
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<400> 31

cggccatagt agcgcttcag gtgcagggag ctcatcaget tgccggtggt gttgtcctce 60
tte 63

<210> 32
<211> 63
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 32

gaaggaggac aacaccaccg gcaagctgat gagctccctg cacctgaagc gctactatgg 60
ccg 63

<210> 33
<211> 30
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 33
ggcgtcctecec ttggtgaagt tctgcagcectg 30

<210> 34

<211> 39

<212> DNA

<213> Umela sekvencia
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<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 34
atatatccca agcttttatc agttgcgcag gtagecggt

<210> 35
<211> 30
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 35

cagctgcaga acttcaccaa ggaggacgcce

<210> 36
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 36

cgcggatcca gccaccatga ccaacaagtg cctg

<210> 37
<211> 89
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

39

30

34
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<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 37

aactggatcec agccaccatg accaacaagt gcctgctcecca gatcgecectg ctcecetgtget 60

tcagcaccac ggccctagec cagagctac 89

<210> 38
<211>70
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primer

<400> 38

aactggatcc agccaccatg accaacaagt gcctgctcca gatcgccctg ctcctgtget 60

tcagcaccac ggccctagcec cagatgagct ac 92
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PATENTOVE NAROKY

1. Konjugat vykazujici aktivitu interferonu B a obsahujici aspofi jednu prvu
nepolypeptidovu &ast kovalentne pripojent na interferénovy B polypeptid, ktorého
aminokyselinovéa sekvencia sa li3i od sekvencie divého typu fudského interferonu p
aspofi jednym zaclenenym a aspoil jednym odstranenym aminokyselinovym

zvykom obsahujucim pripajaciu skupinu pre uvedend prvi nepolypeptidovu Cast.

2. Konjugat podfa naroku 1, v ktorom je prva nepolypeptidova &ast vybrana
2o skupiny obsahujicej polymérnu molekulu, lipofilni zli¢eninu, sacharidovd cast a

organické derivatiza¢né €inidlo.

3. Konjugat podfa naroku 1 alebo 2, v ktorom je prvou nepolypeptidovou

&astou polymér, vyhodne lineamy alebo rozvetveny polyetylénglykol.

4. Konjugat podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 3, v ktorom je prva nepoly-
peptidova &ast vybrand zo skupiny obsahujicej polymérnu molekulu majucu
lyzinovy zvy$ok, zvy3ok kyseliny asparagovej, kyseliny glutamovej alebo cysteinovy
zvy$ok ako pripajaciu skupinu.

5. Konjugat podfa naroku 4, v ktorom je prvou nepolypeptidovou castou

polymérna molekula majuca lyzin ako prip4jaciu skupinu.

6. Konjugat vykazujuci aktivitu interferénu p a obsahujici aspofi jednu prva
nepolypeptidovii East konjugovani s aspoii jednym lyzinovym zvySkom inter-
feronového B polypeptidu, ktorého aminokyselinova sekvencia sa lisi od sekvencie
divého typu fudského interferonu B aspoii jednym zalenenym alalebo aspon

jednym odstranenym lyzinovym zvySkom.
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7. Konjugat podfa naroku 6, v ktorom je odstraneny aminokyselinovy zvySok
(zvySky) vybrany zo skupiny obsahujucej K19, K33, K45, K52 a K123, vyhodne K19,
K33, K45 a K123 a najvyhodnejSie K19, K45 a K123.

8. Konjugat podia naroku 7, v ktorom bol lyzinovy zvySok (zvysky)

substituovany argininovym alebo glutaminovym zvySkom.

9. Konjugat podfa ktoréhokofvek z narokov 5 az 8, v ktorom interferénovy B
polypeptid obsahuje jednu z nasledujicich sad mutacii:
K19R+K45R+K123R;
K19Q+K45R+K123R;
K19R+K45Q+K123R;
K19R+K45R+K123Q;
K19Q+K45Q+K123R,;
K19R+K45Q+K123Q;
K19Q+K45R+K123Q;
K19Q+K45Q+K123Q;
K45R+K123R;
K45Q+K123R;
K45Q+K123Q;
K45R+K123Q;
K19R+K123R;
K19Q+K123R;
K19R+K123Q;
K19Q+K123Q;
K19R+K45R;
K19Q+K45R;
K19R+K45Q;
K19Q+K45Q;
K52R+K134R;
K99R+K136R;
K33R+K105R+K136R;
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K52R+K108R+K134R;
K99R+K115R+K136R,;
K19R+K33R+K45R+K123R;
K19R+K45R+K52R+K123R;
K19R+K33R+K45R+K52R+K123R alebo
K19R+K45R+K52R+K99R+K123R.

10. Konjugat podla ktoréhokofvek z narokov 5 aZ 9, v ktorom je lyzinovy
zvy$ok zaéleneny v polohe, v ktorej sa v rodi€ovskom interferéne f nachadza na

povrchu vystaveny aminokyselinovy zvy$ok.

11. Konjugét podra naroku 10, v ktorom interferénovy p polypeptid obsahuje
aspof jednu substituciu vybrani zo skupiny pozostavajucej z N4K, R11K, G26K,
R27K, Q48K, Q49K, R71K, D73K, S75K, E85K, A89K, Y92K, HI3K, F111K,
R113K, L116K, R124K, G127K a Y155K.

12. Konjugat podfa naroku 11, v ktorom je substitucia vybrana zo skupiny
obsahujucej Q49K a F111K.

13. Konjugat podfa ktoréhokofvek z narokov 5 az 12 obsahujuci aspon dva

zaclenené lyzinové zvysky.

14. Konjugat podra ktoréhokofvek z narokov 10 az 13, v ktorom interferonovy
B polypeptid zahfila aj aspoii jeden odstraneny lyzinovy zvySok, vyhodne lyzinovy

zvy$ok uréeny v ktoromkolvek z narokov 7 aZ 9.

15. Konjugat podfa naroku 14, ktory obsahuje jednu z nasledujucich sad
mutacii:
K19R+K45R+F111K+K123R;
K19R+K45R+Q49K+F111K+K123R;
K19R+K45R+Q49K+K123R;
K19R+K45R+F111K;
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K19R+K45R+Q49K+F111K;
K19R+Q49K+K123R;
K19R+Q49K+F111K+K123R;
K45Q+F111K+K123Q;
K45R+Q49K+K123R alebo
K45R+Q49K+F111K+K123R.

16. Konjugat podfa ktoréhokofvek z narokov 3 az 15, v ktorom je polymérna
molekula vybrana zo skupiny obsahujicej SS-PEG, NPC-PEG, aldehyd-PEG,
mPEG-SPA, PEG-SCM a mPEG-BTC.

17. Konjugat vykazujici aktivitu interferénu B a obsahujuci aspof jednu prvi
nepolypeptidovd Cast konjugovand s aspoi jednym cysteinovym zvySkom inter-
feronového B polypeptidu, ktorého aminokyselinova sekvencia sa lidi od sekvencie
diveho typu fudskeého interferonu B aspofi jednym zadlenenym cysteinovym
zvySkom do polohy vybranej zo skupiny, ktor4 obsahuje F8, L9, R11, S12, F15,
Q16, Q18, L20, W22, L28, L32, M36, P41, T58, Q64, N65, F67, 183, E85, N86,
A89, N90, Y92, H93, H97, T100, L102, E103, L106, M117, L120, H121, R124,
G127, R128, L130, H131, H140, 1145, R147, V148, E149, R152, Y155 a F156.

18. Konjugat podfa naroku 17, v ktorom interferénovy B polypeptid zahffia aj
odstraneny cysteinovy zvySok, vyhodne C17.

19. Konjugat podfa naroku 17 alebo 18, v ktorom interferénovy B polypeptid
obsahuje mutacie C17S a/alebo N80C, vyhodne C17S+N80C.

20. Konjugéat podla ktoréhokolvek z narokov 17 az 19, v ktorom je prvou
nepolypeptidovou ¢astou polymérna molekula.

21. Konjugat vykazujici aktivitu interferénu B a obsahujuci aspofi jednu prvu

nepolypeptidovi ¢ast majacu kyselinovi skupinu ako pripajaciu skupinu, ktora je
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konjugovana s aspof jednym zvySkom kyseliny asparagovej alebo kyseliny
glutamovej interferonového B polypeptidu, ktorého aminokyselinova sekvencia sa
lig&i od sekvencie divého typu fudského interferénu B aspori jednym zaclenenym
a/alebo aspoii jednym odstranenym zvy$kom kyseliny asparagovej alebo kyseliny
glutamove;j.

22. Konjugat podfa naroku 21, v ktorom sa aspofl jeden aminokyselinovy
zvy$ok nachadza v polohe, v ktorej sa v rodiovskej interferénovej p molekule

nachadza na povrchu vystaveny aminokyselinovy zvySok.

23. Konjugat podfa naroku 21 alebo 22, ktory obsahuje aspofi dva zallenené
zvy$ky kyseliny asparagovej alebo kyseliny glutamove;.

24. Konjugat podra ktoréhokofvek z narokov 21 az 23, ktory obsahuje aspoii

dve prvé nepolypeptidové Easti.

25. Konjugéat podfa ktoréhokofvek z narokov 21 az 24, v ktorom je prvou
nepolypeptidovou ¢astou polymérna molekula.

26. Konjugat podra ktoréhokofvek z predchadzajicich narokov 1 aZ 25, ktory

obsahuje druht nepolypeptidovu Cast.

27. Konjugét podfa naroku 26, v ktorom je druhou nepolypeptidovou ¢astou
sacharidové &ast, vyhodne N-pripojena sacharidova Cast.

28. Konjugat podfa naroku 27, v ktorom aminokyselinova sekvencia inter-
feronového B polypeptidu dalej obsahuje aspoii jedno zaclenené a/alebo aspofi

jedno odstranené in vivo glykozylacne miesto.

29. Konjugét podfa ktoréhokofvek z narokov 26 az 28, v ktorom polypeptid

zahfia aspoii jeden odstraneny aminokyselinovy zvySok obsahujici pripajaciu
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skupinu pre prvi nepolypeptidovi ¢ast a aspof jeden zacleneny aminokyselinovy

zvySok obsahuijuci pripajaciu skupinu pre druh( nepolypeptidova ¢ast.

30. Konjugat podfa naroku 29, v ktorom aminokyselinova sekvencia inter-
ferbnového B polypeptidu zahfiia aspon dva odstranené aminokyselinové zvysky
obsahujuce pripajaciu skupinu pre prvu nepolypeptidovi ast a aspon jeden
zaCleneny aminokyselinovy zvySok obsahujuci pripajaciu skupinu pre druh(
nepolypeptidovu Cast.

31. Konjugat podfa naroku 28 alebo 30, v ktorom je prvou nepolypeptidovou

¢astou polymérna molekula maijlca lyzin ako pripajaciu skupinu.

32. Konjugat vykazujuci aktivitu interferénu B a obsahujici aspoii jednu
polymérnu molekulu a aspofi jednu sacharidovi ¢ast kovalentne pripojent na
interferonovy B polypeptid, ktoreho aminokyselinova sekvencia sa 1i$i od sekvencie
diveho typu fudského interferénu (3
a) asponi jednym zaClenenym a/alebo aspofi jednym odstranenym amino-
kyselinovym zvySkom obsahujticim pripajaciu skupinu pre polymérnu molekulu a
b) aspon jednym zalenenym a/alebo aspofi jednym odstranenym amino-
kyselinovym zvySkom obsahujticim pripajaciu skupinu pre sacharidovu ¢ast,

s podmienkou, Ze ak je pripajacou skupinou pre polymérnu molekulu cysteinovy
zvySok a sacharidovou Castou je N-pripojena sacharidova ¢ast, cysteinovy zvySok
nie je zaCleneny takym spésobom, aby bolo poskodené N-glykozylaéné miesto.

33. Konjugat podfa naroku 32, v ktorom ma polymérna molekula ako
pripajaciu skupinu lyzin.

34. Konjugat podfa naroku 33, v ktorom polypeptid zahffia aspofi jeden
odstraneny aminokyselinovy zvySok obsahujlici pripajaciu skupinu pre prvi
nepolypeptidovu Cast a aspori jeden zacleneny aminokyselinovy zvySok obsahujuci

pripajaciu skupinu pre druht nepolypeptidovi &ast.
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35. Konjugat podfa ktoréhokofvek z narokov 26 az 34, v ktorom interferonovy
B polypeptid obsahuje jednu z nasledujucich sad mutéacii:
K19R+K45R+Q49N+Q51T+F111N+R113T+K123R;
K19R+K45R+Q49N+Q51T+F111N+R113T; alebo
K19R+K45R+Q49N+Q51T+K123R.

36. Konjugat podfa ktoréhokofvek z predchadzajacich narokov 1 az 35, v
ktorom interferénovy B polypeptid obsahuje modifikovany N-koniec, ktory nie je

dostupny na konjugaciu s nepolypeptidovou gastou.

37. Konjugat vykazujuci aktivitu interferénu B a obsahujuci interferénovy
polypeptid, ktorého aminokyselinova sekvencia sa li§i od sekvencie diveho typu
fudského interfer6nu B aspori jednym zaclenenym glykozylaénym miestom, pri€om
konjugat dalej obsahuje aspori jednu nepegylovani sacharidovu €ast pripojend na

zaClenené glykozylaéné miesto.

38. Konjugat vykazujuci aktivitu interferobnu p a obsahujuci interferénovy f
polypeptid, ktorého aminokyselinovd sekvencia sa li§i od sekvencie divého typu
fudského interferonu B v tom, Ze glykozyla¢né miesto sa zaclenilo alebo odstranilo
prostrednictvom zaclenenia alebo odstranenia aminokyselinového zvy3ku (zvySkov)
tvoriaceho ¢ast glykozylaéného miesta v polohe, v ktorej sa v divom type fudského

interferonu B nachadza na povrchu vystaveny aminokyselinovy zvySok.

39. Konjugéat podfa naroku 37 alebo 38, v ktorom interferonovy B polypeptid
obsahuje aspoil jednu mutaciu vybranid zo skupiny zahffajucej S2N+N4T,
LON+R11T, R11N, S12N+N14T, F15N+C17S, Q16N+Q18T, K19N+L21T,
Q23N+H25T, G26N+L28T, R27N+E29T, L28N+Y30T, D39T, K45N+L47T,
Q46N+Q48T, Q48N+F50T, Q49N+Q51T, Q51N+ES3T, R71N+D73T, Q72N, D73N,
S75N, S76N+G78T, L88T, Y92T, N93N+I95T, L98T, E103N+K105T,
E104N+L106T, E107N+E109T, K108N+D110T, D110N, F111N+R113T alebo
L116N.
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40. Konjugat podfa naroku 39, v ktorom interferonovy § polypeptid obsahuje
jednu z nasledujucich sad mutacii: Q49N+Q51T; Q49N+Q51T+F111N+R113T
alebo Q49N+Q51T+R71N+D73T+F111N+R113T.

41. Konjugat podla ktoréhokofvek z narokov 37 az 40, v ktorom sa amino-
kyselinova sekvencia li§i aj odstranenym glykozylatnym miestom, najma N-

glykozyla&nym miestom.

42. Konjugat vykazujuci aktivitu interferébnu B a obsahujuci sacharidovu cast
kovalentne pripojend na interferénovy B polypeptid, ktorého aminokyselinova
sekvencia sa lii od sekvencie divého typu fudského interferonu B aspoii jednym

odstranenym glykozylaénym miestom.

43. Konjugéat podla naroku 41 alebo 42, v ktorom je N-glykozylaéné miesto
odstranené mutaciou N80C.

44. Konjugat podfa naroku 42 alebo 43, v ktorom interferénovy § polypeptid

obsahuje aspon jednu z mutacii opisanych v naroku 38.
45. Konjugat podla ktoréhokofvek z predchadzajicich narokov 1 aZ 44, v
ktorom interferonovy B polypeptid dalej obsahuje aspori jednu substitiiciu v polohe

M1, C17, N80 alebo V101, najma jednu zo substitacii M1del, M1K alebo C17S.

46. Nukleotidova sekvencia koédujuca interferénovi B polypeptidovi &ast

konjugéatu podfa ktoréhokofvek z narokov 1 az 45.

47. Expresny vektor obsahujtci nukieotidov( sekvenciu podfa naroku 46.

48. Hostitelska bunka obsahujica nukleotidovii sekvenciu podfa naroku 46
alebo expresny vektor podfa naroku 47.
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49. Hostitel'ska bunka podrfa naroku 48, ktorou je CHO, BHK, HEK293 bunka
alebo SF9 bunka.

50. Sposob pripravy interferonového B polypeptidu so znizenou imuno-
génnostou a/alebo predizenym funkénym in vivo pol€asom rozpadu alalebo
sérovym poléasom rozpadu, ako medziproduktu pri vyrobe konjugatu podfa
ktoréhokolvek znarokov 1 aZz 45, vyznacéujuci sa tym, 2e zahfha
zavedenie aminokyselinového zvySku tvoriaceho pripajaciu skupinu pre prva
nepolypeptidovi &ast do polohy vystavenej na povrchu proteinu, ktora neobsahuje
takt skupinu, a odstranenie aminokyselinového zvySku tvoriaceho prip4jaciu
skupinu pre prvi nepolypeptidovu ast a konjugovanie vysledného polypeptidu s
prvou nepolypeptidovou Castou.

51. Sposob podfa naroku 50, vyznacdujici sa tym, Ze nepoly-
peptidova &ast je vybrana zo skupiny obsahujtcej polymérnu molekulu, sacharidovd

&ast, lipofilnG skupinu a organické derivatiza¢né Cinidlo.

52. Sposob pripravy konjugatu podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 45,
vyznacdujuci sa tym, Ze interferénovy B polypeptid reaguje s molekulou, s
ktorou sa ma konjugovat, v podmienkach veducich ku konjugécii a konjugat sa

izoluje.

53. Farmaceuticky prostriedok, vyzna&ujuci sa tym, Ze obsahuje
konjugat podfa ktoréhokofvek z narokov 1 az 45 a b) farmaceuticky prijatefné
riedidlo, nosi¢ alebo adjuvans.

54. Konjugat podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 45 na pouzite na lieCenie

ochoreni, najma sklerézy multiplex.

55. Pouzitie konjugatu podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 45 na vyrobu

lieku na lieéenie chordb, najma skler6zy multiplex.
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56. PouZitie konjugatu podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 45 v kombinacii
s inymi interferonovymi B pripravkami, ktoré vyvolavaju u cicavca cirkulaciu
protilatok proti interferénu B 1a a/alebo 1b, na vyrobu lieku na lie¢enie chordb u

cicavca.

57. Zmes bunkovej kultiry, vyznadujuica sa tym, Ze obsahuje a)
hostitefski bunku transformovanu nukleotidovou sekvenciou kédujicou polypeptid
vykazujuci aktivitu interferénu B a b) médium obsahujice uvedeny polypeptid
produkovany prostrednictvom expresie nukleotidovej sekvencie, pricom zloZenie
kultary je priamo vysledkom sekrécie polypeptidu z hostitelskej bunky a mnozstvo
uvedeného polypeptidu je aspori 800000 IU/ml média, najma v rozsahu 800000
IU/ml az 3500000 1U/ml média.

58. Zmes bunkovej kultary podfa naroku 57, vyznacujuca sa tym,
Ze hostitelskou bunkou je hostitefska bunka podfa naroku 48 alebo 49.
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