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(57) Anotacia:

Je opisané pouzitie interleukinu-10 na pripravu lietiva
na lieenie nadorov pacienta. Tento interleukin-10 je
vybrany zo skupiny pozostdvajicej z virusového inter-
leukinu-10 a l'udského interleukinu-10 a je stcastou
lietiva, ktoré je vo forme kontinuélnej infizie vhodnej
na podanie interleukinu-10. MnoZstvo interleukinu-10
v uvedenom lie¢ive na podanie je v rozsahu 50 aZ

800 pg na defi.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka poutitia interleukinu-10 na pripravu
lietiva na lieCenie nadorov pacienta, najmi lie¢enia neo-
plazmov alebo rakovin u f'udi.

Doterajii stav techniky

Imunologick¢ pristupy k terapii rakovin st zaloZené na
predstave, Ze rakovinové bunky sa nejakym spdsobom vy-
hybaji obrane tela proti ndhodnym alebo cudzim bunkam a
molekulam a Ze tito obrana méZe byt terapeuticky stimu-
lovand na opitovné ziskanie stratenej imunity, napr. str.
623 az 648 vKleinovej ,Jmmunology” (Wiley-Inter-
science, New York, 1962). Nedavne pozorovania, Ze nie-
ktoré imunne efektory mdzu riadit’ alebo nepriamo inhibo-
vat’ rast nadorov, viedli k obnoveniu zdujmu o tento pristup
k terapii rakoviny. Napr. Herberman: Concepts Immuno-
pathol. 1, 96 aZ 132 (1985) (prirodzené ni€ivé bunky odo-
lavaju rastu nadorovych buniek), Rosenberg a kol.: Ann.
Rev. Immunol. 4, 681 az 709 (1988) (klinické pouZitie ni-
&ivych buniek (zabijata) aktivovanych interleukinom-2 na
lie¢enie rakoviny), Ralph a kol.: J. Exp. Med. 167, 712 az
717 (1988) (tumorova aktivita makrofagov stimulovanych
lymfokininmi), Tepper a kol.: Cell. 57, 503 aZ 512 (1989)
(interleukin-4 ma protinddorovii aktivitu), M. Cohen
Lymphokines and Tumor Immunity”, str. 237 aZz 253 v
S. Cohen (red.) ,,Lymphokines and the Immune Response*
(CRC Press, Boca Raton, 1990) a pod.

Podstata vynalezu

Podstatou navrhovaného riefenia je pouZitie interleuki-
nu-10 na pripravu lie¢iva na lietenie nddorov pacienta, kde
interleukin-10 (IL-10) je vybrany zo skupiny pozostavaji-
cej z virusového interleukinu-10 a Tudského interleukinu-
10. Lietivo je vo forme kontinudlnej infizie vhodnej na
podanie interleukinu-10, ktorého mnoZstvo v uvedenom
lie¢ive na podanie je v rozsahu 50 az 800 pig na defi.

Interleukin-10 podl'a vynalezu je vyhodne vybrany zo
skupiny, ktord pozostiva z maturovanych polypeptidov
s otvorenymi Citacimi oblastami, ktoré st definované sek-
venciami aminokyselin uvedenych v sekvencii identifika¢-
né &islo 1 a 2 (v3etky sekvencie identifikanych &isiel st u-
vedené bezprostredne pred bodmi patentovych narokov), v
ktorych si L-aminokyseliny oznalené 3tandardnymi troj-
pismenovymi skratkami, pri ¢om sa zagina od N-konca. Na
ticto dve formy IL-10 sa niekedy odkazuje ako na Fudsky
IL-10 (hIL-10 alebo inhibiény faktor syntézy ludského cy-
tokinu) a na virusovy ID-10 alebo BCRF1): napr. Moore a
spol.: Science 248, 1230 az 1234 (1990), Vieira a spol.:
Science 88, 1172 az 1176 (1991), Fiorentino a spol.: J. Exp.
Med. 170, 2081 az 2095 (1985), Hsu a spol.: Science 250,
830 aZ 832 (1990). Vyhodnejsie sa maturovany [L-40 pou-
Zivany v spdsobe podrla tohto vynalezu vyberie zo skupiny
pozostavajucej z maturovanych polypeptidov s otvorenymi
Citacimi oblastami, ktoré si definované amynokyselino-
vymi sekvenciami v sekvenciach identifikaéné ¢islo 3 a 4
tu uvedenych.

V nasledujicej &asti budd strune opisané pripojené
vykresy.

Obrazok 1 je diagram znézortiujuci cicavCi expresny
vektor pcD(SRa),

Obrazok 2 je diagram znéazoritujici bakteridlny expres-
ny vektor TPR-C11.

Obréazok 3 ukazuje plazmid pGSRG, ktory nesie otvo-
rend ¢&itaciu oblast (DRF) mySieho IL-10, virového 1L-10
alebo Fudskéha IL-10 vloZeného do jeho Xho redtrikéného
miesta. Ukazuje tieZ sekvenciu RBS-ATG-polylinkerovych
oblasti konegnej kon3trukcie (nazvanej TAC-RBS).

Tento vyndlez sa tyka sp6sobu pouZivania IL-10 na
prevenciu alebo zniZovanie postupu rakovin. Tento vynalez
zahrnuje tieZ farmaceutické prostriedky obsahujuce IL-10
na pouzitie podl'a tohto spdsobu. IL-10 na pouZitie podla
tohto vynalezu sa vyberic zo skupiny maturovanych poly-
peptidov kddovanych otvorenymi &itacimi fizami defino-
vanymi ¢cDNA insertami pHSC, pH15C a pBCRFI(SRa),
ktoré sii uloZzené v Americkej zbierke typov kultir (Ameri-
can Type Culture Collection; ATCC), Rockville, Maryland,
pod &islami 68 191, 68 192 a 68 193.

Na pripravu polypeptidov podl'a tohto vynalezu sa pou-
Zivaji rozmanité jednobunkové a viacbunkové expresné
systémy, t. j. kombinacie hostitel’ - expresny vektor. Medzi
mozZné typy hostitel'skych buniek patria, ale nie si na ne
obmedzené, bakterialne bunky, kvasinky, hmyzie bunky,
cicavdie bunky a pod. Existuje vela prehladnych su-
hrnnych prac, ktoré s dobrymi prievodcami systémov,
napr. aby boli menované aspofi niektoré: de Boer a She-
pard: ,,Strategies for Optimizing Gene Expression in Esche-
richia coli®, str. 205 az 247 v Kroon (red.) ,,Genes: Structu-
re and Expression“(John Wiley and Sons, New York,
1983), prehl'adny ¢lanok niekolko E. Coli expresnych sys-
témov; Kucherlapati a spol.: Critical Reviews in Bioche-
mistry 16 - (4), 349 aZ 379 (1984) a Banerji a spol.: Genetic
Engineering 5, 19 aZz 31 (1983) poskytuju prehl'ad spdso-
bov transfekcie a transformovania cicav¢ich buniek: Rezni-
koff a Goki (red.) ,Maximizing Gene Expression“ (But-
herworths, Boston, 1986), poskytuji prehPad vybranych
spdsobov expreso génov v E. coli, kvasinkach a v cicavéich
bunkach a Thilly ,Mammalian Celi Technology* (Buther-
worths, Boston, 1986) uvédzat’ prehl'ad cicaveich expres-
nych systémov. Podobne je dostupnych vela prehPadnych
suhrnnych ¢lankov, ktoré opisuji techniky a podmienky na
nadviazanie alebo manipuléciu Specifickych ¢cDNAs a ex-
presu kontrolnych sekvencii pri tvorbe modifikovani ex-
presnych vektorov vhodnych na pouzitie podl'a tohto vy-
nélezu, napr. Sambrook a spol.

E. coli expresny systém je opisany Riggsom v USA
patente & 4 431 739, ktory je tu zahmuty ako odkaz. ZvIast'
uZitoénym prokaryotickym prométorom pre vysoku expre-
siu v E. coli je tac promotor, opisany de Boerom v USA
patente &. 4 551 433, ktory je tu zahrnuty ako odkaz. St do-
stupné tieZ sekretné expresné vektory pre E. coli hostitel’a.
Zv143¢ uZitoéng st pIN-III-ompA vektory opisané Ghraye-
bom a spol.. EMBO J. 3, 2437 azZ 2442 (1984), v ¢om
cDNA, ktorda mé byt transkribovand, je napojend na Cast’
E. coli OmpA génu kédujuceho signalny peptid ompA
proteinu, ktory d’alej spdsobuje, Ze maturovany protein je
sekretovany do periplazmového priestoru baktérie. USA
patenty & 4 336 336 a 4 338 397 opisuju tiez sekréciu ex-
presnych vektorov pre prokaryoty. TieZ tieto citacie st tu
zahruté ako odkazy.

Vhodnymi hostitelmi pre prokaryotické expresné vek-
tory st podetné kmene baktérif vratane kmetiov E. coli, ako
je napriklad W3110 (ATCC ¢&. 27 325), JA221, C600,
ED767, DHI, LE392, HB101, X1776, (ATCC ¢. 31 244),
X2282, RR1 (ATCC &. 31 343), MRCI1, kmene Bacillus
substilis a iné enterobaktérie, ako je napriklad Salmonella
typhimurium alebo Serratia marcescens a rozne druhy
Pseudomonas. VSeobecné spdsoby odvodenia bakterial-
nych kmenov, ako ej E. coli K12 xL776, pouzitePnych na
expresiu eukaryotickych proteinov, sit opisané Curtisom 11
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v USA patente €. 4 190 495. Tento patent je tu tiez zahr-
nuty ako odkaz.

Pri prokaryotickych a eukaryotickych mikroorganiz-
moch sa na pripravu proteinov podla tohto vynélezu pouZi-
vajll tieZ expresné systémy obsahujice bunky odvodené od
viacbunkovych organizmov. Zv1a¥t zaujimavé su cicavcie
expresné systémy, pretoZe ich postranslalné opracovanie
pravdepodobne produkuje biologicky aktivne cicav¢ie
proteiny. Ako vektory pre cicav¢ich hostitelov bolo pouZi-
tych niekofko DNA nédorovych virov. ZvI1ast' doleZité sa
poetné vektory, ktoré obsahuji SV40 replikaéné, trans-
krip&né alebo transla¢né kontrolné sekvencie kondenzova-
neé s bakteridlnymi replikanymi kontrolnymi sekvenciami,
napr. pcd vektory vyvinuté Okayamou a Bergen, ktoré sit
opisané v Mol. Cell. Biol. 2, 161 aZ 170 (1982) a Mol. Cell.
Biol. 3, 280 az 289 (1983) a zlep3ené Takefou a spol.: Mol.
Cell. Biol. 8, 466 az 472 (1988). TiezZ tieto citaty si tu za-
hrnuté ako odkaz. Medzi d’al§ie na SV40 zaloZené cicavlie
expresné vektory patria tie, ktoré boli opisané Kaufmanom
a Sharpom v Mol. Cell. Biol. 2, 1304 aZ 1319 (1982) a
Clarkom a spol. v USA patente &. 4 675 285, obe tieto cita-
cie st tu zahruté ako odkazy. Vyhodnymi hostitemi uve-
denych vektorov obsahujiice sekvenciu SV40 potiatku rep-
likdcie a neporuseny A gén sa mdZu replikovar autonémne
v opi¢ich bunkéch (aby sa ziskali vysoké poéty kopii alebo
stabilnej$i pofet kopii nez u neautondmne replikujlcich
plazmidov). NavySe vektory obsahujuce sekvencie SV40
potiatku replikacie bez neporuSeného A génu sa mozu rep-
likovat’ autondmne v opicich bunkach COS7 vo vysokom
podte kdpii (ale nestabilne), ako je to opisané Gluzmanom:
Cell. 23, 175 az 182 (1981). Tieto bunky si dostupné od
ATCC (pod &islom CRL 1651). Uvedené vektory zaloZené
na SV40 si schopné transformovaf’ tieZ in€ cicav&ie bunky,
ako si napriklad mySie L bunky, integraciou do DNA hos-
titel'skej bunky.

Na pripravu polypeptidov podla vynélezu sa mdzu po-
uZivat' tieZ viacbunkové organizmy, napriklad hmyzich la-
riev, Maeda a spol.: Nature 315, 592 aZ 594 (1985) a Ann.
Rev. Entonol. 351 az 372 (1989), a transgennych Zivoéi-
chov, Jaenisch: Science 240, 1468 aZ 1474 (1988).

1. Testovanie interleukina-10: IL-10 vykazuju niekto-
ré biologické ulinky, ktoré by mohli byt zakladom pre
testy a jednotky. IL-10 maji vlastnost’ inhibovat’ syntézu
aspon jedného cytokinu v skupine pozostavajicej z IFN-,
lymfotoxinu, IL-2, IL-3 a GM-CSF v populacii T pomoc-
nych buniek indukovanych tak, aby syntetizoval jeden ale-
bo viac tychto cytokinov vystavenim pdsobeniu buniek so
syngennym antigénom (APCs) a antigénu. Pri tejto aktivite
sa APCs nechaji spracovat’ tak, Ze nie s schopné repliko-
vat, ale ich antigén-opracovavajlci systém zostava funk-
tny. To sa vhodne dosiahne oZiarenim APCs, napr. asi
1500 az 3000 R (Ziarenia alebo X) pred tym, neZ sa zmie-
8ajt s T bunkami.

Inhibicia cytokinu sa mdZe testovat’ tieZ primarnou ale-
bo vyhodnejsie sekundarmou MLR (mixed-lymphocyte re-
action; reakcia zmieSanych lymfocytov). V tomto pripade
nie je potrebné pouZivat' syngénne APCs. MLR st dobre
zndme odbornikom, napr. Bradley, str. 162 aZz 166
v Mishell a spol. (red.): ,,Selected Methods in Cellular Im-
munology” (Freeman, San Francisco, 1980) a Battisto a
spol.: Meth. in Enzymol. 150, 83 az 91 (1987). V stru¢nos-
ti - zmieSaji sa dve populacie allogénnych lymfoidnych
buniek, jedna populacia sa pred zmie$anim spracuje tak, a-
by sa zabrénilo proliferdcii, napr. oZiarenim. Populacia bu-
niek sa vyhodne pripravi v koncentrécii asi 2.10° buniek na
ml v doplnenom médiu, napr. RPMI 1640 s 10 % plodové-
ho tel'acieho séra. Na test tak kontrolovanych, ako aj testo-

vanych kultar sa zmie3a 0,5 mi kazdej populacie. Pri se-
kundarnej MLR sa bunky, ktoré ostivaji po siedmich
dfioch v primarnej MLR, restimuluji &erstvo pripravenymi
oZiarenymi stimulatorovymi bunkami. Vzorka, o ktorej sa
predpokladd, Ze obsahuje IL-10, sa méZe pridat k testova-
nym kultiram v €ase zmieSania a tak kontroly, ako aj testo-
vania kultiiry sa testuji na produkcii cytokinu 1 aZ 3 dni po
zmiesani.

Testy na IL-10 sa ziskanymi populaciami buniek T ale-
bo APC populiciami pouZivaju spdsoby, ktoré si dobre
zname odbornikom a ktoré st opisané DiSabatom a spol.
(red.).: Meth. in Enzymol. 108 (1984). APCs pre vyhodny
IL-10 sa peridérme krvné monocyty. Tieto monocyty sa
ziskavaji Standardnymi spdsobmi, napr. spdsobom opisa-
nym Boyumom: Meth. in Enzymol. 108, 88 az 102 (1984),
Mage: Meth. in Enzymol. 108, 118 aZ 132 (1984), Litvin a
spol.: Meth. in Enzymol. 108, 298 aZ 302 (1984), Steven-
son: Meth. in Enzymol. 108, 242 aZ 249 (1989) a Romain a
spol.: Meth. in Enzymol. 108, 148 a2153 (1984), ktoré st tu
zahrnuté ako odkazy. V IL-10 testoch sa vyhodne pouzi-
vajii pomocné T bunky, ktoré sa ziskavaju najskér oddele-
nim lymfocytov z periférnej krvi a potom vybranim, napr.
»panning® alebo prictokovou cytometriou pomocnych bu-
niek pomocou komer¢ne dostupnych anti-CD4 protilatok,
napr. OKT4 opisanych v USA patente & 4 381 295 a do-
stupnych od Ortho Pharmaceutical Corp. Potrebné spdsoby
st opisané Boyumeom v Scand. J. Clin. Lab. Invest. 21,
(Suppl. 97), 77 (1968), v Meth. in Enzymol. 108 (uvedena
citacia) a Bramom a spol.: Meth. in Enzymol, 121, 737 az
747 (1986). Obvykle sa PBLs ziskavajii z &erstvej krvi od-
stred’ovanim Ficoll Hypaque hustotnym gradietnom.

V teste sa mdzu pouZivat rozliné antigény, napr. KLH
(Keyhole limpet hemocyanin), hydinovy 1-globulin alebo
podobné. VyhodnejSie, miesto antigénu, si pomocné
T bunky v teste stimulované anti-CD3 monoklonélnou pro-
tilatkou, napr. OKT3 opisanou v USA patente & 4 361 549,

Koncentracia cytokinu v kontrolnych a testovanych
vzorkéch sa meria Standardnymi biologickymi alebo imu-
nochemickymi testami. Konstrukcie imunochemickych
testov pre Specifické cytokiny st dobre zndme odbornikom,
ak je dostupny vy¢isteny cytokin, napr. Campbell ,,Mono-
clonal Antibody Technology* (Elsevier, Amsterdam,
1984), Tijssen: ,Practise and Theory of Enzyme Immuno-
assays: (Elsevier, Amsterdam, 1985) a USA patent &islo
4 486 530 si priklady rozsiahlej literatiry o tomto pred-
mete. Komerfne dostupné od Goenzyme Corp. (Boston,
Ma.) si ELISA zostavy pre Tudsky IL-2, ludsky IL-3 a
Fudsky GM-CSF a ELISA zostava pre ludsky [FN-; ko-
meréne dostupny od Endogen, Inc. (Boston, Ma.). Polyklo-
nalne protilatky $pecifické pre l'udsky lymfotoxin, ktoré st
dostupné od Goenzyme Corp., sa mdZu pouZivaf
v radioimunoanalyze I'udského lymfotoxinu, napr. Chard:
»An Introduction To Radioimmunoassay and related Tech-
niques” (Elsevier, Amsterdam, 1982).

Na stanovenie IL-10 aktivity sa mdZu pouZit tieZ uve-
dené biologické analyzy cytokinov. Biologicka analyza
Fudského lymfotoxinu je opisand Aggarwalom: Meth. in
Enzymol. 116, 441 az 447 (1985) a Matthewsom a spol.:
str. 221 a7 225 Clemensom a spol. (red.) ,,Lymphokines
and Interferons: A Practical Approach® (IRL Press, Wash-
ington, D. C., 1987). Ludsky IL-2 a GM-CSF sa mdZu a-
nalyzovat’ na faktore zavislymi bunkovymi liniami CTLL-2
a KG-1, ktoré st dostupné od ATCC pod &islami TIB 214 a
CCI. 246. 'ndsky TL-3 sa mdZe analyzovat svojou schop-
nostou stimulovaf tvorbu rozli¢nych hematopoietickych
kolonii v kultirach makkého agaru, napr. ako opisal Met-
calf: ,,The Hemopoietic Colony Stimulating Factors* (Else-
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vier, Amsterdam, 1984). INF- sa d4 kvantifikovat antiviru-
sovymi analyzami, napr. Maeger, str. 129 aZz 147 v Cle-
menson a spol. (red.) (uvedena citicia).

Produkcia cytokinu sa méZe zistovat mRNA analyzou.
Cytokinové mRNA sa m6Zu merat cytoplazmovou bodko-
vacou hybridizaciou, ako opisali White a spol.: J. Biol.
Chem. 257, 8569 az 8572 (1982) a Gillespie a spol.: USA
patent &. 4 483 920. Tiez tieto citacie si tu zahrnuté ako
odkazy. Medzi d'al$ie moZné pristupy patri blotovanic bod-
kovanim s vyuZitim vy¢istenej RNA, napr. kapitola 6
v Hames a spol. (red.): ,Nucleic Acid Hybridization: A
Practical Approach (IRL Press, Washington, D. C. 1985).

V niektorych pripadoch sa vzorky, ktoré sa maju testo-
vat’ na IL-10 aktivitu, musia najprv spracovat’ tak, aby sa
odstranili cytokiny, ktoré mdZu interferovat’ s testom. Na-
priklad IL-2 zvy$uje produkciu IFN- v niektorych bunkach.
Podl'a toho, aké pomocné T bunky sa v teste pouivajd, sa
IL-2 odstrafiuje zo vzorky, ktord je testovana. Takéto od-
stranenie sa vhodne uskutociiuje tak, Ze sa vzorka nechd
prejst’ Standardnou kolénou s anti-cytokinovou aktivitou.

Z dovodov vhodnosti sa jednotky IL-10 aktivity defi-
nujui v pojmoch schopnosti IL-10 zvig3it' proliferaciu MC/9
buniek indukovanou IL-4, ktoré s opisané v USA patente
€. 4 559 310 a ktoré sa dostupné od ATCC pod ¢islom
CRL 8306. 1 jednotka/ml je definovana ako taka koncen-
tracia IL-10, ktora poskytuje 50 % maxima stimulacie
MC/9 proliferacie nad hladinu IL-4 v nasledujucom teste:
Pripravi sa dvojaké alebo trojaké zriedenie IL-4 a IL-10 v
50 pl média na jamku na Standardmi mikrotitrovaciu dosku;
médium obsahuje RPMI 1640, 10 % plodového tefacieho
séra, 50 pM 2-merkaptoetanolu, 2mM glutaminu, penicili-
nu (100 jednotiek na liter) a streptomycin (100 pg/l). Prida
sa IL-4, 25 plfjamku, 1600 jednotiek/ml (kone¢nych 400
jednotiek/ml) zriedenych médiom a inkubuje sa cez noc.
napr. 20 a% 24 hodin. Prid4 sa *H-tymidin (napr. 50 mikro-
Ci/m! v médiu) pri hodnote 0,5 aZ 1,0 uCi/jamku a opét’ sa
bunky inkubuji cez noc, potom sa bunky izoluju a odmeria
sa obsiahnuta radioaktivita.

1I. Cistenie a farmaceutické prostriedky: Ak k expresii
polypeptidov podla tohto vynalezu dochadza v rozpustnej
forme, napriklad ako sekretovany produkt transformova-
nych kvasiniek alebo cicavéich buniek, mdZu sa tieto poly-
peptidy vy¢istit’ Standardnymi spdsobmi zndmymi odborni-
kom, vratane stupiiov zraZania siranom amoénnym, ionexo-
vej chromatografie, gélovej filtricie, elektroforézy, afinit-
nej chromatografie alebo podobnych, napr. ,,Enzyme Puri-
fication and Related Techniques®, Method in Enzymology
22,233 a7z 577 (1977) a Schopes R.: ,Protein Purification;
Principles and Pracitce (Springer-Verlag, New York,
1982) poskytuji navody na tieto &istenia. Podobne ak sa
polypeptidy podla tohto vynéalezu ziskavajii expresiou
v nerozpustnej forme, napriklad ako agregéaty, inkluzné te-
lesa alebo podobne, mdzu sa vycistit' $tandardnymi po-
stupmi znamymi odbornikom, medzi ktoré patri oddelenie
inkluznych teliesok z rozbitych buniek odstredovanim, so-
lubilizaciou inkluznych telies chaotropnymi ¢inidlami a re-
dukujicimi ¢&inidlami, zriedenim solubilizovanej zmesi a
zniZzenim koncentrdcie chaotropného ¢inidla a redukujiice-
ho ¢&inidla tak, Ze polypeptid zaujme biologicky aktivnu
konforméciu. Posledné postupy st uvedené v nasledujicich
citaciach, ktoré si tu zahrnuté ako odkazy: Winkler a spol.:
Biochemistry 25 m, 4041 az 40405 (1986), Winkler a spol.:
Biotechnology 3, 992 az 998 (1985), Koths a spol.: USA
patent & 4 569 790 a Eurbpske patentové prihlasky
Lislo 86306917,5 a 86306353.3.

Pojem ,efektivne mnoZstvo™ tak, ako je tu pouZivany,
Znamena mnoZstvo postadujice na zniZenie alebo zabréne-

nie rastu nadoru. Efektivne mnozstvo pre prisluSného pa-
cienta sa mdZe menit’ podla zavislosti od takych faktorov,
ako si stav a typ nadorového ochorenia, ktoré sa ma liecit,
celkovy zdravotny stav pacienta, spdsob podavania, prud-
kost’ vedlajsich u¢inkov a pod. Obvykle sa IL-10 podiva
ako farmaceuticky prostriedok obsahujuci efektivne mnoz-
stvo IL-10 a farmaceuticky nosi¢. Farmaceuticky nosi¢ mo-
7e znamenat’ akukolvek zlugitePni, netoxickd latku, ktord
j¢ vhodna na dodavanic prostricdkov podla tohto vynalezu
pacientovi. V3eobecne st prostriedky uZitotné proparente-
ralne podavanie takych lie¢iv dobre zndme, napr. ,,Reming-
ton’s Pharmaceutical Science®, 15. vydanie (Mack Publis-
hing Company, Easton, Pa., 1980). Prostriedky podl'a tohto
vynilezu sa mdZu do tela pacienta zavadzat ticZ implanto-
vatenym alebo injektovatelnym systémom pre dodadvanie
liediva: napr. Urquhart a spol.: Ann. Rev. Pharmacol. Toxi-
col. 24, 199 a7 236 (1984), Lewis a spol.: Noctrolled Rele-
ase of Pesticides and Pharmaceuticals* (Plenum Press, New
York, 1981), USA patent ¢ 3 773 919, USA patent
€. 3 270 960 a podobné.

Ak sa podava parenteralne, potom sa IL-10 pripravi
(formuje) ako jednotkova davkova injektovatena forma
(roztok, suspenzia, emulzia) spolo¢ne s farmaceutickym
nosi¢om. Medzi priklady takych nosi¢ov patri normalny
sol'ny roztok, Ringerov roztok, roztok dextrosye a Hankov
roztok. MbZu sa pouZivat tieZ nevodné nosice, ako sit na-
priklad netuhntice oleje a etyl-oleat. Vyhodnym nosi¢om je
5 % roztok dextrézy v solnom roztoku (roztoku chloridu
sodného vo vode). Nosi¢ moze obsahovat’ menSie mnoz-
stvo prisad, ako su napriklad latky, ktoré zvy3uji izotonic-
kost roztoku a chemickq stabilitu, napriklad tlmivé roztoky
a ochranné &inidl4. 1L-10 sa vyhodne pripravuje vo forme
prostriedku vo vytistenej forme, ktora v podstate neobsa-
huje agregdty a d'al3ie proteiny v koncentrécii od asi 5 do
asi 20 ug/ml. IL-10 sa vyhodne podava kontinulnou infu-
ziou tak, Ze jeho mnoZstvo sa pohybuje v rozsahu asi 50 a7
800 ng podévanych denne (t. j. asi 1 az 16 pg/kg/deit).
Denn4 infizna rychlost’ sa méZe menit’ podla sledovania
vedlajdich ucinkov a podl'a po¢tu Eervenych krviniek.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Nasledujuce priklady shiZia na ilustréciu tohto vynale-
zu. Zvolené vektory a zvoleni hostitelia, koncentracia re-
akénych &inidiel, teploty a hodnoty d’al$ich premennych st
iba priklady aplikacie podla tohto vynalezu a nie si pova-
Zovan€ ako obmedzenie tohto vynélezu.

Priklad 1
Expresia l'udského CSIF v bakteridlnom hostitel'ovi

Z radu chemickych syntetizovanych fragmentov dvoj-
vidknovej DNA sa zostavi synteticky udsky CSIF gén.
Vytvori sa tak expresny vektor oznaleny TAC-RBS-
-hCSIF.  Klonovanie a expresia sa  uskutoliiuje
v §tandardnom bakteridlnom systéme, napriklad E. coli K-
12 kmetia JM101, JM103 alebo podobnych, opisanych Vie-
rou a Messingom: Gene 19, 259 az 268 (1982). Stiepenie
redtrikénymi  endonukleazami a reakcia sligazami sa
uskuto&iiuje podla §tandardnych postupov, napriklad Ma-
niatis a spol.: ,,Molecular Cloning: A Laboratory Manual®
(Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1982).

Alkalicky spdsob (Maniatis a spol., uvedena citacia) sa
pouZiva na pripravu plazmidov malom meradle. Na pripra-
vy vo velkom meradle sa pouZiva modifikacia alkalického
spdsobu, podfa ktorého sa Na vyzraZanic nuklcovych ky-
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selin z vy&ereného lyzatu pouZije rovnaky objem izopropa-
nolu. VyzréZanie studenym 2,5 M octanom aménnym sa
pouziva na odstranenie RNA pred odstredovanim rovno-
véiZnou hustotou chloridu cézneho a detekciou etidiumbro-
midom.

Pri hybridizécii na filtre sa na prenesenie kolonie, ktoré
sa potom lisuju reakciou (vzdy pocas dvoch minit) s 0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl a potom s IM Tris.HCI, pH 8,0, 1,5 M
NaCl a nasledujicim zahriatim na 80 °C (30 minat), pouZi-
vaju kolieska filtra Whatman 540. Hybridizéacia sa uskuto¢-
fiuje v 6 x SSPE, 20 % formamidu, 0,1 % dodecylsulfatu
sodnom (SDS), 100 mg/l E. Coli tRNA, 100 mg/ml farbiva
Codmassie Brilliant Blue G-250 Bio-Rad pri 42 °C potas 6
hodin s pouzitim *’p- znagenych (kinazovanych) syntetic-
kych DNAs (20 x SSPE sa pripravi rozpustenim
174 g NaCl, 27,6 g NaH,P0O,.9H,0 a 7,4 g etyiéndiamino-
tetraoctovej kyseliny v 800 ml vody, pH sa upravi hydroxi-
dom sodnym na 7,4, objem sa upravi na 1 liter a vzorka sa
sterilizuje v autoklave). Filtrc sa premyju dvakrat (15 mi-
nut, teplota miestnosti) i x SSPE, 0,1 % SDS. Po autoradio-
grafii (Fuji RX film) sa pozitivne kolénie umiestnia na fil-
tre zoradenim vyrastenych kolénii modro zafarbenych.
DNA sa sekvenuje dideoxymetédou. Sanger a spol.: Proc.
Natl. Acad. Sci. 74, 5463 (1977). Templaty pre dideoxyre-
akciu st bud’ jednovlaknové DNA prislusnych oblasti rek-
Jonované do vektorov M13mp (napr. Messing a spol.:
Nucleic Acids Res. 9, 309 (1981), alebo dvojvlaknové
DNA pripravené minialkalickym sposobom a denaturovana
0,2 M hydroxidom sodnym (5 miniit, teplota miestnosti) a
vyzrazand s 0,2 M hydroxidu sodného a 1,43 M octanu a-
moénneho pridanim dvoch objemov etanolu. DNA sa moZe
syntetizovat fosforamiditovou chémiou syntetizitorom
Applied Biosystems 380A Synthesizer; syntéza, odstrane-
nie chraniacich skupin, tiepenie a vytistenie (7M mocovi-
nova PAGE, elicia, chromatografia na DEAE-celuldze) sa
prevadza tak, ako je opisané v prirutke pre synterizator
380A.

Doplnkové vldkna syntetickych DNA, ktoré sa maji
klonovat’ (kazdé 400 ng), sa zmie3aja a fosforyluji poly-
nukleotidkindzou v reakcii s objemom 50 ml. Tato DNA sa
liguje v objeme 50 m! za teploty miestnosti 4 a? 12 hodin s
1 mg vektorovej DNA rozitiepene] prislusnym restrikénym
enzymom. Podmienky pre fosforylaciu, 3tiepenie reStrik-
¢nymi enzymami, polymerazové reakcie a ligacia su opisa-
né v literatire (Maniatis a spol.: uvedena citacia). Spocitaji
sa koldnie na lacZ+ (ak je to Ziadané) vysiatim na L agar
doplneny o ampicilin, izopropyl-1-toibeta-D-galaktozid
(IPTG) (0,4 mM) a 5-brom-4-chlér-3-indotyl-beta-D-
-galaktopyranosid (x-gal) (40 mg/ml).

Vektor TAC-RBS sa skonstruuje doplnenim DNA po-
lymerazou jediného BamHI miesta tacP-nesuceho plazmidu
pDR540 (Pharmacia). Ten sa potom liguje s nefosforylova-
nymi oligonukleotidmi (Pharmacia), ktoré tvoria dvojvlak-
novy fragment kodujici sdhlasné ribozémové vizobné
miesto, ako je to uvedené v sekvencii identifikacné €islo 5
a oznali sa RBS. Po ligacii sa zmes fosforyluje a religuje
so Sstl linkerom ATGAGCTCAT. Tento komplex sa po-
tom rozstiepi pésobenim SstI a EcoRI. Elektroforézou na
polyakrylamidovom géle (PAGE) sa izoluje fragment pri
173 paroch nukleotidov (pn). Tento fragment sa klonuje do
pUC19 (Pharmacia) rozstiepeného pdsobenim EcoRI a Sstl
(ako opisané). Sekvencia RBS-ATG-polylinkerovych ob-
lasti koneénej kon3trukcie (nazyvand TAC-RBS) je uvede-
na na obrazku 3.

Tento synteticky IL-10 gén sa vstavi do plazmidu
pUC19 v 6smich stuptioch. V kazdom stupni inzerty bez
delici{ alebo inzercii mozu detegovat’ po klenovani zacho-

vanim lacZ(a) génu pUC19 v oblasti s ATG 3tart kodénom
vloZzenym v stupni 1. Klony, ktoré obsahuju deledné alebo
inzeréné zmeny, sa moZu odfiltrovat vyhodnotenim mod-
rych kolénii na L-ampicilinovych doskach, obsahujicich
x-gél a IPTG. V kaZdom stupni sa sekvencia inzertov moZe
T'ahko potvrdit pouZitim univerzilneho sekvenéného primé-
ru pri pripravach plazmidového DNA v malom meradle,
napr. dostupnych od Boehringer Mannheim.

Vstupni i sa vektor TAC-RBS rozitiepi pdsobenim
Sstl, necha sa zreagovat' s T4 DNA polymerdzou (ktorej
3-exonukleazova aktivita Stiepi 3-pre¢nievajice vlakna Sstl
Stepov za vzniku fragmentov so zarovnanymi koncami) a
po deaktivacii T4 DNA polymerazy, sa necha zreagovat' s
EcoRI. Vznikne tak fragment pri 173 paroch nukleotidov
obsahujici TAC-RBS oblast, ktory ma zarovnany koniec
na ATG S8tart kodénu a EcoRI rozdtiepenia na opaénom
konci. Nakoniec sa izoluje fragment TAC-RBS pri 173 pa-
roch nukleotidov.

V stupni 2 sa izolovany TAC-RBS fragment zo stupiia
| zmieSa s plazmidom pUCI9 rozstiepenym pdsobenim
EcoRI a Kpni a synteticky fragment 1A/B uvedeny v nizSie
uvedenej sekvencii identifika¢né &islo 6 ma zarovnané
konce na konci proti smeru vlakna a posunuté konce zod-
povedajuce Stepku Kpni na svojom konci v smere vldkna.
Tento Kpni koniec je prilahly k miestu BstEIl a v smere
vldkna miesta BstEII. Tieto fragmenty sa ligujii. Vytvori sa
pUC19 stupiia 2.

Vstupni 3 sa synteticky fragment 2A/B uvedeny
v sekvencii identifikatné ¢islo 7 a 3A/B uvedeny v sekven-
cii identifika¢né Cislo B zmie$a s plazmidom pUC19 zo
stupiia 2 rozitiepenym pdsobenim BstEIl a Smal (po ampli-
fikacii a vytisteni) a liguje sa za vzniku plazmidu pUC19
stupfia 3. Poviimnite si, Ze koniec v smere vldkna frag-
mentu 3A/B obsahuje dalSie nukleotidy, ktoré tvoria Smal
zarovnany koniec. Tieto dalfie nukleotidy s Stiepené
v stupni 4. TieZ fragmenty 2A/B a 3A/B maja doplnkové
jednovlaknové konce pri 9 zvyskoch, ktoré sa aneluju po
zmieSani a zanechavaju tak BstEIl Step 2A/B proti smeru
vlakna a zarovnany koniec 3A/B v smere vlakna pre ligo-
vanie na pUCI19.

V stupni 4 sa pUC19 7o stuptia 3 rozstiepi posobenim
AfIII a Xbal, amplifikuje, vy&isti, znovu vygisti, zmie$a sa
syntetickym fragmentom 4A/B uvedenym v sekvencii i-
dentifikaéného ¢&isla 9 a liguje za vzniku pUCI19 zo stupiia
4,

V stupni 5 sa pUCI19 zo stupiia 4 rozstiepi pdsobenim
Xbal a Sall, amplifikuje a vy&isti, zmie3a sa so syntetickym
fragmentom 5A/B uvedenym v sekvencii identifikatného
¢isla 10 a liguje sa za vzniku pUC190 zo stupiia 5. Vim-
nite si, Ze Sall posunuty koniec fragmentu 5A/B sa odstrani
Stiepenim pdsobenim Hpal v stupni 6.

V stupni 6 sa pUC19 zo stupiia 5 roz3tiepi pdsobenim
Hpal a Pstl, amplifikuje, vy€isti, zmie3a so syntetickym
fragmentom 6A/B uvedenym v sekvencii identifikatného
¢isla 11 a liguje sa za vzniku pUC19 zo stuptia 6.

V stupni 7 sa pUC19 zo stupiia 6 rozstiepi pésobenim
Clal a Sphl, amplifikuje, vy&isti, zmie$a so syntetickym
fragmentom 7A/B uvedenym v sekvencii identifikatného
¢isla 12 a liguje za vzniku pUCI9 zo stupiia 7.

V stupni 8 sa pUCIH9 zo stupiia 7 rozitiepi posobenim
Mlul a HindIII, amplifikuje, vy&isti, zmieSa so synteticky-
mi fragmentami 8A/B uvedeny v sekvencii identifikalného
Cisla 13 a 8A/B uvedenym v sekvencii identifikaéného Cisla
14 a liguje za vzniku koneénej kon$trukcie, ktora sa potom
vloZi do E. coli K-12 kmeil IM101, napr. dostupny od
ATCC pod ¢islom 33 876, Standardnymi spdsobmi. Po kul-
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tivacii sa protein extrahuje z buniek JM101. Zriedenie ex-
traktov sa testuje na biologicki aktivitu.

Priklad 2
Expresia vIL-10 v opiéich bunkach COS 7

Gén, ktory kdduje otvorenu ¢itaciu oblast’ pre vIL-10,
sa amplifikuje polymerazovou retazovou reakciou (PCR)
s pouzitim primérov, ktoré umoZiuju neskordie vloZenie
amplifikovaného fragmentu do vektora pcD(SRa) rozstie-
pen¢ho posobenim EcoRI (obrazok 1). Kddujice vlakno
vlozeného fragmentu je uvedené v sekvencii identifikacné-
ho ¢&isla 15.

Klony, ktoré nesu inzert v prisluinej orientacii, sa i-
dentifikuji expresiou vIL-10 alebo elektroforetickou zosta-
vou restrikénych Stepov. Jeden taky vektor, nesici gén
vIL-10, sa ozna¢i pPBCRF1(SRa). Tento vektor bol uloZzeny
v ATCC pod &islom 68 193. pBCRF1(SRa) sa amplifikuje
v E. coli MC1061, izoluje sa Standardnymi spdsobmi a po-
uzije sa na transfekciu opi¢ich buniek COS 7 nasledujicim
sposobom: Jeden deit pred transfekciou sa priblizne 1,5.10°
opitich buniek COS 7 vysaje na jednotlivé 100 mm misky
v Eaglovom médiu modifikovanom podla Dulbecca
(DME), kioré obsahuje 5 % plodove¢ho telacieho séra
(FCS) a 2 mM glutaminu. Na prevedenie transfekcie sa
bunky COS 7 odstrania z misiek inkubaciou s trypsinom,
premyji sa dvakrait DME bez séra a suspenduju sa na
mnozstvo 107 buniek/ml v DME bez séra. 0,75 ml podiel sa
zmie3a s 20 pg DNA a prenesie sa do sterilnej 0,4 cm elek-
troporaénej kyvety. Po 10 minitach sa na bunky posobi
pulzom 200 voltov, 960 uF v jednotke BioRad Gene Pulser.
Po d’alich desiatich minutach sa bunky odstrania z kyvety
a pridajt sa k 20 ml DME obsahujucehe 5 % FCS, 2 mM
glutaminu, penicilin, streptomycin a gentamycin. Téato
zmes sa rozdeli na rovnaké diely do $tyroch 10 mm misiek
na tkanivovej kultiry. Po 12 aZ 24 hodinach pri 37 °C a §
% oxidu vhli¢itého sa médium nahradi podobnym médiom,
ktoré obsahuje iba 1 % FCS a v inkubacii sa pokraduje d’al-
Sich 72 hodin pri 37 °C s 5 % CO,. Potom sa médium izo-
luje a testuje sa na schopnost inhibovat’ syntézu [FN-r.

Desatmilimetrové podiely &erstvo izolovanych PBL (a-
si 2.10° buniek/ml) sa inkubuji pri 37 °C sPHA
(100 ng/ml) v médiu, ktoré pozostava z i) 90 % DME dopl-
neného 5 % FCS a 2 mM glutaminu a ii) 10 % supematantu
z buniek COS 7 vopred spracovanych s pPBCRFI(SRa). Po
24 hodinach sa bunky a supernatanty izoluju a testuju sa na
pritomnost’ bud’ IFN-r mRNA, alebo IFN-1 proteinu. Kon-
troly boli pripravené rovnakych spdsobom aZ na to, Ze
10 % supernatantu z kultiry COS 7 bolo vopred transfek-
tované s plazmidom nesicim nepribuzny cDNA inzert.
vIL-10 spracované vzorky vykazovali asi 50 % inhibicii
syntézy IFN-r vzhladom na kontrolu.

Priklad 3
Expresia vVIL-10 v Esherichia coli

Gén, ktory kdéduje maturovany vIL-10 v sekvencii i-
dentifika¢ného &isla 4, moZe byt expresovany v E. coli.

cDNA inzert pBCRF1(SRar) sa reklonuje do plazmidu
M13, kde sa zmeni dvojitou miestne riadenou mutagené-
ziou: Najskor sa vytvori miesto Clal na 5-konci kédujicej
oblasti na maturovany vIL-10 polypeptid, a potom sa vy-
tvori miesto BamHI na 3-konci kédujiicej oblasti na matu-
rovany vIL-10 polypeptid. Mutovana sekvencia sa potom
thned’ vlozi do d’alej opisaného TRPC11 expresného vekto-
ra.

Vektor TRPC11 sa skon$truuje ligaciou syntetického
stthlasného RBS fragmentu a Clal linkery (ATCCAT) a

klonovanim vyslednych fragmentov do pMTllhc (ktory
bol vopred modifikovany tak, aby obsahoval miesto Clal)
rozitiepeného pdsobenim Clal. pMT11hc je maly (2300 pa-
rov nukleotidov) AMFR, TET® derivat plazmidu pBR322
pri vysokom pocte kopii, ktory nesie Eco-HindIII polylin-
kerovil oblast’ plazmidu ,VX/, VX, je opisané Maniatisom a
spol.: ,Molecular Cloning: A Laboratory Manual“, Cold
Spring Harbor Laboratory, 1982). Tento plazmid bol modi-
fikovany tak, aby obsahoval miesto Clal Stiepenim
pMT 1 1hc posobenim EcoRI a BamHI, doplnenim vysled-
nych pretnievajicich koncov a ligacii s Clal linkerom
(CATCSATG). Obnovi sa tak miesto EcoRI a BamHI a
miesto Smal sa nahradi miestom Clal. Jeden transformant
z konstrukcie TRPC11 mal tandem RBS sekvencie obklo-
peny miestami Clal. Jedno z Clal miest a ¢ast’ druhej kopie
RBS sekvencie sa odstrani rozitiepenim tohto plazmidu pé-
sobenim Pstl, spracovanym s nukleazou Bal31, Stiepenim
posobenim EcoRl a reakciou s T4 DNA polymerdzou
v pritomnosti vietkych Styroch deoxynukleotidtrifosfatov.
Vysledné fragmenty pri 30 aZz 40 péaroch nukleotidov boli
izolované PAGE a klonované do pUC12 rozstiepeneho po-
sobenim Smal. E. coli trpP nesuci EcoRI fragment pri
248 paroch nukleotidov odvodeny od pKC101 (opisany Ni-
cholsom a spol. v Methods in Enzymology 101, str. 155
{(Academic Press, N. Y. 1983)) sa potom klonuje do miesta
EcoRI. Doplni sa tak konstrukcia TRPC11, ktora je ilustro-
vana na obrazku 2. TRPC11 sa pouZije ako vektor pre vIL-
-10 najskor rozstiepenim pdsobenim Clal a BamHI, vy-
¢istenim a potom zmie$anim v Standardnom ligatnom roz-
toku s Clal-BamHI fragmentom M13 obsahujiicim sekven-
ciu nukleotidov kédujici maturovany BCRF1. TRPCI11,
ktory obsahuje inzert, oznadeny ako TRPC11 BCRF1, sa
mnozi vE. coli K12 kmefi JMI101, napr. dostupnom
z ATCC pod ¢&islom 33 876.

Priklad 4
Potlagenie nadorov u my3i i¢inkom IL-120

Vplyv IL-10 na rast nadorov bol testovany v teste po-
dobnom tomu, ktory opisal Tepper a spol.: Cell 57, 503 az
512 (1989). Strugne tento test, ako je tu pouzivany, zahr-
nuje oddelené injekéné podanie dvoch skupin buniek Ssyn-
genné nadorové bunkové linie mySiam; jedna skupina je
stabilne transfektovand plazmidom expresujucim IL-10,
druha skupina znamena netransfektovan kontrolu. Potom
sa porovna vyskyt tvorby nadorov u mysi, ktorym boli in-
jek&ne podané bunky tychto dvoch skupin.

Vo vietkych pokusoch boli mysiam BALB/c injekéne
podané bud’ transfektované, alebo netransfektované NSI
myelomové nadorové bunky, ktoré su dostupné z ATCC
pod &islom TIB 18. Bunky NSI boli transfektované elek-
tropordciou plazmidom pGSRG (ilustrovanym na obrazku
3) nesacim otvoreni &itaciu oblast’ (ORF) my3ieho IL-10,
virového IL-10 alebo Tudského IL-10 vloZemi do redtrik-
¢ného miesta Xhol. pGSRG obsahuje marker na stanovenie
stabilne transfektovanych buniek NSI a je derivatom
pSVDt opisanym Schneem a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci.
84, 6904 az 6908 (1987). IL-10 inzerty na pGSRG sa zis-
kavaji nasledujicim postupom. PCR priméry obsahujice
sekvencie EcoRI linkera sa pripravia pre kazdy
z plazmidov pH5C, pBCRF1 a pcD(SRa)-F115 tak, aby sa
ORF prisluinych cDNA inzertov mohli amplifikovat. Am-
plifikované ORF sa reklonuju do pcD(SRa) vektorov roz-
Stiepenych pdsobenim EcoRI a oddelene sa expresuji tak,
aby sa vybrali vektory, ktoré obsahuju ORF so spravnou o-
rientaciou. A kone¢ne sa Xhol fragmenty plazmidov
pcD(SRa) reklonuju do prislusnych pGSRG plazmidov roz-
§tiepenych posobenim Xhol.
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Bunky NSI sa transfektuji plazmidom pGSRG nasle-
dujucim spdsobom. Bunky (2 a2 3.10% z polokonfluentnej
100 mm Petriho misky sa odstred’uji, premyji sa raz 10 ml
sterilného fosforednanom pufrovaného sterilného solného
roztoku (PBS), odstred’ujii a resuspendujtt v 0,5 m! PBS.
V1 ml PBS sa suspenduje 20 az 100 pg plazmidového
DNA. Bunky sa zmie8aju s DNA, umiestnia sa do kyvety
v l'ade a elektricky sa na ne posobi Sokmi v zariadeni Bio-
-Rad Gene Pulser nastavenom na kapacitu 960 mikrofara-
dov a 200 aZ 300 voltov. Po desiatich minttach v I'ade sa
bunky vysaji na $tandardnd mikrotitrovaciu dosku s 96
jamkami v objeme 100 pl. Po 48 az 78 hodinach sa do kaz-
dej jamky prida 100 pl selekéného média s mykofenolovou
kyselinou (0,5 pg/ml mykofenolovej kyseliny, 100 pg na
ml xantinu, 15 pg/ml hypoxantinu, 12 az 15 % plodového
tel'acieho séra, 600 uf/ml glutaminu v DME High glukéze).

V prvom pokuse sa intraperitoneélnou injekciou 4, 3, 4
a 5 my$iam poda 5.10° netransformovanych buniek (kon-
trola), pGSRG-mIL10-transformovanych buniek, pGSRG-
-vIL10-transformovanych buniek a pGSRG-hIL10-trans-
formovanych buniek. Po Styroch tyZdiioch sa trom zo Sty-
roch kontrolnych my3i vyvinuli viditelné nadory. U Ziadnej
z pokusnych my3i sa nevyvinuli nadory pocas 4 tyzdfiov.

V druhom pokuse sa intraperitonealnou injekciou 16
mysiam poda 5.10° netransformovanych buniek a 15 my-
§iam sa intraperitonedlne podd 5.10° pGSRG-mIL10-
-transformovanych buniek. Po dvoch tyZdiloch sa 6smim
kontrolnym mysiam znovu injek&ne poda 5.10° netran-
sformovanych buniek a 7 7 15 mysi 5.10° pGSGR-mIL-10-
-transformovanych buniek. Po tyroch tyZditoch od poved-
nych injekcif sa my$i skiimaji na pritomnost’ vyvoja na-
dorov. U 16 zo 16 kontrolnych my3i boli vyvinuté viditené
nadory. U Ziadnej z pokusnych my$i sa nevyvinuli Ziadne
znamky nadorov.

Opisy predchadzajucich usporiadani podla vynalezu si
tu opisané na ilustraciu. Nie si zamy$lané ako vyéerpava-
juce alebo ako obmedzujuice tento vynalez na presné, tu o-
pisané formy. Je zrejmé, Ze okrem uvedeného opisu exis-
tuje vela modifikacii a varidcii. Tieto usporiadania boli vy-
brané a opisané, aby najlep$ie vysvetlili principy tohto vy-
nalezu a tym umoZnili inym zruénym odbornikom ¢o naj-
lepsie vyuzif vyndlez vroznych usporiadaniach a
s roznymi modifikaciami podFa toho, ako je potrebné. Roz-
sah vynalezu je definovany pripojenymi bodmi patentovych
narokov.

Ziadatelia uloZili kultary E. coli MC1061 nesiice
pHSC, pH15C a pBCRF(SRa) v Americkej zbierke typov
kultir (American Type Culture Collection), Rockville, Md.,
USA (ATCC) pod &islami 68 191, 68 192 a 68 193. Tieto
zlozenia boli uskutolnené za podmienok stanovenych
ATCC dohodou o ukladani kultir na patentové Ucely, pod-
I'a ktorej sa zaistuje, Ze zloZenia budi dostupné USA tiradu
pre patenty a ochranné znamky podla 35 USC 122 a 37
CFR 1.14 a budu verejne dostupné po vydani USA patentu,
¢o vyZaduje, aby tieto uloZenia boli uchovavané. Dostup-
nost uloZeného kmeiia nie je kondtruovana ako licencia
k praktickému vyuZivaniu vynalezu v rozpore s pravami
garantovanymi autoritou akejkolvek vlady v sulade s jej
patentovymi zakonmi.

V nasledujucej Casti tohto spisu je uvedeny zoznam
sekvencii.

Sekvencia identifikatné ¢islo: 1

Typ sekvencie: aminokyselinova

Dlzka sekvencie: 178 zvytkov aminokyselin
Druh vldkna: jednovlaknova

Topoldgia: linearna

Typ molekuly: protein

Pdvodny zdroj (organizmus): ¢lovek

Vlastnosti: F'udsky IL-10 (I'udsky inhibi¢ny faktor syntézy
cytokinu, udsky CSIF)

Net His Ser Ser Ala Leu Leu Cys Cys Leu Val Leu Leu Thr Gly

3 10 1
Vel Arg hla Ser Pro Gly Glu Gly Thr Gla Sar Slu dso Ser Cys
20 235 30
Thr His Phe Pro Gly Asu Leu Pro Asc Met Leu 4rg asp Leu Arg
35 40 +3
Asp Ala Phe Ser Arg Val Lys Thr Phe Pne Glu Met Lys &sp Glun
30 23 60
Leu Asp Asn leu Leu Leu Lys Glu Ser Leu Leu Glu Asp Phe Lys
63 70 ip]
Gly Tyr Lau Gly Cys Glu Ala Leu Ser Glu det Ila Glu Pha Tyr
80 a5 90
Leu Glu Slu val Net Pro Gln Ala Glu Asa Gli 4sp Pro asp Ile
93 100 135
Lys Ale His Val ds. Ser Len Gly Glu Asn Leu Lys Thr Leu Arg
110 115 120
Leu rg leu Arg Arg Cys His Arg Phe leu Pro Cys Clu 4sn Lys
123 130 135
Ser Lys 4la Val Glu Gla Val Lys Asu Als Phe Asn Lys leu Gln
140 145 150
Glu Lys Gly Ila Tyr lys Ala NMet Ser Glu Pha Asp Ile Phe Ile
155 160 165
Aso Tyr Tla Glu 41a Tyr Met Thr Met Lys Ile irg Aan
170 173

Sekvencia identifikané &islo: 2

Typ sekvencie: aminokyselinova

Dlzka sekvencie: 170 zvy$kov aminokyselin
Druh vlékna: jednovlaknova

Topoldgia: linearna

Typ molekuly: protein

Vlastnosti: virusovy IL-10 (BCRF1)

Met Glu Arg srg Lau Vel Val Thr Leu Gla Cys Leu Vol Leu Ieu
5 10 13
Tyr Lau Ala Pro Glu Cys Gly Gly Thr Asp Glz Cys Asp 4su Phe
20 23 30
oro Glr: Met Leu Arg 4sp Leu Arg Asp dls Phe Ser Arg Val Lys
3 40 45
Thr Fhe Phe Gln Thr Lys Asp Glu Val Asp Asu Leu Leu Leu Lys
30 33 60
Glu Ser Leu leu Glu Asp Phe Lys Gly Tyr Leu Gly Cys Glu Ala
65 70 5
Ley Ser Glu Met Ile Clr 7ha Tyr leu Glu Glu Val Met Pro Gln
80 8 90
ala Glu Asc Gln Asp Pro Glu Ala Lys Asp His Val Asn Ser Leu
95 1co 105
Gly Glu Asa Leu lys Thr Leu Arg Leu Arg Len Arg Arg Cys His
110 115 120
irg fhe Leu Pro Cys Glu 4sa lys Ser Lys Ala Val Glu Glu Ile
123 130 135
Lys Aso Ala Fhe dsu Lys Leu Gln Glu Lys Gly Ila Tyr Lys &ls
142 14 10
Met Ser Glu Phe Asp Ile Phe Ile asu Tyr Ile Glu 4Ala Tyr Net
135 160 163
Thr Ils Lys Ale 4rg
170

Sekvencia identifika¢né ¢&islo: 3

Typ sekvencie: aminokyselinova

Dizka sckvencie: 160 zvy¥kov aminokyselin

Druh vldkna: jednovlaknové

Topologia: linedrna

Typ molekuly: protein

Pévodny zdroj (organizmus): &lovek

Vlastnosti: maturovany Pudsky IL-10 (maturovany ludsky
CSIF)
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Ser Pro Gly Glm Gly Thr Glr Ser Glu Asn Ser Cys Thr His Phe

> 10 15
Pro Gly Asr Leu Pro Asn Met Leu Arg Asp leu Arg Asp Ala the
20 23 30
Ser Arg Val Lya Thr Fhe Phe Glu Met Lys Asp Gli ILeu ASp Asn
35 42 45
Leu Leu Leu Lys Glu Ser Leu Leu Clu Asp Phe Lys Cly Iyr Leu
50 33 60
Gly Cys Gln ale Leu Jer Glu Met Ile Gla Pha Tyr Leu Giu Glu
&3 70 5
val ¥et Pro Glu Ala Glu asn Gli asp Pro asp Ile iys ala iis
1) [=5) 90
val ass Ser Lea Gly Glu Asn Len Lys Tar Leu arg Leu 4rg Leu
93 100 105
Arg Arg Cys ¥1s Arg Phe Leu Pro Cys Glu 4su Lys Ser Lys Ala
119 1L 120
¥sl Glu Gln Vel Lys Asc Ala Phe As. Lys Leu Glu Glu Lys Gly
125 130 133
Ile Tyr Lys »le Met Ser Glu Fhe Asp Ils Phe Ile asu Tyr Ile
140 145 130
Clu Ala Tyr Met Thr Met Lys Ile »rg Asc
135 160

Sekvencia identifikatné ¢islo: 4

Typ sekvencie: aminokyselinova

Dlzka sekvencie: 147 zvyskov aminokyselin
Druh vlakna: jednovlaknova

Topoldgia: linearna

Typ molekuly: protein

Vlastnosti: virusovy IL-10 (BCRF1)

Thr Asp Gln Cys Asp Asc Pha Pro Gln Net Lau Arg 4sp leu Arg

5 10 15
Asp Ala Pha Ser Arg Vel Lys Thr Pha Fhe Gln Thr Lys Asp Glu
20 23 30
val dsp Asu Leu Leu leu Lys Glu Ser Leuv Leu Glu Asp Phe Lys
35 40 43
Gly Tyr leu Gly Cys Gl Ala Leu Ser Glu Met Ils Glu Fhe Tyr
30 35 60
Leu Glu Glu Val Met Pro Gln Ala Glu Asc Gln Asp Pro Glu Als
63 70 75
Lvs Asp His Val Asp Ser Leu Gly Glu Asn Leu Lys Thr Leu Arg
80 [->] 90
Leu Arg Leu Arg Arg Cys His Arg Phe Leu Pro Cye Glu asn Lys
95 100 105
Ser Lys ~la Val Glu Glrn Ile Lys Asu Ala Phe ase Lys Leu Clu
110 115 120
Glu Lys Gly Ils Tyr Lys als ‘2t Ser Glu Fhe asp Ila Phe Ile
125 130 135
asn Tyr Ile Glu Ala Tyr Met Thr Ile Lys Ala arg
140 145

Sekvencia identifika¢né &islo: 5

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencie: 15 nukleotidov

Druh vlékna: jednovlaknova

Topolégia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: syntetick4 (komer&na,
Pharmacia)

Vlastnosti: dvojvldknovy fragment kdédujuci sthlasné ribo-
zomove viazobné miesto

GTAAGGAGGT TTAAC

Sekvencia identifikaéné &islo: 6

Typ sekvencie: nukleotid

Dlzka sekvencie: 56 pérov nukleotidov s pre¢nievajlicim
koncom so 4 nukleotidmi

Druh vlakna: dvojvlaknové

Topologia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: synteticka

Charakteristika: malé pismena znamenaju, Ze nukleotid sa
1i3i od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment [A/B syntetického CSIF génu

AGCCCAGGCC AGGGCACCCA GTCTGAGAAC AGCTGCACCC ACTTCCCAGG G
TCGGGTCCGG TCCCGTGOGT CAGACTCTTG TCCACCTGGG TGAAGGGTCC

taalCggtac 63
aTTGGe

Sekvencia identifikaéné &islo: 7

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencie: 48 pérov s pretnievajlicimi koncami s 5 a
9 nukleotidmi

Druh vlakna: dvojvldknové

Topologia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: syntetickd
Charakteristika: malé pismena znamenaja, Ze nukleotid sa
1i%i od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment 2A/B syntetického CSIF génu

GtAACCTGCC TAACATGCTT CGAGATCTCC GAGATGCCTT CAGCAGAGIG 50
GACGG ATTGTACCAA GCTCTAGAGG CTCTACGGAA GTCGTCTCAC

AAGACTTTCT TT 62
T7C

Sekvencia identifikaéné ¢islo: 8

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sckvencie: 35 parov nukleotidov s prednievajicim
koncom s 9 nukieotidmi

Druh vlakna: dvojvlaknové

Topoldgia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: syntetickd
Charakteristika: malé pismena znamenajii, Ze nukleotid sa
1i3i od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment 3A/B syntetického CSIF génu

C AAATGAAGGA TCAGCTGGAC AACTIGTTCT tAAG 35
TGAAAGAAAG TTTACTTCCT AGTCGACCTG TTGAACAAgA aTTC

Sekvencia identifikagné &islo: 9

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencie: 69 parov nukleotidov s pre¢nievajicim
koncom so 4 nukleotidmi

Druh vlakna: dvojvlaknove

Topoldgia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: synteticka
Charakteristika: malé pismena znamenajl, Ze nukleotid sa
1i8i od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment 4A/B syntetického CSIF génu

GAGTCCTIGC TGGAGGACTT TAAGGGTTAC CTGGGTIGCC AAGCCTTCIC  5C
CTCAGGAACG ACCTCOTGAA ATTCCCAATG GACCCAACGG TTCGGAACAG

TGAGATGATC CAGTTTTAt 69
ACTCTACTAG GTCAAAATAG AtC

Sekvencia identifika¢né &islo: 10

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencie: 61 parov nukleotidov s prednievajiicim
koncom so 4 nukleotidmi

Druh vlakna: dvojviaknové

Topoldgia: linedrna
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Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentédlny zdroj: synteticka
Charakteristika: malé pismena znamenaji, Ze nukleotid sa
li§i od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment SA/B syntetického CSIF génu

CTaGAGGAGG TOATGCCCCA ACCTGAGAAC CALCACCCAG ACATCAAGGC 50
GAtCTCCTCC ACTACGGGGT TCGACTCITG GTTCTGGGTC TGTAGTICCG

GCATGTtAAC g 61
CGTACASTIG caget

Sekvencia identifikatné &islo: 11

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencic:61 parov nukleotidov s precnievajicim
koncom so 4 nukleotidmi

Druh vlékna: dvojvlaknové

Topolégia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: synteticka
Charakteristika: malé pismena znamenaji, Ze nukleotid sa
lisi od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment 6A/B syntetického CSIF génu

AACTCCCTGG GGGAGAACCT CAAGACCCTC AGGCTGAGGC TACGGCGCTG 50
TTGAGGGACC CCCTCTTCCA CTTCTGGGAG TCIGACTCCG AIGCCGCCAC

TCATCGATct gea 653
AGTAGCTAg

Sekvencia identifikatné &islo: 12

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencie:

Druh vldkna: dvojvlaknové

Topoldgia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: synteticka
Charakteristika: malé pismena znamenaji, Ze nukleotid sa
1i81 od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment 7A/B syntetického CSIF génu

EGATTTCTTC CCTGTCAAAA CAAGAGCAAG GCCGTGGAGC AGGTGAAGAA 30
TAAAGAAG GGACAGITIT GTTCTCGTTC CGGCACCTCG TCCACTTCIT

cGCgTgeaty 60
£CGcAc

Sekvencia identifikatné &islo: 13

Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencie: 45 parov nukleotidov s pre&nievajlicimi
koncami so 4 a 9 nukleotidmi

Druh vlakna: dvojvlaknové

Topolégia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: synteticka
Charakteristika: malé pismena znamenaji, Ze nukleotid sa
131 od nuklcotidu prirodnou sckvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment 8 A/B syntetického CSIF génu

CGOGTTTATT AATAAGCTCC AAGACAAAGG CATCTACARA GCCATEAGTG 350
AAATTA TTATTCGAGG TTCTGTTICC GTAGATGTTT CGGTACICA

AGTTTGAC 28

Sekvencia identifika¢né &islo: 14
Typ sekvencie: nukleotid

Dlzka sekvencie: 51 parov nukleotidov s prednievajacimi
koncami s 9 a 4 nukleotidmi

Druh vidkna: dvojvldknova

Topoldgia: linearna

Typ molekuly: DNA

Bezprostredny experimentalny zdroj: synteticka
Charakteristika: malé pismena znamenajii, Ze nukleotid sa
1i8i od nukleotidu prirodnou sekvenciou v rovnakom mieste
Vlastnosti: fragment 9A/B syntetického CSIF génu

A TCTTCATCAA CTACATAGAA GCCTACATGA CAATGAAGAT 30
CTCAAACTGT AGAAGTAGTT GATGTATCTT CGGATGTACT GITACTTICTA

ACGAAACTGA 60
TGCTTTGACT tcga

Sekvencia identifika¢né &islo: 15
Typ sekvencie: nukleotid

Dizka sekvencie: 499 nukleotidov
Druh vldkna: jednovldknova
Topoldgia: linearna

Typ molekuly: DNA

Vlastnosti: kéduje virusovy IL-10

AATTC ATG GAG CGA AGG TTA GIG GTC ACT CTIG CAG TGC CTC JIG 44
CTG CTT TAC CTG GCA CCT 3aG T3T GGA GGT aCa GaC Cin TGT

AC AAT ITT CCC CAA ATG TIQ AGG GAC CTA ASA CAT CCC TTC  1.28
GT CGT GTT AAA ACC TTT TTC CAG aCa AAG GAC G4C GTA GaT 1737
AAC CTT TTG CTC AAGC GAG TCT CTG CTA GAG GAC TTT 2AG SG¢ 212
TAC STT GCA TGC CAG GCC CT@ TCA CAA ATG ATC C4a TTC TAC 254
CTG GAG GAA GTC ATG CCA CAG GCT GAA AAC CAG GAC CCG GAS 2596
GCT AAG GAC CAT GTC AAT TCT TTG GGT GGA AAT CT4 AAG ACC 338
CTA CGG CTC CaC CTG CGC ASG TGC CAC AGG TTC CTC CCC T6T 320
CAG AAC AAG AST Ahk GCT GTG GAA CAC ATA AAA AAT GCC TTT 422
A4C AAG CTC CAG GAA AAR GGA ATT TAC AdA 5CC ATG AGT GAA 464
TTT GAC ATT TTT ATT AAC TAC ATA GaA GCA TAC ATG ACA ATT 506
AAA GCC AGG TGA G 319

> O

PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie interleukinu-10 na pripravu lietiva na lie-
¢enie nadorov pacienta.

2. Pouzitie podl'a naroku 1, kde uvedeny interleukin-
-10 je vybrany zo skupiny pozostavajicej z virusového in-
terleukinu-10 a ludského interleukinu-10.

3. Pouzitie podl'a néroku 1, kde uvedené lietivo je vo
forme kontinudlnej infizie vhodnej na podanie interleuki-
nu-10.

4. PouZitie podl'a naroku 3, kde mnoZstvo interleuki-
nu-10 v uvedenom lie€ive na podanie je v rozsahu 50 az
800 pg na defi.

3 vykresy
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EcoRI RBS Clal

GARTTCCCAGGTTTARCGTARGGAGGTTTARCCATCGATG

O0BR. 2
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