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PouZiti SARP-1 pro 1lé&bu a/nebo prevenci onemocnéni

sklerodermie

Oblast techniky

Vynélez spada do oblasti  tykajici se onemocnéni
sklerodermie. Popisuje se pouZiti SARP-1 p¥i 1éZ&bé& a/nebo

prevenci onemocnéni sklerodermie, zvlasté systemické sklerdzy.

Dosavadni stav techniky

Sklerodermie je onemocn&ni pojivové tkané& charakterizované
fibrézou kuZe a vnit¥nich orgédnt, coZ vede k selhdni organl a
k dmrti (popisuje se v publikaci Black et al., 1998,
Clementsand Furst, 1996). Sklerodermie vykazuje spektrum
projevi a rlznych terapeutickych aspektli. Jsou to lokalizovana
sklerodermie, systemicka& sklerdza, poruchy podobné onemocnéni
sklerodermie a sklerodermie bez koZnich projeva (popisuje se
v publikaci Smith, Textbook of the Autoimmune Diseases, Edited
by Lahita, Chiorazzi and Reeves, LippincottWilliams and
Wilkins, Philadelphia 2000). Zatimco lokalizovand sklerodermie
je vzacné se vyskytujici koZni onemocnéni spojené s fibrézou a
s projevy, které se vyskytuji pouze na kuZi, systémicka
skleréza je multisystémové onemocnéni, které =zahrnuje vnitini
orgéhy i k@Zi. Systémickd sklerdéza muzZe byt difdzni nebo
omezend. Omezend systémicka sklerdza se také nazyva CREST
(kalcindza, Raynaudova ezofagedlni dysfunkce, sklerodataly,
teleangiektazie). Poruchy podobné onemocnéni sklerodermie Jjsou
pravdépodobn& spojeny s plsobenim znecisténého prostfedi.
V pfipadé onemocné&ni bez koZnich projevi Jsou posSkozeny

vnit¥ni organy a ktZe zustava beze zmen.

Hlavnim projevem onemocn&ni sklerodermie a zvlasté pak

systemické sklerdzy je nadmérnd syntéza a ukladani kolagenu,




dysfunkce endotelia, spazmus, stlaceni a obliterace zplsobenée

fibrdzou.

Sklerodermie je vzacné vyskytujici onemocnéni se stabilnim
vyskytem pribliZné 19 pfipadd na jeden milién osob. PEicina
onemocndni neni zndma, Jje vs8ak daleZitd genetickd& dispozice.
Abnormality =zahrnuji autoimunitu a zmény endotelidlnich bunék
a funkce fibroblasté. Systemickd sklerdéza Jje pravdépodobné
nejvazné&jsi autoimunitni onemocnéni s 50 % umrtnosti v prubéhu
5-ti let od stanoveni diagnézy (Silman A.J. (1991) Mortality
from scleroderma in England and Wales 1968-1975. Ann. Rheu.

Dis. 50, 95-96).

V pripad® diagndézy Jje daleZitym klinickym parametrem
zbytnéni kfze um&rné metakarpofalangedlnim kloublm. Raynauduv
jev je &asty, ve vét3iné& pripadd je skoro univerzalnim jevem
onemocnéni sklerodermie. Projevuje se zm&nou barvy kuZe po

ptisobeni chladu. Pfiznaky Raynaudova onemocné&ni je ischemie a

zbytnéni kltzZe.

Do iniciace, vaZnosti a postupu onemocnéni se podili
nékolik probihajicich biologickych procesl a zahrnuji
vaskuladrni dysfunkci, aktivaci a poSkozeni endotelidlnich
bunék a hromad&ni leukocytd, produkci auto-protilatek a
netizenou fibrotickou odezvu, kterd miZe vést ke smrti
(popisuje se v publikaci Clements P.J. and Furst D.E. (1996),
Systemic Sclerosisi, Wiliama and Wiliams, Baltimore).
Fibroblasty maji dualeZitou udlohu p¥i patogenezi uvedeného
onemocnéni. Primérnd se fibroblasty ziskaly z pacientd, ktefi
trpi onemocnénim sklerodermie a vykazuji fadu
charakteristickych vlastnosti onemocnéni in vivo. Je nutné
sminit zesilenou syntézu a ukladdani do extrabun&lné matrice
zv145té kolagenu a fibronektinu, a zménény rastovy faktor a

produkci cytokinu, jako je TGFBp a CTGF (popisuje se




v publikaci StrehlowD and Korn J. (1998), Biology of the
scleroderma fibroblast. Curr. Opin. Rheumatol. 10, 572-578 a
LeRoy E.C. (1974) Increased collagen synthesis by scleroderma
skin fibroblasts in vitro. J. Clin. Invest. 54, 880-889).

Neexistuje 1lé&ba onemocnéni sklerodermie. Novy, ale velmi
nebezpelny zplUsob 1é¢by, je transplantace autolognich
kmenovych bun&k (popisuje se v publikaci Martini, Maccario,
Ravelli et al., Arthritis Rheum. 1999, 42, 807-811).
V soulasné dobé neexistuje zplsob 1écby onemocnéni
sklerodermie <cileny na fibroticky proces (popisuje se
v publikaci Wigley F.M. and Boling C.L. (2000), The treatment
of scleroderma. 2. 276-292). '

Identifikace gena spojenych s onemocnénim a jeho postupem

mize vést k vyvoji G&inné strategie v rtznych stadiich 1lécby.

SARP-1 (vylu&ovany protein 1 spojeny s apoptézou) Je
&lenem rodiny vyludovanych proteind zndmych 3jako vylucované
kadefavé pribuzné proteiny zaloZené na jejich homologii s
oblasti bohatou na cysteih (oblast CRD), kterd se nachdzi u
rodiny sedmi transmembrinovych receptort (popisuje se
v publikaci Rattner A., Hsieh J-C., Smallwood P.M., Gilbert
D.J., Copeland N.G., Jenkins N.A., NathansJ. (1997). A family
of secreted proteins contain homology to the cysteine rich
ligand binding domain of frizzle receptors. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA o4, 2859-2863) . Kadefavé geny se puvodné
identifikovaly v mikroorganizmu drosophila a £idi polaritu
tkan& (popisuje se v publikaci Adler P.N., Charlton J and
Vinson C. (1987) Dev Genet. 8, 99-119). Kadefavé proteiny Jjsou
receptory pro vysoce konzervativni rodinu Wnt obsahujici
alespoi 16 vyludovanych signalnich molekul, které reguluji
bé&hem embryogeneze interakce burika-~buiika (popisuje se

v publikaci Smalley M.J. and Dale T.C. (1999) Wnt signalling




in mammaland cancer. Cancer and Metastasis Rev. 18, 215-230).
Proniknuti do mechanizmi plasobeni Wnt vySlo z né&kolika
systéml: genetika mikroorganizmu Drosophila a C. elegans,
biochemie probihajici v buné&cné kultufe a exprese ektopického
genu v embryich organizmu xenopus. Rada gend Wnt byla u my3i
mutovéna, coZ vede k vyvoji velmi specifickych vyvojovych
defekt. Signalizacéni drdha Wnt, kterd vznik& interakci Wnt
s kaderavymi proteiny, je zprostfedkovdna nékolika sloZkami,
které se st¥idaji v cytoplazmé&, a potlacduji aktivitu komplexu,
ktery méni multiprotein p-katenin, coZz umoZiiuje vytvorit
cytosolicky B-katenin, ktery pak vstupuje do Jjadra a tvofi
komplex s TCF, priZemZ dochdzi k aktivaci transkripce cilovych
genlt Wnt (popisuje se Vv publikaci Miller J.R., Hocking A.M.,
Brown J.D. and Moon R.T. (1999) Mechanism and function of
signal transduction by the Wnt/B-katenin and Wnt/Ca2+
pathways. Oncogene 18, 7860-7872, Kuhl et al., 2000).

Wnt interakce se mohou upravit pomoci omezené exprese
odlidnych vazebnych proteinl Wnt, vyludovanych kadefavych
proteinti (sFRP). SFRP jsou schopny vazat Wnt prostfednictvim
N-terminadlni oblasti CRD. Mohou proto oddélit Wnt od jeho
receptor® a tim antagonizovat jeho G¢inky (popisuje se
v publikaci Bafico B.A., Gazit A., Pramila T., Finch P.W.
Yaniv A. and Aaronson S.A. (1999) Interaction of frizzled
related protein (FRP) with Wnt ligands and the frizzled
receptor suggests alternative mechanisms for FRP inhibition of

Wnt signalling. J. Biol. Chem. 274, 16180-16187).

SARP-1 se miZe nazyvat nékolika alternativnimi jmény, jako
je SDF-5, PR0697, ATG-1622, HLHDY31l, SFRP-2. Cast proteinu
nebo protein plné délky a/nebo sekvence nukleové kyseliny
my$iho nebo lidského SARP-1 se popisuji v nékolika patentovych
p¥ihlaskach naptriklad WO 98/35043, WO 98/13 493, EP 0 879 887,
WO 99/46 281).




Co se tyk& funkce, vyluCované kaderavé proteiny (SERP)
pusobi Jjako rozpustné moduldtory signalizace Wnt tim, Ze
sout&zi s kadefavymi receptory vazanymi na membrdnu o navazani
vyluCovanych ligandd Wnt. éez ohledu na SARP-1, zndmé lidské
proteiny z této rodiny obsahuji SARP-2 (SFRP-1) a SARP-3
(SFRP-5). Uva&di se, Ze mysSi SARP-1 a lidsky SARP-2 a 3 maji
schopnost tvorit buniky citlivéjsi vaci apoptdze nebo inhibovat
odezvu na apoptdézu (popisuje se v publikaci Melkonyan H.S.,
Chang W.C., Shapiro J.P., Mahadevappa M., Fitzpatrick P.A.,
Kiefer M.C., Tomei L.D. and Umansky S.R. (1997) SARP: family
of secreted apoptosis-related proteins. Proc. Natl. Acad. Sci.
Uusa 94, 13696-13641). KdyZz se exprimuji v bunécné linii
adenckarcinomu prsu, my$i SARP-1 a 1lidsky SARP-2 vykazuji
opa&né u&inky na citlivost bunék va¢i pro-apoptickym stimuldm.
Zatimco bufiky obsahujici SARP-1 vykazuji vys$3i rezistenci,
butiky exprimujici SARP-2 se staly citlivéjsimi vaci apoptdze
vyvolané nadorovym nekrotickym faktorem a ceramidem. Exprese
SARP-1 nebo SARP-2 upravend vnitrobunélnym mnozZzstvim p-
kateninu, coz je indikator signalizacni transdukce
zprosttedkované Wnt, naznac¢uji, Ze SARP interferuje s Wnt-
kadeFfavou signalizac¢ni drahou (popisuje se v publikaci
Melkonyan H.S., Chang W.C., Shapiro J.P., Mahadevappa M.,
Fitzpatrick P.A., Kiefer M.C., Tomei L.D. and Umansky S.R.
(1997) SARP: family of secreted apoptosis-related proteins.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 13696-13641).

Analyza Northernovym pfenosem wukézala, Ze geny SARP
vykazuji rozdilné paterny exprese (popisuje se v publikaci
Leimeister C., BachA., Gessler M., Mech, Dev.1998 Jul., 75(1-
2):29-42). SARP-1 existuje v nékolika 1lidskych tkénich jako
transkript ve velikosti 2,2 a 1,3 kb, pricemZ nejvySsi
koncentrace jsou v tlustém a tenkém st¥fevé. V publikaci Chang,
J.T., Esumi, N., Moore, K., Li, Y., Zhang, S., Chew, C.,
Goodman, B., Rattner, A., Moody, S., Stetten, G., Campochiaro,




P.A., Zack, D.J.: Cloning and characterization of a secreted
frizzled-related protein that is expresse by the retinal
pigment epithelium. Hum. Molec. Genet. 8: 575-583, 1999 se
uvéddi, Ze SARP-1 nebo SFRP-2 se silné a s vyhodou exprimuje
v bovinni sitnici prostfednictvim vnit¥ni jaderné vrstvy.
V sitnici se SARP-3 nebo SEFRP-5 specificky exprimuje

v sitnicovém pigmentovém epitelu.

Pomoci analyzy hybridad somatickych bunék (popisuje se
v publikaci  Melkonyan H.S., Chang W.C., Shapiro J.P.,
Mahadevappa M., Fitzpatrick P.A., Kiefer M.C., Tomei L.D. and
Umansky S.R. (1997) SARP: family of secreted apoptosis-related
proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 13696-13641) se
mapoval gen SARP-1 v lidském chromozomu 4. V publikaci Chang,
J.T., Esumi, N., Moore, K., Li, Y., Zhang, S., Chew, C.,
Goodman, B., Rattner, A., Moody, S., Stetten, G., Campochiaro,
P.A., Zack, D.J.: Cloning and characterization of a secreted
frizzled-related protein that 1is expresse by the retinal
pigment epithelium. Hum. Molec. Genet. 8: 575-583, 1999 se
v mapé& chromozomu uvadi poloha 4g31.3, kterd se zjistila

radia&ni analyzou hybridd.

Také existuje dtikaz, Ze zm&n&nad exprese SARP-1 se vztahuje
ke zhoubnému bujeni (popisuje se Vv patentovém dokumentu WO

98/13 493).

Podstata vynalezu

Vyndlez popisuje vyhodny u&inek SARP-1 v existujicim

zvifecim modelu sklerodermie.

Prvni predm&tnd véc vyndlezu Jje pouziti SARP-1 pri
pripravé 1lé&ivého prostfedku pro 1lécbu a/nebo prevenci

onemocn&ni sklerodermie a zvl1ast& systemické sklerdzy. Druhou




predmétnou vé&ci vynadlezu je pouZiti bunky exprimujici SAERP-1
nebo expresivni vektor obsahujici kédujici sekvenci SARP-1 pfi
pripravé 1léZebného prostfedku pro 1lé&bu a/nebo prevenci
onemocné&ni sklerodermie, 2zv1a3té& systemické sklerdzy. Dale
vyndlez popisuje farmaceutické prostfedky obsahujici SARP-1 a

metody 1é&by zahrnujici aplikaci SARP-1 do lidského téla.

V souladu s vyndlezem se zjistilo, Ze exprese vyluCovaného
proteinu SARP-1 je podstatné niZ3i u poruSenych fibroblastu
ziskanych z pacientl trpicich onemocnénim sklerodermie ve
srovnani s kontrolnimi bunikami. K identifikaci rozdilné
exprimovanych genl ve fibroblastech kiZze izolovanych
z fibrotickych 1ézi ziskanych z pacientll trpicich onemocné&nim
sklerodermie se pouZila technblogie mikroerej DNA genl na
filtru. Vysledky se porovnaly s vysledky  ziskanymi u
fibroblastd izolovanych z klinicky nezmé&n&nych oblasti kuaze
ziskanych ze stejnych pacientl. Exprese proteinu SARP-1 se ve
fibroblastech ziskanych z 1ézi u 5 ze 7 testovanych pacientt
zeslabila. Navic analyza RT-PCR celkové RNA izolované =z celé
biopsie abnormalni kGize ziskané z pacientt trpicich
onemocné&nim sklerodermie indikovala niZ3i mnoZstvi mRNA SARP-1
ve srovnani s klinicky normalni kontrolni biopsie, ktera se
ziskala ze stejného anatomického mista &lovéka stejného véku a

pohlavi.

Na podporu shora uvedenych vysledkl statisticka metoda
porovnavajici silu exprese vSech genl ziskanych technologii

genovd filtraéni mikroerej ukdzala, Ze =zeslabeni exprese

oe

proteinu SARP-1 je S 95 pravdépodobnosti spojena
s fibrotickymi lézemi pacinti, coz naznacuje spojeni

s klinickym postupem onemocnéni.

Pozitivni u&inek proteinu SARP-1 v pfipad& onemocnéni

sklerodermie se potvrdil v dobfe p¥fipraveném mySim modelu




onemocnéni sklerodermie, v modelu plicni fibrézy vyvolané
bleomycinem. V tomto modelu aplikace bunék exprimujicich SARP-

1 podstatné redukuje plicni fibrézu.

Vyndlez proto popisuje pouZiti 1l&tky, kterd se vaZe na
receptor lidského proteinu SARP-1 a iniciuje signalizaci, nebo
latky, kterd stimuluje uvolnéni nebo =zesiluje aktivitu
endogenniho proteinu SARP-1, pro vyrobé& 1lécebného prostredku
pro 1lé&bu a/nebo prevenci onemocnéni sklerodermie. Uvedenou
latkou miZe byt samotny =zraly protein SARP-1 nebo libovolny
fragment proteinu SARP-~1, ktery se vaZe na receptor proteinu
SARP-1 a iniciuje signalizaci prostfednictvim uvedeného
receptoru, stejné Jako libovolny dal3i agonista receptoru
SARP-1, jako jsou agonistické protildkty urcené proti

receptoru SARP-1 nebo jeho specifické chemické agonisty.

Receptor pro protein SARP-1 je wnt-protein, ktery se
zdadnlivé vaZe na kadefavou oblast proteinu SARP-1 bohatou na
cystein (frz) (popisuje se v publikaci Lin K., Wang S, Juius
MA, Kitajewski J., Moos M., Jr., Luyten FP, Proc. Natl. Acad.
Sci USA 1997 Oct. 14, 94 (21): 11196-200). Latka podle
vyndlezu mtZe proto byt fragmentem proteinu SARP-1, ktery

obsahuje jeho kadefavou oblast bohatou na cystein.

Latka pouZivand pro 1lécbu a/nebo prevenci onemocnéni

sklerodermie se vybrala ze skupiny zahrnujici:

a) zraly protein SARP-1

b) polypeptid obsahujici sekvenci SEQ ID NO: 2,

c) polypeptid obsahujici aminokyseliny 21 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

d) polypeptid obsahujici aminokyseliny 24 aZz 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,




e) polypeptid obsahujici aminokyseliny 25 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2, |

f) polypeptid obsahujici aminokyseliny 26 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

g) polypeptid obsahujici aminokyseliny 27 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

h) polypeptid obsahujici aminokyseliny 28 azZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

i) polypeptid obsahujici aminokyseliny 37 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

j) mutein libovolného polypeptidu popsaného v odstavci a) az
i), kde aminokyselinovd sekvence vykazuje alesponn 40 % nebo
50 & nebo 60 % nebo 70 % nebo 80 % nebo 90 % shody
s alespon jednou ze sekvenci popsanych v odstavci a) az i),

k) mutein libovolného polypeptidu popsaného v odstavci a) az

i), ktery je kédovan sekvenci DNA, jenZ hybridizuje s dopliikem

pfirozené sekvence DNA, kterd kéduje libovolny polypeptid

popsany v odstavci a) aZ i) za stfedn& pfisnych podminek nebo

za velmi p¥isnych podminek.

1) mutein libovolného polypeptidu popsaného v odstavci a) az

i), kde libovolné zmé&ny v aminokyselinové sekvenci jsou

konzervativni  aminokyselinové substituce aminokyselinovych

sekvenci v sekvencich popsanych v odstavcich a) az i),

m) stl nebo izoforma, fuzovany protein, funkéni derivat,

aktivni frakce nebo cirkuldrné& permutovany derivat polypeptidu

popsaného v odstavci a) aZ 1).

cDNA lidského proteinu SARP-1 v plné délce se klonovala.
Sekvence je znazorn&na na obrazku &. 5, stejné jako sekvence
SEQ ID NO: 1, kterad je uvedena na pfiloZeném seznamu sekvenci.
Odpovidajici aminokyselinovd sekvence je zobrazena na obréazku
&. 5 a sekvence oznadenad SEQ ID NO: 2 je uvedena na pfiloZeném
seznamu sekvenci. Jak se popisuje v prikladech uvedenych dale

v textu, =zjistilo se, Ze N-konec proteinu SARP-1 je vysoce
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heterogenni. Predpoklada se, Ze signdlni peptid SARP-1
preklene aminokyseliny 25 aZ 295 ze sekvence SEQ ID NO: 2 nebo
aminokyseliny 21 az 295. N-termindlni sekvence <&isténého
rekombinantniho lidského proteinu SARP-1 exprimovaného
v bunikdch HEK 293 ukazala dalsi N-termindlni vedouci sekvence
zralého proteinu SARP-1, kterd zacind aminokyselinami 24, 25,

26, 27, 28 nebo 37 sekvence oznalené SEQ ID NO: 2.

Termin ,SARP-1“ znamend libovolnou nebo vSechny 1latky

popsané shora v textu v odstavci a) azZ m).

Termin ,1é&ba a/nebo prevence“™ znamend libovolné atenuaci,
zeslabeni nebo ¢&&stelnou, podstatnou nebo UGplnou prevenci nebo
blokovani vytvofeni, vyvoje, postupu onemocnéni nebo blokovani
postupu libovolného Jjednoho z vaznych symptomd nebo vSech

symptomi spojenych s onemocnénim.

Termin onemocnéni »Sklerodermie™ zahrnuje uvedené
onemocnéni v libovolné klasifikaci a definici, stejné jako
jeden nebo vice symptomd onemocnéni sklerodermie, Jjak se
popisuje v Uvodu. Uvedeny termin dale zahrnuje onemocnéni,
které je spojené s onemocnénim sklerodermie, jako se popisuje
v publikaci Smith, Textbook of the Autoimmune Diseases, Edited
by Lahita, Chiorazzi and Reeves, LippincottWilliams and

Wilkins, Philadelphia 2000.

Termin onemocné&ni ,sklerodermie™ zahrnuje dal3i fibroticka
onemocné&ni, jako je cirhéza Jater, intersticidlni pulmonarni
fibréza, Dupuytrenova kontraktura, keloidy a jiné abnormality
spojené s hojenim ran a jizev, pooperaéni adheze a reaktivni
fibréza, jako je chronické selhdni srdce zvlasté po infarktu
myokardu. Vynilez popisuje pouziti proteinu SARP-1 pfi vyrobé
lé&ebného prostredku vhodného pro 1é¢bu a/nebo prevenci

fibrotického onemocnéni, jako jsou ta uvedend shora v textu.
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Dal3i onemocnéni nebo poruchy, které Jje moZné 1lécit
proteinem SARP-1, zahrnuji onemocnéni tykajici se hojeni ran,
zv145t& hojeni ran na plicich, kterd zahrnuji chronické zanéty
plic a hlavn& fibrdézu nebo zjizveni povrchu plic. Poruchy
zahrnujici zanét plic zahrnuji naptiklad idiopatickou
pulmonadrni fibrdzu, sarkoiddzu, bronchopulmondrni dysplazii,
ibroproliferativni ARDS, stejné& jako pulmondrni projevy nebo
systémové onemocné&ni, jako je revmatickd artritida (popisuje
se v publikaci Krein, P.M., Huang, Y and Winston B.W. (2001).
Expert. Opin. Ther. Patents 11(7): 1065-1079).

Termin onemocné&ni ,sklerodermie®™ se s vyhodou tyka
lokalizované, generalizované, omezené a difuzni sklerodermie,

stejn® jako prekryvajicich se syndromlm.

Onemocné&ni lokalizovand sklerodermie plUsobi na ktZi, ale
miZe také ovliviiovat svaly a kosti, neovliviiuje v3ak vnitfni
organy. Lokalizované sklerodermie je relativné slabd a muZe se
vztahovat k onemocnéni generalizovand sklerodermie =z hlediska
podobnych superficidlnich symptoml, které je moiné spatfit na

biopsiich ktZe pod mikroskopem.

Onemocnéni generalizovand sklerodermie zahrnuje nékolik
typd symptoml nebo skupin symptomd, jako je CREST, omezeny a
difuzni. Generalizovanad sklerodermie je také zndma znama jako
systemickd sklerdéza. MaZeme Jji také nazyvat progresivni
systemickou sklerézou nebo rodinna progresivni systemicka
skleréza. Generalizovanid sklerodermie miZe napfiklad plhsobit
na kGZi, krevni Zily a/nebo vnit¥ni organy. KdyZ plsobl na
kazi, mblZe zplsobovat tvrdnuti kbZe, nejb&in€ji na rukou
a/nebo na oblideji. KdyZ pusobi na krevni cévy, miZe zpusobit
Raynaudovu nemoc. Nejvaznéjsi formy systemické sklerdzy pusobi

na vnit¥ni organy a mbZe zpUsobit invaliditu nebo dokonce
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smrt. Mimo jiné, systemickd sklerbéza zahrnuje onemocnéni
sklerodermie plic, sklerodermie sitnice, srdec¢ni projevy,
oslabeni svallr =zahrnujici svalovou unavu a omezeny CREST,
gastrointestindlni dysmotilitu a spazma a abnormality
v centrédlnim, perifernim a autonomnim nervovém systému.
S ohledem na abnormality nervového systému nejbé&Znéjsi je

syndrom karpélniho tunelu nasledovany trigemindlni neuralgii.

Omezenéd sklerodermie miZe byt omezeno na ruce, alkoli miZe

také postihnout tvar a krk.

Difuzni sklerodermie =zahrnuje napinani kaZe a také se
objevuje na zapésti (nebo na lokti). Existuje nékolik
subkategorii difazni systemické sklerézy, jako je sklerodermie
bez kofnich projevt, pPi které dochadzi k fibréze vnit¥nich
organt, ale nedochdzi k tvrdnuti k@iZe. Dal8i subkategorii je
rodinnd progresivni systemickd skleréza, coZ Jje Efidce se

vyskytujici forma objevujici se v rodinach.

Pfekryvajici se symptomy se vyskytuji v piipadé, Ze
pacient trpici onemocnénim sklerodermie také trpi dalsim
autoimunitnim  onemocnénim (jako  Je lupénka, revmaticka
artritida atd.). Tak tomu je napfiklad u difuzni sklerodermie,
kterd se kryje s lupénkou. Symptomy sklerodermie mohou také
byt soucdsti onemocnéni pojivové tkéné& (MCTD) nebo onemocnéni

nediferencované pojivové tkéané (UCTD).

Termin ,SARP-1% znamend protein obsahujici vSechny nebo
S4dst sekvence oznadené SEQ ID NO: 2 (lidské& sekvence) nebo SEQ
ID NO: 5 (my3i sekvence), kterd se uvadi na seznamu sekvenci
bez ohledu na oznadeni takového proteinu, ktery se takeé
oznaduje jako SDF-5, PRO697, ATG-1622, HLHDY31, SFRP-2 nebo
FRP-2, stejn& jako sole, izoformy, muteiny, aktivni frakce,

funk&ni derivaty a cirkuldrné& permutované derivaty.
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Termin ,SARP-1%“ znamend& zraly protein, kterému chybi
signalni peptid. Predpoklddd se, Ze signdlni peptid obsahuje
prvnich 20 nebo prvnich 23, 24, 25, 26, 27 nebo 36
aminokyselin proteinu SARP-1, jak se definuje v sekvenci SEQ
ID NO: 2, coZ znamend, Ze zraly protein bude dale obsahovat
aminokyseliny 21 aZ 295 nebo 24, 25, 26, 27, 28 nebo 37 ai'295

sekvence oznacené SEQ ID NO: 2.

Jak zobrazuje obrédzek ¢&. 6, 1lidskd aminokyselinova
sekvence SARP-1 je vysoce homologni s my3i sekvenci (oznacCenou
SEQ ID NO: 5). Proto my3i SARP-1 se miZe také pouZit podle
vyndlezu, stejn& Jjako proteiny ziskané =z jinych Zivo&isnych
druht, pokud existuje dostatecné vysokd shoda mezi proteiny,
co? umoZiiuje proteinu vykazovat biologickou aktivitu aniZ se

vyvolava u ¢lovéka podstatna imunitni odezva.

Termin ,SARP-1“ dale znamend libovolny fragment, <cast,
oblast nebo subdoménu sekvence SEQ ID NO: 2 nebo 5, kteréd
vykazuje poZadovanou aktivitu u onemocnéni sklerodermie.
Proteinové fragmenty nebo jedna nebo vice oblasti proteinu se
mohou pouZit podle vyndlezu, pokud vykazuji libovolny vyhodny
G&inek na onemocn&ni sklerodermie. Vyhodny ué&inek, ktery Je
alespoifi srovnatelny s proteinem plné délky. Vyhodny ucinek se
také miiZe m&fit jednim z in vitro nebo in vivo testd popsanych
v prikladech dale v textu nebo v libovolném jiném testu, ktery
mt¥e demonstrovat u&inek onemocné&ni sklerodermie. Protein
SARP-1 obsahuje napfiklad kadefavou oblast bohatou na cystein
a oblast podobnou netrinu, kterd se také nazyva modul NITR,
kterd Jje homologni s tk&fiovymi inhibitory metaloproteinazy
(TIMP) (popisuje se v publikaci Banyai L., and Patthy L.,
(1999). The NTR module: domains of netrins, secreted frizzled
relatedproteins and type I procollagen C-proteinase enhancer

protein are homologous with tissue inhibitors of
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metalloproteases. Protein Sci. 8, 1636-1642). Proto fragment
obsahujici kadefavou oblast proteinu SARP-1 nebo fragment

obsahujici modul NTR jsou vyhodné fragmenty podle vynélezu.

Protein SARP-1 se miZe vyskytovat pfirozen&, to znamena,
e je prirozeny protein, nebo se mlZe vyskytovat Jjako
rekombinantni protein. Rekombinantni produkce se provadi
v eukaryontnich bunkdch, jako jsou buniky kvasinek nebo bunky
CHO, v lidskych fibroblastech nebo v bunéénych 1liniich.
Uvedeny protein se mbZe dale produkovat v prokaryontnich

buikdch, jako jsou E. coli.

Protein SARP-1 Je glykosylovany na Jjednom nebo vice
mistech. MaZe také byt neglykosylovany, v zavislosti na danych

pot¥ebdch a zdroji produkce nebo izolace proteinu.

Termin ,s0lY znamend sole karboxylovych skupin a kyselé
adidni sole aminoskupin molekuly SARP-1 nebo jejich analogu.
Sole karboxylové skupiny se mohou také tvorit zplUsobem znamym
v oboru a =zahrnuji anorganické sole, napfiklad sole sodiku,
vapniku, amoniaku, Zeleza nebo zinku a podobn&, a sole
organickych bazi, jako jsou ty tvofené napfiklad s aminy, Jjako
je trietanolamin, arginin nebo 1lyzin, piperidin, prokain a
podobné. Adi¢ni sole kyselin  zahrnuji napfriklad sole
minerdlnich kyselin, jako je napfiklad kyselina chlorovodikova
nebo sirovd a sole organickych kyselin, jako Jje napriklad
kyselina octovd nebo 3tavelovd. Libovolné takové sole si
ponechévaji  biologickou aktivitu proteinu  SARP-1 podle
vynédlezu, coZ znamend, Ze maji pozitivni Géinek na onemocnéni

sklerodermie.

Izoformy nebo varianty sestfihu proteinu SARP-1 se mohou
také pouzit podle vyndlezu, pokud Jsou schopny inhibovat

postup a/nebo symptomy onemocnéni sklerodermie. Zjistilo se,
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7e dva transkripty o velikosti 1,3 kb a 2,2 kb diferenciélné
exprimované v lidskych tkédnich mohou napfiklad reprezentovat
rizné izoformy proteinu SARP-1, které se mohou pouZit podle

vynalezu.

Termin ,muteiny™ Jjsou analogy proteinu SARP-1, kde jeden
nebo vice aminokyselinovych zbytku pfirdzeného proteinu SARP-1
je nahrazen rGznymli aminokyselinovymi =zbytky nebo se tyto
zbytky odstranily nebo jeden nebo vice aminokyselinovych
zbytklh se pfidalo do p¥irozené sekvence proteinu SARP-1, které
maji s vyhodou alespoili stejnou aktivitu jako protein SARP-1
divokého typu nebo dokonce mé& daleko silnéjsi aktivitu. Tyto
muteiny se pFfipravily zndmou syntézou a/nebo mistné Ffizenou

mutagenezi nebo libovolnou jinou znémou metodou.

Libovolny takovy mutein vykazuje s vyhodou sekvenci
aminokyselin, ktera je dostateénd podobn& sekvenci proteinu
SARP-1, jak se popisuje v sekvenci oznalené SEQ ID NO: 2, aby
vykazovala alespoii dostate&né podobnou aktivitu proteinu SARP-
1. Aktivita mutantu proteinu SARP-1 se miZe testovat zplusobem,
ktery je dobfe zndm v boru, a také je moZné Castelné vyuZit
testy, které se popisuji dale v textu. M&feni sily synteézy
kolagenu (pfiklad 7) ve fibroblastech je vhodny test pro odhad
aktivity muteind SARP-1.

Muteiny v souladu s vyndlezem zahrnuji proteiny kédované
nukleovou kyselinou, jako je DNA nebo RNA, které hybridizuji
s DNA nebo RNA kédujici protein SARP-1 podle vynalezu za
p¥isnych podminek. Termin ,pfisné podminky“ znamenad podminky
hybridizace a n&asledné podminky promyvédni, které se v oboru
b&Zn& nazyvaji ,pfisné“ (popisuje se v publikaci Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, Interscience,
N.Y., §§6.3 and 6.4 (1987, 1992) a Sambrook, J. C., Fritsch,
E. F., and Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory




LRl X ]

N0V
L d

L XL X )

16

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY).

Priklady p#isnych podminek bez omezeni =zahrnuji teplotu
promyvani pohybujici se 12 aZ 20°C pod vypo&itanou teplotou
tani hybridu, 2x koncentrovany SSC a 0,5 % SDS po dobu 5
minut, 2x koncentrovany SSC a 0,1 % SDS po dobu 15 minut, 0,1x
koncentrovany SSC a 0,5% SDS p¥i teplot& 37 °C po dobu 30 az
60 minut a pak 0,1x koncentrovany a 0,5 % SDS pri teploté 68
°C po dobu 30 aZ 60 minut. V oboru je dobfe znamo, Ze pIisnost
podminek také zavisi na délce sekvenci DNA,
oligonukleotidovych sondach (jako je 10 aZ 40 Dbazi) nebo
smichanych oligonukleotidovych sondach. JestliZe se pouZiva
Smés sond, je vyhodné pri promyvani pouZit chlorid
tetrametylamonny (TMAC) misto SSC (popisuje se v publikaci
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
Interscience, N.Y., §§6.3 and 6.4 (1987, 1992)). Libovolny
takovy mutein mi& s vyhodou sekvenci aminokyselin dostatecné
podobnou sekvenci proteinu SARP-1, kterd vykazuje dostatecné

podobnou nebo dokonce lepsi biologickou aktivitu jako protein

SARP-1.

Jedna jednoduSe m&Fitelnd aktivita proteinu SARP-1 je jeho
schopnost =zeslabit syntézu kolagenu. Test pro mé&feni této
aktivity se popisuje v pfikladu 6 dale v textu. Pokud mutein
vykazuje aktivitu redukce kolagenu, miZe se uvazZovat, Ze ma
podstatn& podobnou aktivitu jako protein SARP-1. MGZe se
stanovit, zda libovolny dany mutein mé& alespofl podstatné
stejnou aktivitu jako protein SARP-1 za pouZiti experimentu,

ktery se napriklad popisuje v prikladu 7.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu libovolny takovy mutein mé
alespoti 40 % shodu nebo homologiil se sekvenci oznacenou SEQ ID

NO: 2 uvedené v seznamu sekvenci. Vyhodn&ji vykazuje alespon
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50 %, alesponn 60 %, alespon 70 %, alesponn 80 % nebo

Q

nejvyhodné&ji alesponn 90 % shodu nebo homologii.

Shoda odré&Zi vztah mezi dvéma nebo vice polypeptidovymi
sekvencemi nebo dvéma nebo vice polynukleotidovymi sekvencemi
stanovenymi porovnadnim sekvenci. V obecném pifipadé shoda
oznaduje presnou shodu nukleotidu va¢i nukleotidu nebo
aminokyselinovou sekvenci vGéi aminokyselinové sekvenci nebo
" shodu dvou polynukleotidd nebo dvou polypeptidovych sekvenci

po celé délce sekvenci, které se porovnavaji.

V pfipad& sekvenci, které nevykazuji pFfesnou shodu, se
miZe stanovit ,procento shody“. V obecném pfipadé se dvé
porovndvané sekvence uspofadaji za vzniku maximdlni korelace
mezi sekvencemi. Uspotrddani mhZe zahrnovat ,mezery" bud
v jedné nebo obou sekvencich, aby se zvy3il stupefi usporadani.
Procento shody se maZe stanovit po celé délce sekvence
v pripadé& kaZdé porovndvané sekvence (komplexni uspofadani),
co? je =zvla3té& vhodné pro sekvence se stejnou nebo velmi
podobnou délkou nebo v p¥ipadé kratSich definovanych delek

(lokdlni uspotradani), které je vice vhodné pro sekvence delek,

které nejsou stejné.

Zptsoby porovnani shody a homologie dvou nebo vice
sekvenci Jjsou dobfe znamy v oboru. Tak napfiklad programy
dostupné v Wisconsin Sequence Analysis Package, verze 9.1
(popisuje se v publikaci Devereux J., et al., Nucleic Acids
research , 12, 387-395, 1984), jako Jjsou programy BESTFIT a
GAP, se mohou pouzit ke stanoveni procenta shody mezi dvéma
polynukleotidy a procenta homologie mezi dvémi polypeptidovymi
sekvencemi. Program BESTFIT vyuzivd algoritmus ,lokalni
homologie“ (popisuje se v publikaci Smith and Waterman, J.
Mol. Biol. 147, 195-197, 1981, Advances in Applied
Mathematics, 2, 482-489, 1981) a zjistuje nejlep3i jedinou
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oblast podobnosti mezi dvéma sekvencemi. V oboru jsou znamy
dal3i programy vhodné pro stanoveni shody a/nebo podobnosti
sekvenci. Je to napfiklad rodina program BLAST (popisuje
v publikaci Altschul, S.F., et al., J. Mol. Biol. 215, 403-
410, 1990 a Altschul, S. F., et al., Nucleic Acids Res., 25:
389-3402, 1997). Tento program Jje moiZné najit na doméaci

strdnce NCBI www.ncbi.nlm.nihgov). Dale se pouZiva program

FASTA (popisuje se v publikaci Pearson, W.R., Methods in
Enzymology, 183, 63-99, 1990 a Pearson, W. R. and Lipman D.
J., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85, 2444-2448, 1988). '

Muteiny proteinu SARP-1, které se mohou pouzZit v souladu
s vyndlezem, nebo nukleové kyseliny, ktere je kéduji, zahrnuji
konednou mnoZinu podstatn& odpovidajicich sekvenci jako
substitudni peptidy nebo polynukleotidy, které se mohou ziskat

rutinnim zpQsobem, aniZ jsou nutné dal3i experimenty.

Vyhodné zmé&ny muteind v souladu s vynalezem jsou znamy
jako ,konzervativni® substituce®. Konzervativni substituce
aminokyselin polypeptidd nebo proteind SARP-1 mohou zahrnovat
synonymni aminokyseliny ve skupiné, kterd m& dostateéné
podobné fyzikalné& chemické vlastnosti. Substituce mezi <Cleny
skupiny budou chrédnit biologickou funkci molekuly (popisuje se
v publikaci Grantham (1974), Science, 185, 802~-864) . Je
z¥ejmé, Ze zaclen&ni a delece aminokyselin se mbZe takeé
provést ve shora definovanych sekvencich aniZ se zméni jejich
funkce, zvlasté&, jestliZe zaclenéni nebo delece zahrnuji pouze
nékolik aminokyselin, napfiklad méné nez tficet a s vyhodou
nén& ne? deset a neodstrafiuji nebo nahrazuji aminokyseliny,
které jsou nutné k vytvofeni funk&niho uspotradani, napriklad
cysteinové zbytky. Vyndlez dale popisuje proteiny a muteiny

produkované uvedenym zpusobem delece a/nebo inzerce.
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Skupiny synonymnich aminokyselin Jsou S vyhodou

definované v tabulce ¢. I. Skupiny synonymnich aminokyselin
jsou vyhodné&ji ty definované v tabulce ¢. ITI a skupiny
synonymnich aminokyselin Jjsou nejvyhodné&ji ty definované
v tabulce ¢. III.
Tabulka &. I: Vyhodné skupiny synonymnich aminokyselin
aminokyselina synonymni skupina

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, Gln, Lys, Glu, His

Leu Ile, Phe, Tyr, Met, val, Leu

Pro Gly, Ala, Thr, Pro

Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, Gln, Thr

Ala Gly, Thr, Pro, Ala

val Met, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

Ile Met, Tyr, Phe, val, Leu, Ile

Phe Trp, Met, Tyr, Ile, Val, Leu, Phe

Tyr Trp, Met, Phe, Ile, Val, Leu, Tyr

Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, Gln, Thr, Arg, His

Gln Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gln

Asn Gln, Asp, Ser, Asn

Lys Glu, Gln, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, Gln, His, Arg, Glu

Met Phe, Ile, Val, Leu, Met

Trp Trp
Tabulka &. II: vyhodnéjsi skupiny synonymnich aminokyselin
aminokyselina synonymni skupina

Ser Ser

Arg His, Lys, Arg

Leu Leu, Ile, Phe, Met

Pro Ala, Pro

Thr Thr




Ala
Val
Gly
Ile
Phe
Tyr
Cys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
Met
Trp

Tabulka &. III: Nejvyhodné&j$i skupiny synonymnich aminokyselin

aminokyselina
Ser
Arg
Leu
Pro
Thr
Ala
vVal
Gly
Ile
Phe
Tyr
Cys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
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Pro,
val,
Gly

Ile,
Met,
Phe,
Cys,
His,
Glu,
Asp,
Lys,
ASp,
Glu,
Met,
Trp

Ser
Arg
Leu,
Pro
Thr
Ala
Val
Gly
Ile,
Phe
Tyr
Cys,
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu

Met,

Met,
Tyr,
Tyr
Ser
Gln,
Gln,
Asn
Arg
Asn
Gln
Phe,

Ile

Phe,
Ile,

Arg

His

Ile,

owan
*
2800

vVal, Leu
Leu, Phe

Vval, Leu

synonymni skupina

Ile,

Met,

Ser

Met

Leu
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Met Met, Ile, Leu
Trp Met

P¥iklady produkce aminokyselinovych substituci v proteinu,
ktery se mlZe pouZit pfi ziskdni mutein® polypeptidd nebo
protein@ SARP-1 vhodné pro pouziti podle vynalezu zahrnuje
libovolny znamy postup, jako jsou patentové dokumenty USA c. 4
956 314, 4 588 585 a 4 737 462 (Mark et al.), 5 116 943
(Koths, et al., )4 965 195 (Namen et al.), 4 879 111 (Chong et
al.,) a 5 017 691 (Lee et al.,) a proteiny se substituovanym
lyzinem p¥itomnym v patentovém dokumentu USA ¢&. 4 904 584

(Shaw et al.,).

Termin ,flzovany protein“ znamend polypeptid obsahujici
protein SARP-1 nebo jeho mutein fazovany s libovolnym
proteinem, ktery napfiklad vykazuje dlouhou dobu zdrZeni
v télnich tekutinéch. Vynélez popisuje fazni proteiny
obsahujici cely protein SARP-1 nebo jeho funkéni cast fuzovany
s celym proteinem nebo s jeho &&sti, ktera je schopna zlepSit
biologickou aktivitu molekul, Jjako Jje polocCas rozpadu
v lidském té&le. Ve vyhodném provedeni vynadlezu fazni proteiny
obsahuji imunoglobulinovou fuzi (Ig). Velmi vyhodné jsou fazni
proteiny obsahujici cely protein SARP-1 nebo jeho Céast
flzovanou s celym imunoglubulinem nebo s jeho ¢&&sti. Uvedené
fizni proteiny mohou byt monomerni nebo multimerni,
heteromultimerni nebo homomultimerni. Fazni protein s vyhodou
obsahuje konstantni oblast imunoglobulinu, zv1asté  cast
imunoglobulinu oznalenou Fc. Vyhodné je provedeni vynalezu,

kde imunoglobulin je izoforma IgGl nbeo IgG2.

Protein SARP-1 se také miZe fuzovat s jinym proteinem,
polypeptidem nebo podobn&, napfiklad s imunoglobulinem nebo

s jeho fragmentem. Fize miZe byt pfima nebo prostfednictvim
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kratkého linkerového peptidu, ktery miZe obsahovat pouze 1 az
3 aminokyselinové zbytky nebo miZe byt delSi a mGZe obsahovat
naptiklad 13 aminokyselinovych zbytk(. Uvedenym linkerem mizZe
byt tripeptid sekvence E-F-M (Glu-Phe-Met) napfiklad linkerovéa
sekvence obsahujici 13 aminokyselin Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-
Val-Leu-Gly-Gly-Gln-Phe-Met, které jsou zavedeny mezi sekvenci

SARP-1 a sekvenci imunoglobulinu.

Termin , funk®ni derivaty“ znamend derivaty proteinu SARP-1
a jejich muteiny a fuzované proteiny, které se mohou ptipravit
7z funk&nich skupin, jenZ se vyskytuji jako vedlejsi Fetézce
nebo N-termindlni nebo C-termindlni skupiny. Tyto derivaty Je
moZné vyuZit v souladu s vynalezem pokud Jjsou farmaceuticky
pfijatelné, coZ znamend, Ze neporusuji aktivitu proteinu,
kterd je alespoll podstatné& podobna aktivité proteinu SARP-1 a
neproptjcuji prosttedku, ktery je obsahuje, toxické
vlastnosti. Ve vyhodném provedeni vyndlezu funk&ni derivat
obsahuje alespoil jednu <Cast zachycenou na jedné nebo vice
funk&nich skupin, které se objevuji Jjako Jjeden nebo vice

vedlejdich feté&zcl na aminokyselinovych zbytcich.

Vedlejdi Fretézce polyetylenglykolu (PEG) jsou velmi
vyhodné &&sti. Vedlej8i Ffetézce PEG mohou maskovat antigenni
mista a prodluZovat dobu zdrZeni v té&lnich tekutinadch. Jiné
derivaty =zahrnuji alifatické estery karboxylovych skupin,
amidy karboxylovych skupin vznikajici reakci s amoniakem nebo
s primadrnim nebo sekundarnim aminem, N-acylové derivaty
volnych aminoskupin aminokyselinovych zbytkl tvofenych
acylovymi &&stmi (napfiklad alkanoylové nebo karbocyklickeé
aroylové skupiny) nebo O-acylové derivaty volnych
hydroxylovych skupin (Jjako jsou napfiklad serylové nebo

threonylové zbytky) tvofené s acylovymi cCastmi.




fuzované proteiny =zahrnuji
polypeptidového

spoleé&né
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Termin ,aktivni frakce“ proteinu SARP-1 a jeho muteiny a

s asociovanym molekulami

fetézce

samotné

nebo

s navazanymi

molekuly

proteinu

libovolny fragment nebo prekurzor

nebo

zbytky.

Mohou to byt napfiklad cukerné nebo fosforelnanové zbytky nebo

agregaty molekuly proteinu nebo samotné cukerné zbytky, které

udileji

aktivitu jako vykazuje protein SARP-1.

uvedenym aktivnim frakcim alespofl Castelné& podobnou

Vynadlez dale zahrnuje pouZiti molekuly nukleové kyseliny

pr¥i vyrob& lé&ebného prostfedku vhodného pro 1é¢bu a/nebo

prevenci onemocnéni sklerodermie, kde molekula nukleové

kyseliny obsahuje sekvenci  nukleové kyseliny kédujici

polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci vybranou ze

skupiny obsahujici:

a) zraly protein SARP-1

b) polypeptid obsahujici sekvenci SEQ ID NO: 2,

c) polypeptid obsahujici aminokyseliny 21 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

d) polypeptid obsahujici aminokyseliny 24 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

e) polypeptid obsahujici aminokyseliny 25 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

f) polypeptid obsahujici aminokyseliny 26 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

g) polypeptid obsahujici aminokyseliny 27 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

h) polypeptid obsahujici aminokyseliny 28 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

i) polypeptid obsahujici aminokyseliny 37 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

j) mutein libovolného polypeptidu popsaného v odstavci a) az
i), kde aminokyselinovéd sekvence vykazuje alesponi 40 % nebo
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50 $ nebo 60 % nebo 70 % nebo 80 % nebo 90 % shody

X

s alespoifi jednou ze sekvenci popsanych v odstavci a) aZ 1i).

k) mutein libovolného polypeptidu popsaného v odstavci a) aZ
i), ktery je kédovan sekvenci DNA, jenZ hybridizuje s doplnkem
prirozené sekvence DNA, ktera kéduje libovolny polypeptid
popsany v odstavci a) aZ i) za stfedné& pfisnych podminek nebo
za velmi p¥isnych podminek.

1) mutein libovolného polypeptidu popsaného v odstavci a) az
i), kde 1libovolné zmé&ny vV aminokyselinové sekvenci jsou
konzervativni  aminokyselinové substituce aminokyselinovych
sekvenci v sekvencich popsanych v odstavcich a) az i),

m) stl nebo izoforma, fuzovany protein, funk&ni derivat,
aktivni frakce nebo cirkuladrn& permutovany derivat polypeptidu
popsaného v odstavci a) aZz 1). Vynalez dale popisuje pouzZiti
uvedenych molekul nukleové kyseliny pfi 1écbé a/nebo prevenci

onemocn&ni sklerodermie.

V souladu s vyndlezem se miZe také protein SARP-1
aplikovat do lidského téla ve formé vektoru, ktery obsahuje
uvedenou molekulu nukleové kyseliny. Vyndlez dale popisuje
pouziti  1lé&ebného prostfedku pfi 1écbé é/nebo prevenci
onemocné&ni sklerodermie. Vektor je s vyhodou expresivni vektor
obsahujici promotor operativné& spojeny s celou sekvenci
kédujici protein SARP-1 nebo s jeji casti. V dalsim vyhodném
provedeni vyndlezu je vektor vektorem genové terapie. Vektory
genové terapie jsou znadmy v oboru, vétsina z nich jsou vektory
odvozené z virtl, jako je adenovirové nebo lentivirové vektory.

Protein SARP-1 se také mlZe aplikovat do lidského téla ve
form& buiky produkujici a/nebo vylu€ujici SARP-1. Vynadlez dale
popisuje pouZiti bufiky exprimujici protein SARP-1 vhodny pro
pfipravu léZebného prostfedku pro 1lécbu a/nebo prevenci
onemocnéni sklerodermie. To znamena bun&nou terapii pfi 1lécbé
a/nebo prevenci onemocnéni sklerodermie. Bufika muZe pfirozené

produkovat protein SARP-1 a/nebo v pfipadeé transfekované bunky
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miZe produkovat rekombinantni SARP-1. Vyhodné Jjsou Dbunky
exprimujici a vyludujici vysoké mnoZstvi proteinu, jako jsou
bufiky s nadm&rnou expresi vykazujici vysoky pocet kopii
expresivniho vektoru, ktery obsahuje molekulu nukleové

kyseliny kédujici protein SARP-1.

Vzhledem k tomu, Ze fibroblasty reprezentuji mechanizmus
fibrézy, jsou nejvhodné&jdimi buitkami pro 1lécbu fibrézy a
sklerodermie. Proto je moZné s vyhodou pouZit fibroblasty

exprimujici SARP-1 v souladu s vynélezem.

Vynadlez déale popisuje ‘bufiku obsahujici vektor, ktery
zahrnuje molekulu nukleové kyseliny kédujici cely protein
SARP-1 nebo jeho &ast, ktery je vhodny pro pfipravu lécebného
prostfedku pro 1lécbu a/nebd prevenci onemocnéni sklerodermie.
Vyndlez popisuje Dbuiku, kterd se geneticky wupravila a

produkuje polypeptid podle vynalezu.

Pouziti expresivniho vektoru p¥i vyvolani a/nebo zesileni
endogenni produkce proteinu SARP-1 v bunce, ktera v normalnim
pripadé uvedeny protein neexprimuje. Vynalez popisuje pouziti
technologie znamé Jjako aktivace endogenniho genu (EGA) pri

produkci poZadovaného proteinu.

Generalizovana sklerdza je jedna z nejvaznéjsich
onemocn&ni p¥i sklerodermii, které Casto vede k invaliditeé a
k amrti. Daldi vyhodné provedeni vyndlezu se vztahuje ke
generalizované skleréie, kterd je indikace onemocnéni
sklerodermie a je charakterizovdno hlavné& zahrnutim vnit¥nich

organl, jak se popisuje shora v textu.

Vynalez popisuje nékolik kombinaci 1lécéby. Proto 1lécebné
prost¥edky podle vyndlezu s vyhodou obsahuji

» interferon, zvlasté interferon-8,




* antagonistu nadorového nekrotického faktoru (TNF),
zv143té& TBPI a/nebo TBPII

s dal3i ¢inidla pusobici proti sklerodermii,

= &inidlo plisobici proti sklerodermii vybrané ze skupiny
obsahujici inhibitory ACE, ¢&inidla blokujici véapnikovy
kanal, inhibitory protonovych  pump, NSAID, COX~
inhibitory, kortikosteroidy, tetracyklin, pentoxyfilin,
bucilamin, geranylgeranylové transferdzové inhibitory,
roterlin, prolyl-4-hydroxyldzové inhibitory, c-
proteindzové inhibitory, 1lyzyl-oxidazové inhibitory,
relaxin, halofuginon, prostaglandiny, prostacykliny,
endotelin-1, oxid dusnaty, inhibitory angiotenzinu II a

antioxidanty.

V3echny zptsoby 1é&by jsou urdeny pro soulasné, postupné

nebo oddélené pouZiti.

AZkoli v soudasné dob& neexistuje Zadnd lécba onemocnéni
sklerodermie, né&kolik ¢&inidel nebo zpusobl 1lé¢by Jje moZné
pouzit pri 1é&b& symptomid onemocnéni sklerodermie. Takovéa
&inidla proti sklerodermii, kterd se mohou pouzit jako
kombinovand terapie podle vynalezu, se popisuji v publikaci
Leighton, C. Drugs 2001 61(3), 419-427 nebo Wigley F.M. and
Sule S.D. (2001) Expert Opinions on Investigational Drugs
10(1) 31-48.

Je znamo, Ze interferony plsobi prevdZné& jako inhibitory
virové replikace a Dbuné&fné proliferace. Interferon-y ma
naptiklad dbleZitou ulohu p¥i podpofe imunitni a zdnétlivé
odezvy. Je znadmo, Ze interferon B (IFN-B, interferon typu I)

mé& protizédnétlivou Glohu.

V daldim provedeni vyndlezu se protein SARP-1 pouZiva

v kombinaci s antagonistou TNF. Antagonisté TNE  pusobi




n&kolika zplisoby. Antagonisté se mohou véazat na samotnou
molekulu TNF s dostatednou afinitou a specifitou a mohou
Zaste&né& nebo podstatné neutralizovat epitop TNF nebo epitopy
odpov&dné za navéazani TNF na receptor (nazyvaji se ,maskovaci
antagonisté"“). Maskovacimi antagonisty mohou byt napfiklad

protildtka urcend proti TNF.

V jiném pripadée antagonisté TNF mohou inhibovat
signalizaéni drahu TINF aktivovanou receptorem na buné&lném
povrchu po navazani TNF (nazyvaji se ,signalizacni
antagonisté™). Antagonisté TNF se JjednoduSe identifikuji a-
hodnoti se na z&klad® rutinniho testovani kandidatl. Zkouma se
jejich G&inek na aktivitu pfirozeného TNF na citlivé bunééné
linie in vitro. Jsou to napriklad lidské bunky B, kde TNF
zptisobuje proliferaci a vyluCovani  imunoglobulinu. Test
zahrnuje tvorbu TNF p¥i raznych Ffedénich aﬁtagonisty. Jako
napfiklad 0,1 aZ 100 nasobné fedéni moldrniho mnoZstvi TNF
pou?ivané v testu, pfiCemZ kontroly neobsahuji TNF nebo pouze

antagonistu (popisuje se v publikaci Tucci et al., 1992).

Jako maskovaci antagonisté s vyhodou slouZi antagonisté
TNF, které se pouZivaji podle vyndlezu. Mezi maskovaci
antagonisty pat¥i ty polypeptidy, ktefi se wvaZi na TNF
s vysokou afinitou a vykazuji nizkou imunogenicnost. Zvlaste
se preferuji molekuly rozpustnych receptorl TNF a
neutraliza&ni protilatky vi&i TNF. Rozpustné formy TNF-RI(p55)
a TNF-RII(p75) je moZné pouZit podle vyndlezu. Zkracené formy
uvedenych receptord, které obsahuji extrabunélné oblasti
receptor nebo Jjejich funk&ni <asti Jsou zv1a3té vyhodnymi
antagonisty podle vynalezu. Zkréacena forma rozpustného
receptoru TNF typ I a typ II se popisuje napriklad
v patentovém dokumentu EP 914431.
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Zkridcené formy receptorl TNF jsou rozpustné a je mozZné je
detekovat v mod¢i a v séru ve formé& proteind, které inhibuji
navazani TNF o molekulové hmotnosti 30 000 nebo 40 000 a které
se nazyvaji TBPI respektive TBPII (Engelmann et al., 1990). Je
vyhodné simulténni, postupné nebo oddélené pouZiti proteinu

SARP-1 s antagonistou TNF a/nebo interferonu podle vynélezu.

TBPI a TBPII jsou vyhodni antagonisté TNF, které je moZné
pouzit v kombinaci s proteinem SARP-1. Derivaty, fragmenty,
oblasti a biologicky aktivni &&sti molekul receptor se funkci
podobaji molekuldm receptoru, které ije moZné pouzit podle
vynadlezu. Takovy biologicky aktivni ekvivalent nebo derivat
molekuly receptoru referuje o <asti polypeptidu nebo o
sekvenci kédujici molekulu receptoru, které vykazuje
dostatednou velikost a je schopna se vazat na TNF s takovou
afinitou, Ze interakce se inhibuje nebo blokuje receptor TNF

vadzany na membranu.

V dal3im provedeni vyndlezu lidsky rozpustny TNF-RI (TBPI)
je antagonista TNF, ktery se pouZivad podle vyndlezu. Prirozené
a rekombinantni molekuly rozpustnych receptorl TNF a zplsoby
jejich produkce se popisuji v dokumentech Evropského patentu

EP 308 378, EP 398 327 a EP 433 900.

zatimco miZe byt vyhodné blokovat TNF-o v ranném stadiu
onemocné&ni, coZ je diskutovatelné v pozdéjsich fazich, samotné
TNF maZe mit pozitivni G&inek na onemocné&ni sklerodermie
(popisuje se v publikaci Abraham D.J., Shiwen X., Black C. M.,
Sa S., Xu Y., Leask A., J. Biol. Chem. 2000 May 19, 275 (20) :
15220-5). Vynalez dale popisuje kombinaci proteinu SARP-1 a
TNF-o, kterd se pouZivad pfi 1éEbé& nebo prevenci onemocnéni

sklerodermie, zv1a3t& v v pokro¢ilych stédiich onemocnéni.




V oboru jsou zndmy inhibitory COX. Specifické inhibitory
COX-2 se napriklad ©popisuji v patentovém dokumentu WO

01/00229.

Vyndlez dale popisuje farmaceuticky pfipravek obsahujici
protein SARP-1 dohromady s jednim nebo vice farmaceuticky
p¥ijatelnymi nosi&i, F¥edidly nebo pomocnymi latkami, které
jsou vhodné pro lécbu a/nebo prevenci onemocnéni sklerodermie,
zv145t& systemické sklerdzy. Farmaceuticky prostfedek mzZe
dale obsahovat libovolny dal3i shora v textu popsané sloZky a

zv14&té interferon, TBP nebo inhibitor COX.

Farmaceuticky prostfedek podle vyndlezu miZe také
obsahovat vektor obsahujici molekulu nukleové kyseliny podle

vynadlezu nebo bufiku exprimujici SARP-1.

Aktivni slozky farmaceutickych prostfedkd, to znamena
polypeptidy, nukleové kyseliny nebo buiiky podle vyndlezu nebo
jejich kombinace stejn& jako kombinace shora popsanych latek,
se mohou aplikovat jedinci ruznymi zplsoby. Zpusoby aplikace
zahrnuji intradermdlni, transdermdlni (napfiklad v pomalu se

uvolfiujicich p#ipravecich), intramuskularni, intraperitonealni,

intravendzni, subkuténni, oralni, epidurédlni, topické a
intranaséalni zpusob. MtZe se pouzit libovolny dalsi
terapeuticky G&inny =zpusob aplikace, Jjako Je napfiklad

absorpce epitelidlni nebo endotelialni tkani nebo pouzitim
genové terapie, kdy se pacientovi zavede molekula DNA kdédujici
aktivni &inidlo(napfiklad pomoci vektoru), pficemZ se in vivo
exprimuje nebo vylucuje aktivni ¢&inidlo. ©Navic, protein(y)
podle vyndlezu se mohou aplikovat spolu s jinymi sloZkami
biologicky aktivnich ¢inidel, jako jsou farmaceuticky
prijatelné povrchové aktivni cinidla, nosic¢e, Yedidla a

pomocné latky.




Termin ,farmaceuticky p¥ijatelny“ znamend libovolny nosic,
ktery neinterferuje s G¢innosti biologické aktivity aktivni
slozky a neni toxicky viaé¢i hostiteli, kterému se aplikuje.
V p¥ipadé napfiklad parenterdlni aplikace se mohou aktivni
proteiny pfipravit v jednotkové davce, kterd Jje vhodnad pro
aplikaci injekci ve vehiklech jako je fyziologicky roztok,

roztok dextrdzy, sérovy albumin a Ringeruv roztok.

V piipadé parenteralni (napriklad intravendzni,
subkutanni, intramuskuldrni) aplikace se mohou aktivni
proteiny ptfipravit Jjako roztok, suspenze, emulze nebo

lyofilizovany praSek ve vztahu s farmaceuticky p¥ijatelnou
parenterdlni  pomocnou latkou (jako je naptriklad voda,
fyziologicky roztok, roztok dextrdzy) a aditiva, kterd udrzZuji
izotonicitu (jako je napfiklad manitol) nebo chemickou
stabilitu (jako Jje nap¥iklad konzervacni <&inidlo a pufry).

Pr¥ipravek se sterilizuje bé&Zné& pouZivanym zplUsobem.

Biologicka dostupnost aktivnich proteinli podle vynalezu se
miZe také zlepdit za pouZiti konjuga&nich postupt, které
prodluZuji polo¢as rozpadu molekuly v lidském téle. Takovym
postupem mize byt naptiklad navadzani molekuly na
polyetylenglykol, jak se popisuje v patentové pfihlasce PCT WO
92/13095.

Terapeuticky 0&inné mnoZstvi aktivnich proteind bude
funkci ¥ady prom&nnych, které zahrnuji typ receptoru, afinitu
latky podle vyndlezu va&i Jjejimu receptoru, jakoukoliv jeji
zbytkovou cytotoxickou aktivitu, =zplsob aplikace, klinicky

stav pacienta.

Termin ,terapeuticky ucinné mnoZStvi“ je takové mnoZstvi,
e v pripadé, kdyZ se aplikuje latka podle vynalezu, dochazi

k aktivaci receptoru proteinu SARP-1 nebo k deaktivaci ligandu




stimulujicimu receptor in vivo. Jedinci aplikovand davka, ve
form& jediné davky nebo vice davek, bude kolisat v zavislosti
na raznych faktorech, které zahrnuji farmakokinetické
vlastnosti proteinu SARP-1, zpusob aplikace, stav pacienta a
charakteristiky (pohlavi, vé&k, télesnou hmotnost, zdravi,
vysku), rozsah symptomi, soubé&Znou lécbu, frekvenci 1éc¢by a
poZadovany u&inek. Odbornik je schopen ur&it a upravit rozmezi

davky.

Pofadovand davka polypeptidu podle vyndlezu bude kolisat
od 0,0001 do 100 mg/kg nebo p¥iblizn& 0,01 aZ 10 mg/kg nebo
pfiblizn& 0,1 aZ 0,5 mg/kg nebo pfibliZné 1 aZ 3 mg/kg,
ac¢koliv, jak se popisuje shora v textu, volbé& davky se vénuje

velkd pozornost.

Denni davky jsou obvykle aplikovany v rozdélenych davkach
nebo ve form& nepferudovaného uvolhovani, coZ Jje G&inné pfi
ziskani pozZadovaného vysledku. Druhd nebo nasledna aplikace se
mtZe provést v davce, kterd Je stejnd Jjako poateéni nebo
pfedchozi davka aplikovanad jedinci, nebo muze byt niZ3i nebo
vy338i. Druhd nebo naslednd aplikace se mOZe aplikovat bé&hem

onemocné&ni nebo dfive neZ dojde k onemocnéni.

Vvynalez dale popisuje zplsob 1lécby a/nebo prevence
onemocné&ni sklerodermie, zv145t& generalizované sklerdzy,
které zahrnuje aplikaci pacientovi, ktery to potZebuje, u¢inné
mnoZstvi polypeptidu podle vyndlezu. Polypeptid se maze
aplikovat spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosicem. V jiném
pripadé se mOZe aplikovat bunka produkujici protein SARP-1
nebo se podle vyndlezu mbZe aplikovat molekula nukleové

kyseliny podle vynélezu obsaZena v expresivnim vektoru.

Expresivni vektor se muZe aplikovat systémoveé. Expresivni

vektor se maZfe aplikovat intramuskuldrni injekci. Dale




vyhodnym zplsobem aplikace je inhalace, zvlasté v pEipadé, Je-

1li zahrnuta mezi nemoci fibrdza plic.

Vynadlez déale popisuje =zplsob pfipravy farmaceutického
prostfedku, ktery obsahuje smé&s u¢inného mnoZstvi proteinu
SARP-1 s farmaceuticky pfijatelnym nosiem a zpusob 1écby
a/nebo prevence artritidy, ktery zahrnuje aplikaci hostiteli,

ktery to potfebuje, u&inného mnoZstvi proteinu SARP-1.

Viechny zde citované odkazy, které =zahrnuji <&lanky nebo
abstrakty nebo nepublikované americké nebo cizi patentové
prihlad3ky nebo publikované americké nebo cizi patenty zahrnuji

zde uvedend data, tabulky, obréazky a texty.

Nasledujici popis specifickych provedenich vynalezu zcela

ukazuji obecnou podstatu vynalezu.

Pfehled obréazkll na vykrese

Na obrazku ¢&. 1 Je zndzorn&na exprese mRNA SARP-1
v normadlnich a nemoci ovlivnénych fibroblastech =ziskanych ze
sedmi pacientd trpicich onemocnénim sklerodermie, Jak se
stanovilo genovou filtraéni analyzou. Primérnd sila exprese
pro kaZdou tridu vzorkl (normalni nebo abnormalni) Jje déana

v &asti obrazku A) a st¥edni hodnota se uvadi v &asti B).

NA obrazku &. 2 je znazornén pomér exprese mRNA SARP-1
v podkozenych/normélnich fibroblastech (maly pocet pasazi,
mén& neZ 5 pasaii) ziskanych od 8 pacientd trpicich

onemocné&nim sklerodermie stanovenych pomoci PCR.

Obrézek ¢&. 3 =zobrazuje analyzu exprese mRNA SARP-1
v normalnich lidskych dermdlnich fibroblastech (NHDF) vzhledem
k expresi mRNA GAPDH.




Obradzek &. 4 zobrazuje analyzi PCR exprese mRNA SARP-1
v klinickém vzorku biopsie normdlni kGZe (n=6) ve srovnani
se vzorky biopsie abnormalni kiZe od pacientld trpicich

onemocnénim sklerodermie (n=2). Hodnoty jsou vztaZeny k GAPDH.

Obrazky &. B5A a B na sebe navazuji a zobrazuji
nukleotidovou sekvenci a dedukovanou aminokyselinovou sekvenci
cDNA SARP-1. Predpokladand mista &té&peni v p¥ipadé€ signalniho

peptidu jsou oznacena Sipkami.

Obréazek C. 6 zobrazuje uspofaddani aminokyselinovych
sekvenci lidského a my3iho SARP-1. Zbytky obou sekvenci, které

nejsou shodné jsou zvyraznény.

Obréazek c. 7 zobrazuje silu apoptézy v bunkéch
transfekovanych SARP-1 a v kontrolnich buikach transfekce ve
srovnani s kontrolami. Symbol *** zna¢i statisticky podstatné

sniZeni.

Obrazek &. 8 zobrazuje uU&inek 1é¢by SARP-1 na celkovou
aktivitu MMP-1 v upraveném médiu, které se ziskalo z kultur
lidskych dermdlnich fibroblastu. Fibroblasty se ziskaly
z poskozené tkané (A, D, F) nebo ze zdravych Jjedinca (B, C)
nebo z nepodkozenych oblasti pacienta trpiciho onemocnénim

sklerodermie (E).

Obrazek &. 9 zobrazuje u&inek spolelné transfekce SARP-1
na aktivitu promotoru kolagene v nestimulovanych butikach
NIH3T3 a ve stejnych buiikdch stimulovanych TGFB. Céast A)
zobrazuje luminiscenéni Jjednotky méfené v reportnim testu,

Gast B) zobrazuje procento luminiscence s ohledem na kontrolu.




Obréazek &. 10 zobrazuje fibrdézu v plicich v modelu fibrdzy
plic vyvolané bleomycinem. Obrédzek =zobrazuje skbére me&fené u
my3i, kterym se aplikoval prostredek, bufiky transfekované
SARP-1, bunky faledn& tranfekované nebo anti-TGF terapie.

Symbol *** znadi statisticky podstatné sniZeni.

Priklady provedeni vynédlezu

Pfiklad 1: Protein SARP-1 se diferencidlné exprimuje v koZnich
fibroblastech ziskanych z pacientt trpicich

onemocnénim sklerodermie

Metody

Vzorky pacientu

7 k@Ze pacientdl ve v&ku deviti let stejného pohlavi
s lézemi nebo bez 1ézi se odebrala bicpsie o velikosti 2 mm>
(obvykle =z predkoZky). Tito pacienti trpi koZni systemickou
sklerdbézou (Ssc). V3ichni pacienti spliuji kritéria instituce
sAmerican Coollege of Rheumatology™" v pripadé diagnézy

generalizované sklerdzy.
Kultury fibroblastl

Fibroblasty se ziskaly in vitro kultivaci z biopsii, jak
se popisuje shora v textu ((popisuje se v publikaci Abraham
D., Lupoli S., McWhirter A., Plater-Zyberk C., Piela T.H.,
Korn J.H., Olsen I. and Black C. (1991) Expression and
function of surface antigens on scleroderma fibroblasts.
Arthritis Rheum. 34, 1164-1172). Biopsie se nafezaly na kousky
a umistily se do sterilnich plastovych misek a kultivacnich
naddob. Po 15 minutdch sueni pri teploté& mistnosti se kousky
biopsii ptichytily na plast nadob pro kultivaci tkanovych

kultur a pak se kultivovaly v kultivaénim médiu vhodném pro




kultivaci fibroblastt (FGM), které obsahuje Dulbekovo upravené
Eagle médium (DMEM), které obsahuje 10 % fetdlniho teleciho
séra (FCS), 2 mM L-glutamin, 1 mM pyruvdt sodny, 100 jednotek
pennicilinu v jednom mililitru roztoku, 100 ng streptomycinu
v jednom mililitru roztoku, 50 wug gentamicinu v jednom
mililitru roztoku a 2,5 ug amfotericinu B v jednom mililitru
roztoku. Po 2 a? 3 tydnech inkubace v humidifikované atmosfére
obsahujici ve vzduchu 5 % CO, se pomoci trypsinu fibroblasty
odpojily ze sté&n kultivaénich nddob a znovu se kultivovaly
v FGM bez pfitomnosti gentamicinu a amfoteracinu B.
V experimentech se fibroblasty pouzivaji mezi pasazi 2 a 5.
Fenotyp fibroblastd se potvrdil na z&kladé Jjejich typické

morfologie v monovrstvé a v trojrozmé€rnych kolagenovych

gelovych kulturéach.
Izolace RNA

7 &asnych pasédZi konfluentnich fibroblasti ziskanych od
pacientl trpicich onemocnénim sklerodermie nebo =z primérnich
kultur (pasa? 1 aZ 3) normalnich lidskych koZnich (ptedkozka)
fibroblastd (ziskanych od firmy Promocell) se izolovala =za
pou?iti p¥ipravku Triazol (ziskédno od firmy Life Technologies)
podle protokolu vyrobce. Konecny pelet RNA se resuspendoval ve
sterilni vod& o8et¥ené DEPC v koncentraci 1 pg/ml a roztok RNA

se uchovaval p¥i teplot& -80 °C.
Syntéza sond cDNA

Celkovd RNA v mno¥stvi 2 pg se smichala s 1,3 pl primerd
specifickych pro cytokin (systém R&D, kat. &. GACll) a smeés se
inkubovala p?i teplotd& 70 °C po dobu 2 minut ve zkumavkach
Eppendorf o objemu 0,5 ml. Zkumavky se pak chladily na teplotu
50°C po dobu 2 minuty a pak se ke smési pfidala smés

obsahujici 2 pl 5x koncentrovaného reak&niho pufru (250 mM




Tris-HCl, hodnota pH je 8,3, 375 mM Kcl a 15 mM MgClz), 1 pl
10x koncentrované smé&si DNTP (5 mM dGTP, 5 mM dCTP a 5 mM
dTTP), 3,5 pl «a32P-dATP(3 000 Ci/mmol), od firmy Amersham kat.
¢. PB 10204), 0,5 pl DIT (100 mM) a 1 upl plazmidu Superscript
IT (od firmy Life Technologies). Reakéni smés se promichala
pipetou a inkubovala se po dobu 25 minut pfi teploté 50 °C.
Reakce se zastavila p#idénim 1 pl 0,1 M EDTA s hodnotou pH
8,0, ktery obsahuje 1 mg/ml kolagenu. Ze znacené cDNA se pak
odstranily volné deoxynukleotidy za pouziti kolony Chromaspin-
200 DEPC-H20 (od firmy Clontech) podle instrukci vyrobce.
Frakce obsahujici c¢DNA se identifikovaly metodou podle
Czerenkova. Frakce charakterizované pikem (v normdlnim pfipadeé
2 frakce z celkového po&tu 6 shromdZzdénych) se oSetfily 0,1
objemem 1 M NaOH, ktery obsahuje 1 mM EDTA po dobu 20 minut
p¥i teploté 70 °C, pticemZ dochdzi k hydrolyze RNA a pak se
sm&s neutralizovala stejnym objemem 1 M NaH,PO, obsahujicim 2,5
ug DNA lidského Cot-1 (od firmy Life Technologies) po dobu 20

minut p¥i teploté& 70 °C. Teplem oSetfena neutralizovand sonda

cDNA se pak mlZe p¥idat pfimo do hybridizadni smési.

Hybridizace s mikrosouborem gent na filtru

Mikrosoubory gen na filtru (test exprese lidskych
cytokinli, systémy R&D, kat. &. GA0Ol) se predem hybridizovaly
p¥i teplot& 68°C po dobu 2 hodin v 5 ml hybridizaéniho roztoku
(od firmy Clontech), ktery obsahuje 0,5 ng/ml DNA spermatu
lososa(od firmy Life Technologies) v michanych nadobach a
v hybridizacéni peci Hybaid (MWG Biotech). Po této dobé se
hybridiza&ni roztok nahradil Cerstvym hybridizaé¢nim roztokem,
ktery obsahuje sondu cDNA se specifickou aktivitou 0,25 az
1x10°% cpm/ml. Hybridizace probihala po dobu 16 az 20 hodin pfi
teplot& 68°C. Po hybridizaci se filtry 4 krat promyly 2x
koncentrovanym roztokem SSC s 1% SDS p¥i teploté 68 °C po dobu

[o)

20 minut a dvakrat 0,1lx koncentrovanym roztokem SSC s 0,5 %
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SDS po dobu 15 minut. Filtry se pak zatavily do £6lie Saran
wrapTM a exponovaly se na uchovavaci fosforovou zobrazovaci
membranu typu K (od firmy Biorad) po rGzné dlouhou dobu (od 4

hodin do 4 dni) pfi teploté mistnosti.
Zobrazovaci analyza

Zobrazovaci membrdna se skenovala pri rozliSeni 50 um za
pouziti zatizeni pro zobrazovani Biorad Personal FX
phosphoimager. Vysledny digit&lni soubor o velikosti- 16 bith
se pfevedl na formdt TIF a zobrazeni se analyzovalo za pouziti
softwaru Arrayvision (ziskaného od firmy Imaging Research
Inc.). U kaZdého vzorku se stanovila intenzita 384 gent
nanesenych ve dvojim provedeni na filtr, kterd se vyjédfila
v jednotce pixel. Odeletl se signdl pozadi a vyjéadfila se
prim&rnd intezita pro kazdy par naneseného genu VvV pixelech

(coZ odpovidd sile exprese).

Potvrzeni vysledkl ziskanych v mikrotestu v p¥ipadé& vybranych

genlt pomoci RT-PCR

Celkovd RNA ziskand z kaZdého vzorku pacienta v mnoZstvi 1
ug se podrobila reverzni transkripci za pouZiti primeru
oligodT (od firmy Promega) v objemu reakce 20 nul, ktery
obsahuje 5 mM MgCls, 10 mM Tris-HCL, 50 mM KC1, 0,1 % Triton X-
100, 1 mM kazdého =z dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 0,5 jednotek
rekombinantniho inhibitoru ribonukledzy RNasinu (od firmy
Promega) a 15 jednotek reverzni transkriptdzy AMV (od firmy
Promega). Reakdni sm&s se inkubovala pfi teploté& 42 °C po dobu
60 minut, zahtala se na teplotu 95°C po dobu 5 minut, pak se
fedila 200 pl sterilni vody. Red&né reverzni transkriptazové
reakce se pak podrobily analyze PCR na podle Tagmana (PE
 Applied Biosystems 7700) za pouZiti specifickych péart primert

navrZenych pro kazdy gen za pouziti softwaru Primer Express




(PE Applied Biosystems) zaloZeném na pristupovém <Cisle
v databdzi daného vyrobcem genového filtru. Vysledky se
pfizptasobily expresi genu glycerylaldehyd-3-fosfitové

dehydrogendzy (GAPDH) v kaZdém vzorku a vyjad¥ila se jako
zmé&ny ziskané délenim hodnoty exprese ziskané u vzorku
abnormalnich pacientt hodnotou ziskanou u vzorku

odpovidajiciho normédlniho pacienta.

Statistické metoda pro pfedpovidani genl spojenych

s onemocnénim sklerodermie

Statistickd metoda po  prfedpovidani genu spojenych
s onemocnénim sklerodermie se provadi analyzou a zplsobem
odhadu, ktery se popisuje v publikaci Golub T.R., Slonim D.K.,
Tamayo P., Huard C., Gaasenbeek M., Mesirov J.P., Coller H.,
Loh M.L., Downing J. R., Caligiuri M.A., BloomField C.D.,
Lander E.S.(1999), Molecular classification of cancer: class
discovery and class prediction by gene expression monitoring.

Science 286, 531-7.

Vysledky

Analyza pouZitim genového mikrosouboru na filtru se
provedla u vzorkl =z normdlnich a abnorméalnich fibroblasta
ziskanych ze sedmi pacientl trpicich onemocnénim sklerodermie.
Hodnota primérné sily exprese cDNA SARP-1 pro kazdy vzorek
pacienta je zobrazena na obrazku &. 1 A, pficemz primérna
exprese 7je zobrazena na obrazku ¢&. 1B. Prumérna a stfedni
hodnota se podstatné 1i81i mezi normalnimi a abnormdlnimi
bufikami. Normélni sila exprese SARP-1 Jje vy338i neZ sila
exprese u abnormdlnich vzorkd. Stfedni hodnoty se vétSinou
pouzivaji v pripad& vzorkl pacientl, pficemz minimalizuji

G&inek velkych rozdild v jedné skupiné&. Abnormalni fibroblasty




exprimuji podstatné nizZ8i mnoZstvi mRNA SARP-1 ve srovnani

s normalnimi fibroblasty u 5 testovanych pacientli ze sedmi.

Vysledky ziskané v mikrotestech se ddle potvrdily analyzou
PCR vzorktl pacientd za pouziti primert PCR specifickych pro
SARP-1. Vysledky jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2 a exprimuji se
jako zmé&ny v sile exprese (hodnota =ziskand pro abnormalni
fibroblasty déleno hodnotou ziskanou pro normalni
fibroblasty). V pfipadé 6 z 8 testovanych pacientll se exprese
SARP-1 sniZila alespoil dvakrdt u fibroblastl postiZenych
onemocn&nim ve srovnadni s normdlnimi fibroblasty ziskanymi ze
stejného pacienta. V pfipad& dvou zbyvajicich pacientd je sila

exprese u normélnich a abnormdlnich fibroblastl srovnatelna.

Rozdily v expresi pozorované mezi normadlnimi a
abnormé&lnimi fibroblasty, které pochdzeji ze stejného pacienta
nejsou zpusobeny rozdilem podminek kultivace mezi dvémi
populacemi, protoZe exprese mRNA SARP-1 v primdrnich kulturach
normalnich lidskych koZnich fibroblastd se pasdZovanim bunék
podstatné& nem&ni (zobrazeno na obrazku &. 3). Navic analyza
RT-PCR celkové RNA izolované z celé biopsie abnormdlni kuazZe
ziskané z pacientl trpicich onemocnénim sklerodermie stanovila
niz3i mnoZstvi mRNA SARP-1 ve srovndni s klinicky norm&lnimi
biopsiemi, které pochéazeji ze stejného mista pacienta stejného
véku a pohlavi (zobrazeno na obrazku ¢&. 4).

Vedle toho sniZeni exprese SARP-1 je =z 95 % spojena
s postupem onemocnéni sklerodermie, coZ se prokdzalo pouzZitim

statistickych metod.
Zaveér

Vysledky popsané shora v textu zobrazuji, Ze v nemocné

tkdni ziskané =z pacientli trpicich onemocnénim sklerodermie




existuje nedostatek proteinu SARP-1 ve srovnani se zdravou
tkédni, coz ukazuje, Ze dosaZeni normadlniho mnozZstvi SARP-1
maze byt ndpomocné 1éc¢bé onemocnéni. Tak protein SARP-1 muzZe
byt souclédsti nové 1lécby za UCelem dosaZeni Castecné nebo uplné
inhibice onemocnéni nebo odstranéni alesponn jednoho nebo vice
symptom@ onemocnéni sklerodermie nebo v pfipadé inhibice

postupu onemocnéni.

Pfiklad 2: Klonovani celé sekvence kédujici c¢DNA 1lidského

proteinu SARP-1

Materidly a metody

Postupné vyhleddvani programem BLAST se provedlo v pfipadé
lidské dbEST (vefejnd databaze EST), kterd zacind s Castecnou
kédujici sekvenci SARP-1 (pfistupové Cislo EMBL: AF017986) a
relevantni EST se vybraly za pouzitli ENTREZ na adrese

http://www.ncbi.nlm.gov/Web/Search/index.html. Néasledujici EST

se pak sestavily spolu se sekvenci AF017986 =za vzniku
konven&ni celé kdédujici sekvence proteinu SARP-1: AW580647,

AW608301, AA976403 a W92531.

Celd délka cDNA sekvence kédujici SARP-1 se pak klonovala
pomoci PCR s reverzni transkriptdzou za pouziti nésledujicich
primert zaloZenych na konvenCni sekvenci ziskané shora v textu
SARP-1F 5’ GCC AAG CTT CCC ACG ATG CTG CAG GGC CCT (sekvence
ozna&end SEQ ID NO: 3) a SARP-1R 5’ GCG CTC GAG CTA GCA CTG
CAG CTT GCG GAT (sekvence ozna&end SEQ ID NO: 4). V reakéni
sm&si obsahujici 0,3 mM dNTP, 1 mM MgSO,, 5 pl templatové cDNA
ziskané z normdlnich lidskych koZnich fibroblastl (pfedkoZka)
(cDNA se pripravila zpusobem popsanym shora v textu), 5 pl 10x
koncentrovaného amplifikaéniho pufru Pfx (od firmy Life
Technologies) a 1 pl DNA polymerdzy Platinium Pfx (ziskané od

firmy Life Technologies) se kazdy primer  vyskytoval




v koncentraci 50 pmol. Reakéni smés se pak zah¥dla na teplotu
94 °C po dobu 2 minut, pak probé&hlo 35 cykld PCR za podminek:
teplota 94°C po dobu 15 sekund, teplota 55°C po dobu 30 sekund
a teplota 68°C po dobu 1 minuty. Amplifika&ni produkty se
analyzovaly na 1% agardézovém gelu v 1x koncentrovaném pufru
TAE (ziskdno od firmy Life Technologies) a produkty PCR
migrujici na zé&kladé pfredpokladdané molekulové hmotnosti (906
bp) se izolovaly z gelu za pouziti PCR ¢&istici sady Wizard (od

firmy Promega).

DNA izolovand z gelu v mnoZstvi 100 ng se Stépila
restrikénimi enzymy HindIII a XhoI (od firmy Pharmacia) za
podminek popsanych vyrobcem. Po Stépeni se smés precistila
zpUsobem popsanym shora v textu a ligovala se do plazmidu
pPcDNA3.1(+) (od firmy Ivitrogen) Stépeného restrikénimi enzymy
HindIII/XhoI za pouziti DNA ligdza T4 (New England Biolabs)
zpusoby standardni molekulové biologie. Produkty ligace se
transformovaly do kmene mikroorganizmu E. coli TOP 10 F’ (od
firmy Invitrogen) elektroporaci za pouziti genového pulzaru od
firmy Biorad. Plazmidovd DNA se izolovala z 5 ml kultury
ziskané =z vyslednych kolonii a provedla se automatizovana
sekvencni analyza pomoci sekvendtoru Applied Biosystems 3700
za pouziti T7 a primerd pcDNA3.1AS (Invitrogen), aby se

potvrdila pritomnost sekvence SARP-1.

Vysledky

Za Ucelem charakterizovat aktivitu proteinu SARP-1 in
vitro a in vivo, se klonovala celd sekvence kdédujici cDNA.
Castednd sekvence cDNA lidského proteinu SARP-1  (EMBL
pristupové c&islo: AF017986) se pouzila k identifikaci prekryvi
EST ve vefejné databdzi dbEST za pouZiti programu BLAST. Cela
sekvence kbébdujici cDNA se sestavila z nédsledujici sekvence

s pristupovym Cislem AF017986 AW580647, AW608301, AAS976403, a




W92531. Sekvence DNA plné délky a dedukovand aminokyselinova
sekvence proteinu SARP-1 je zobrazena na obrazku ¢. 5A a B (A
a B by se mély <&ist bez preruSeni). Sekvence kdbédujici cDNA
proteinu SARP-1 se klonovala pomoci PCR s reverzni
transkriptézou za pouziti primerl, které lemuji predpokléadany
poc¢ate&ni kodon a stop kodon. Analyza sekvence vyslednych
klond cDNA proteinu SARP-1 vykazuje identitu 93 % na dudrovni
nukleotidu s publikovanou sekvenci myS$iho proteinu SARP-1
(popisuje se v publikaci Melkonyan H.S., Chang W.C., Shapiro
J.P., Mahadevappa M., Fitzpatrick P.A., Kiefer M.C., Tomel
L.D. and Umansky S.R. (1997) SARP: family of secreted
apoptosis-related proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94,

13696-13641) a 95 % se stejnou my3i sekvenci, ale na urovni

aminokyseliny. Porovnani lidské a mysi aminokyselinové
sekvence je zobrazeno na obrazku C. 6. Predpokladéna
proteinova sekvence obsahuje 2895 aminokyselin, pricemz

predpokladany signdlni peptid tvofi 20 nebo 24 aminokyselin.
Odhad se provedl za pouZiti programl SIGNALASE (popisuje se
v publikaci Von Heijne G. (1986) Nucleic Acids Res. 14, 4683-
4690) nebo SIGNALP (znaleno Sipkami na obradzku <¢. DOA).
Rozdilné aminokyseliny mezi lidskou a myS$i sekvenci jsou na
obradzku ¢&. 6 zvyraznény a nachdzeji se v N-terminalnim
signalnim peptidu (4 aminokyseliny) a v sekvenci zralého

proteinu (2 aminokyseliny).

Sekvence oznacend SEQ ID NO: 1 =zobrazend v seznamu
sekvenci obsahuje kédujici Ffetézec cDNA 1lidského SARP-1 a
sekvence oznadend SARP-1 obsahuje aminokyselinovou sekvenci
lidského proteinu SARP-1. My3i aminokyselinové sekvence Je

zobrazena v sekvenci oznadené SEQ ID NO: 5 v seznamu sekvenci.

Priklad 3: N-terminadlni sekvence lidského proteinu SARP-1




Pfedpokladdany signé&lni peptid SARP-1 obsahuje 20 nebo 24
aminokyselin (zobrazeno na obrazku ¢&. 5). Za ulelem ovéFit
sprdvny N-konec zralého proteinu SARP-1 se rekombinantni
protein SARP-1 obsahujici konec tvofeny 6 histidinovymi zbytky
exprimoval v bunfikdch HEK-293 a C¢istil se na koloné& s cheldtem
niklu. Cisté&ny protein migruje Jjako pruh o molekulové
hmotnosti 32 000 v SDS-PAGE, coZ odpovidd molekulové hmotnosti
mé¥ené MS, kterd je 34 313.

N-termindlni sekvence <¢isténého rekombinantniho proteinu
se ziskaly =za pouZiti pulzniho proteinového sekvendtoru ve
vodni fazi Applied Biosystems model 494 a on-line
fenylthiohydantionového analyzatoru aminokyselin model 148 C
(popisuje se v publikaci Maundruell et al.., 1997). Ci3tény
protein SARP-1 se 3t&pil inkubaci pfes noc pfi teploté& 37 °C v
90 pl 100 mM Tris-HCl s hodnotou pH 8,5, pricemZ reakcni smés
obsahuje 1M mocovinu, 20 mM metylamin, 1 mM dithiotreitol a 5
Hg trypsinu (od firmy Boehringer Mannheim, stupen <&istoty
vhodny pro sekvenovani). Peptidy se oddélily HPLC s reverzni
fazi (Hewlett Packard HP1090) na koloné Brovnlee C1l8 (rozméry
kolony Jjsou 220 x 2,1 mm). Peptidy se eluovaly pomoci
acetonitrilového gradientu (v 0,1 % kyseliné trifluorooctové),
ktery se pohybuje v koncentraci od 0 do 55 %, po dobu 60
minut. Pak nésleduje vymyvani 55 az 70 % gradientem po dobu 5
minut. ShromdZdily se elué¢ni frakce a a sekvenovaly se
fosfopeptidy =znacené radioaktivnim ¥p identifikované pomoci
scintilacni spektrometrie metodou Edmanovi degradace za
pouziti pulzniho proteinového sekvendtoru ve vodni fazi
Applied Biosystems model 494 a on-line fenylthiohydantionového

analyzatoru aminokyselin model 148 C.

Sekvence GLFLFGQPDFSYK se ziskaly tandemovou hmotnostni
spektrometrii redukovaného a alkylovaného proteinu 3Sté&peného

trypsinem. Analyzy se provedly hmotnostnim spektrometrem Q-TOF




(Micromass UK Limited, Manchester, UK) vybaveném nanosprejovym
zdrojem Zeleza, Jjak se popisuje v publikaci Cavalli V, Vilbois
F, Corti M, Marcote MJ, Tamura K, Karin M, Arkinstall S,

-Gruenberg J. Mol Cell 2001 Feb;7(2):421-32. Jeden mikrogram

X

¢isténého proteinu se rozdélil pomoci 10 % SDS-PAGE. Pruhy
proteinu se vy¥izly =z gelu barveného st¥ibrem a &tépily se
v gelu trypsinem (popisuje se v publikaci Shevchenko A., Wilm
M., Vorm O. and Mann M. (1996) Mass spectrometric sequencing
of proteins silver-stained polyacrylamide gels. Anal. Chen.,
68:850-858). Smés extrahovaného peptidu se analyzovala
tandemovym hmotnostnim spektrometrickym sekvenovanim (popisuje
se v publikaci Wilm M., Shevchenko A., Houthaeve T., Breit S.,
Schweigerer L., Fotsis T. and Mann M. (1996) Femtomole
sequencing of proteins from polyacrylamide gels by nano-
electrospray mass spectrometry. Nature, 379:466-469) za
pouZiti hmotnostniho spektrometru Q-TOF (od firmy Micromass,

Manchester, UK) vybaveného nanoelektrosprejovym zdrojem

Zeleza.
Vysledky

Teoretickd N-termindlni sekvence nezralého proteinu SARP-1
je nésledujici
1 10 20 30 40
MLQGPGSLLL LFLASHCCLG SARGLFLFGQ PDEFSYKRSNC KPIPANLQLC ..

Poloha druhého pfedpokladaného mista signélniho Stépeni je

mezi zbytky 24 a 25 (G a L).

V provedeném sekvenainim experimentu se zjistila podstatna

heterogenita N-konce proteinu SARP-1.

V jednom experimentu se =zjistily dvé hlavni sekvence,

pricemz jedna zaCind FGQPD, to znamena za zac¢ind




aminokyselinou
LEGQPD,
ID NO: 2.

to znamena,

sekvence

SEQ ID NO:

2, a druha zaCina

e zadina aminokyselinou 27 sekvence SEQ

Avsak vedle odlidnych

izolovanych 4 sekvenci se zjistily

sekvence
LFLEGQPDES (za&ind aminokyselinou 25)
FLEFGQPDF'S (zadina aminokyselinou 26)
LFGQPD (za¢ind aminokyselinou 27)
FGQPD (zadina aminokyselinou 28)

Existuje také jina sekvence zacl

inajici aminokyselinou 37:

RSNCKPIPAN. Tato sekvence vznikla 5tépenim po lyzinovém zbytku

(3t&peni podobné tépeni trypsinem).

Jiny experiment odhalil sekvenci zac&inajici v poloze 24:

GLFLFGQPDFSYK.
7d4 se, e N-konec sekvence je velmi heterogenni, coz
mizZe byt zpusobeno endopeptidazovou nebo proteédzovou

aktivitou, kterou vykazuje protein SARP-1. zraly protein SARP-
1 se maZe vyskytovat v né&kolika riznych variantach s odlisnym

N-koncem.

pyiklad 4: Transfekce proteinu SARP-1 vyvolava apoptdzu in

vitro

Metody

Fibroblastové bun&éné linie (my$i bufiky NIH3T3 a lidské
bunky AG1518) a primdrni fibroblastové kultury (pasdZz 1 az 5
normalnich lidskych dermalnich fibroblastt) (firma Promocell)

se transfekovala plazmidem pcDNA3.1, ktery obsahuje sekvenci




kédujici  ¢DNA proteinu SARP-1, nebo samotnYm plazmidem
(samotny vektor se transfekoval Jjako kontrola) =za pouZiti
transfek&nich <&inidel Geneporter 2 (od firmy Gene Therapy
Sstems, San Diego) nebo Fugene 6 (od firmy Life Technologies)
podle protokolu vyrobce. Apoptdéza se mé&fila 24 hodin po
transfekci za pouZiti kitu pro provedeni testu apoptdézy s 96
prohlubnémi TiterTasc od firmy R&D systems a builky se pocCitaly
za pouZiti barviva CyQuant (molekulové sondy) podle instrukci

vyrobce.
Vysledky

7Za u&elem odhadnout ucinek proteinu SARP-1 na fibroblasty
se bun&&nd linie fibroblastl transfekovala <cDNA SARP-1 a
odhadl se rozsah apoptdzy. Vysledky Jjsou zobrazeny na obrazku
&. 7. BApoptéza v bunikdch transfekovanych SARP-1 se podstatné
redukovala (P=0,0009) ve srovnani s negativni  kontrolou
(transfekce samotnym plazmidem pcDNA3.1l), coZ naznacCuje, Ze
lidsky protein SARP-1 vykazuje aktivitu podobnou aktivite,
kterou vykazuje Jjeji my8i homolog. U bunék, které nebyly
tranfekovany, se stanovila zakladni sila apoptézy. Bunky
NIH3T3 o3et¥ené nukledzou slouZily Jjako pozitivni kontrola.
Odstavec oznal&eny ,neznadeny" zobrazuje barveni pozadi a
o%et¥eni nukledzou, oznadeno ,o3etfeno nukledzou“ slouzi Jjako

pozitivni kontrola.
P¥iklad 5: U&inek proteinu SARP-1 na produkci TGF@1

TGFP1l je profybroticky cytokin, ktery je pfi onemocnéni
sklerodermie pozitivn& regulovdn a Jje spojovan s patogenezi
onemocnéni sklerodermie (popisuje se v publikaci Kawakami T.,
Thn H., Xu W., Smith E. , LeRoy C. and Trojanowska M (1998)
Increased expression of TGF beta receptors by scleroderma

fibroblasts: evidence for contribution of autocrine TGF-beta




signalling to scleroderma phenotype. J. Invest. Dermatol. 10,
47-51). 7Za ucelem zjisténi, =zda protein SARP-1 negativne
reguluje nebo inhibuje produkci TGEFRL nebo jeho vylucovéani
fibroblasty, Jje moZné do kultury fibroblast zavést protein
SARP-1 ve form& <&idténého proteinu. V jiném pripadé& cDNA
proteinu SARP-1  obsahujici expresivni vektor se mizZe
transfekovat do buné&k za vzniku dostate&ného mnoZstvi proteinu
SARP-1 v bund&né kultufe. Jina moZnost Jje ptridat kultivaéni
médium z bundk exprimujicich protein SARP-1, které se zahusti,
aby se doséahlo dostate&ného mnoZstvi proteinu SARP-1. V tomto
experimentu je moZné pouZit fibroblastové bun&&né linie nebo
primarni fibroblasty ziskané =ze zdravych nebo nemocnych

jedincd nebo z normalnich nebo z nemoci postizZenych casti ktZe

pacienta trpiciho onemocnénim sklerodermie.

Mno¥stvi TGFPl se miZe stanovit testem ELISA v upraveném
médiu ziskaném z kultivovanych bunék za pouziti systému ELISA

Quantikine pro TGFBl od firmy R&D systems (kat. ¢&. DB100).

priklad 6: U&inek aplikace proteinu SARP-1 na aktivitu MMP-1 u
lidskych fibroblastld in vitro

Metody

CDNA lidského proteinu SARP-1 obsahujici na 37-konci
k6dujici sekvencl pro znadku obsahujici 6x zbytek His se
subklonovala do pakulovirového transferového vektoru pDEST
Fastbac. Protein SARP-1 obsahujici na C-konci znac¢ku tvofenou
6-ti zbytky His se produkoval v hmyzich buiikdch  Sf5
s rekombinantnim bakulovirem a ¢istil se afinitni

chromatografii Ni-NTA.

Lidské fibroblasty pochézejicl z ktiZe, kterd obsahuje nebo

neobsahuje léze, pacientt trpicich onemocn&nim sklerodermie




nebo z normalnich subjekt® s nizkym poltem pasadzi (2 aZz 5) se
o%et¥ovala rekombinantnim proteinem SARP-1 v koncentraci O,
100 nebo 1 000 ng/ml po dobu 24 hodin. Shromazdilo se upravené
kultivadni médium a bund&ny odpad se odstranil centrifugaci
pfi 1 200 otackadch za minutu po dobu 10 minut p¥i teplotée 4
°c. Aktivita MMP-1 se méF¥ila v nefed&ném kultivaénim médiu za
pouZziti MMP-1 fluorokinového kitu (ziskaného od firmy R&D
systems) podle protokolu vyrobce. Ve stejnych vzorcich se také

mé&¥ila aktivita MMP-9.
Vysledky

MMP-1 Jje odpovédny za degradaci kolagenu typu I, coi
indikuje, #%e sniZeni aktivity MMP-1 se podili na jednom
2 defekt®l pfi onemocnéni sklerodermie, ktery zahrnuje nadm&rné

ukladéani kolagenu.

Ko?ni fibroblasty ziskané z pacientl trpicich onemocnénim
sklerodermie zesilily expresi MMP-1 na uGrovni mnoZstvi mRNA i
proteinu na rozdil od normédlnich koZnich fibroblastd a
fibroblastt z k@iZe bez 1ézi izolovanych ze stejného pacienta.
ASkoliv celkové mnoZstvi aktivniho MMP-1 u pacientl podstatné
kolisa, fibroblasty oSetfené proteinem SARP-1 vykazuji vySsi
aktivitu MMP-1 ve srovnani s fibroblasty, které se neoSetfily
proteinem  SARP-1, co? se tykd abnormalnich fibroblastl
ziskanych z pacientu trpicich onemocné&nim sklerodermie
(zobrazeno na obrazku ¢&. 8a, D, F) stejné jako fibroblastl
ziskanych ze zdravé kuZe pacient® trpicich onemocnénim
sklerodermie (zobrazeno na obrazku &. 8E) a fibroblastl
ziskanych od klinicky norm&lnich kontrolnich jedincl
(zobrazeno na obrazku ¢. 8B a C). Vysledky jsou pruméry trech
stanoveni. Na rozdil od MMP-1 v pripadé aktivity MMP-9 se
nepozoroval  Zadny a&inek proteinu  SARP-1 (data nejsou

zobrazena) .




Priklad 7: Transfekce cDNA SARP-1 sniZuje aktivitu promotoru

kolagenu typ la?2 ve fibroblastech NIH3T3
Materialy a metody

. Bﬁﬁky NIH3T3 udrZované v kultivadnim médiu DMEM obsahujici
2 mM glutamin, 100 jednotek/ml smési penicilin-streptomycin a
10 % FCS se nanesly na desti¢ky obsahujici 96 prohlubni
s prtihlednym dnem a s bilymi postranimi sténami, které
vyhovuji podminké&m kultivace tkanovych kultur (Wallac), tak,
aby se dosdhlo 50 % konfluentnosti. P#isti den se bunky
spole¢né transfekovaly vektorem pcDNA3.1 SARP-1 a pGL3 (od
firmy Promega), ktery obsahuje kolagenovy promotor o velikosti
3,5 kb a luciferédzovy reportni gen (ktery se ziskal od Dr.
Davida Abrahama, Royal Free Hospital), za - pouziti
transfek&niho <¢inidla Geneporter podle instrukci wvyrobce. 30
hodin po transfekci se pfidal TGFB (ziskany od R&D systems,
v koncentraci 5 ng/ml). O 24 aZ 36 hodin pozdéjl se meérila
p¥imo v kaZzdé prohlubni za pouZiti testu Bright-Glo ziskaného

od firmy Promega luciferdzova aktivita.
Vysledky

Za u&elem zhodnoceni, zda existuje vztah mezi nadmé&rnou
expresi proteinu SARP-1 a syntézou kolagenu, se testoval
Ucinek transfekce cDNA proteinu SARP-1 na aktivitu promotoru
kolagenu ve fibroblastech NIH3T3 transfekovanych reportni

konstrukci luciferdzy a promotorem Colla2.

Spole&nd transfekce cDNA proteinu SARP-1 s reportnim
plazmidem a promotorem kolagenu ukédzala, Ze protein SARP-1 je
schopen potladit z&kladni aktivitu promotoru kolagenu, ale

také zvySenou aktivitu promotoru kolagenu vyvolanou TGFR




(zobrazeno na obrazku ¢&. 9). Tyto vysledky naznacuji, Ze
genovy produkt SARP-1 se mlZe podilet na regulaci aktivity
promotoru kolagenu in vitro bud p¥imo nebo nep¥imo
prostfednictvim signdlnich Jjevl zprostfedkovanych proteinem

SARP-1.

Dal3i zpusob testovani uc¢inku SARP-1 na ukléddéni kolagenu
a/nebo jeho syntézy a/nebo vyludovani ve fibroblastech e
pridédni <&isténého proteinu SARP-1 do fibroblastovych kultur.
V jiném pFripadé se mohou expresivni vektory obsahujici cDNA
SARP-1 transfekovat do fibroblastd za Gclelem dosaZeni
dostatec&né vysoké koncentrace proteinu  SAP-1 v bunécné

kulture.

Jinou moZnosti je pfidat do kultury fibroblastl kultivacdni
médium ziskané z kultivace bunék exprimujicich protein SARP-1,
které se zahusti, aby se ziskala dostateéné vysokd koncentrace
proteinu SARP-1. V tomto experimentu je mozZné  pouZit
fibroblastové bun&&né linie nebo primarni fibroblasty ziskané
ze zdravych nebo nemocnych jedinch nebo z normdlni nebo nemoci
zasazené casti kliZze pacienta trpiciho onemocnénim

sklerodermie.

Syntéza kolagenu se mé&¥i in vitro v kultivovanych lidskych
fibroblastech za pouziti zachytového systému ELISA (protilatky
se ziskaly od firmy Southern Biotechnology Associates Inc.),
jak se popisuje v publikaci Shi-wen X., Denton C.P., McWhirter
A., Bou-Gharios G., Abraham D.J., du Bois R.M. and Black C.M.
(1997) Scleroderma lung fibroblasts exhibit elevated and
dysregulated collagen type I biosynthesis. Arthritis Rheum.
40, 1237-1244.

Priklad 8: Lidské koZni fibroblasty nadmé&rné exprimujici

protein SARP-1 nebo o$etfené rekombinantnim lidskym
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proteinem SARP-1 vykazuji zm&nénou expresi mRNA genl

spojovanych s patologii onemocnéni sklerodermie

Materidly a metody

Normalni 1lidské kozni (z predkozky) fibroblasty se
udr¥ovaly v médiu vhodném pro kultivaci fibroblastu (od firmy
Promocell). Fibroblasty se ofet¥ily rekombinantnim lidskym
proteinem SARP-1 Vv koncentraci 100 ng/ml po dobu 4 nebo 24
hodin v pfitomnosti nebo absenci 1lidského TGFBl. Bunky se
shroma?dily po aplikaci proteinu SARP-1 a izolovala se celkova

RNA za pouziti ¢&inidla TrizolTM (od firmy Life Technologies)

podle instrukci vyrobce. Sonda cCDNA znadend °>°P-dATP se
ptipravila z RNA, jak se popisuje shora v textu a
hybridizovala se s DNA lidskych cytokinl obsaZenou

v mikrosouboru gent na filtrech firmy R&D systems, Jak se

popisuje shora v textu.

Vysledky

A&koliv protein SARP-1 se na zalatku popisoval Jako
protein spojeny s apoptézou, Jjeho pfesnd funkce neni znama. Za
G&elem ziskat informace o uloze proteinu SARP-1 pIi onemocnéni
sklerodermie, se m&Fil U&inek o3etfeni lidskych koZnich
fibroblastt, které se pFfedem ofetfily TGFR a které napodobuji

sklerodermovy fenotyp, na expresi gent fibroblastu.

Tabulka ¢C. IV zobrazuje mRNA ovlivnénou o8etfenim
fibroblastd rekombinantnim proteinem SARP-1 po ptedchozi
stimulaci po dobu 4 hodin s TGFa, které se pouzily
k napodobeni sklerodermového fenotypu. Buhky se odetfovaly
proteinem SARP-1 po dobu 24 hodin. Za téchto podminek TGFa a
FGF 5 byly regulovany negativné. Pozorovala se zvy8ena exprese

endoglinu, coZ Je protein vizajici se na TGFRl, a zvySena
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exprese furinu, coZ je protedza spojend s aktivaci matricovych
metaloprotedz. Jina mRNA, u které se pozorovala negativni
regulace, byla TARC. Tento chemokin Jje spojovadn s pfesunem T
bunék, které se vyskytuji v kGzi, do =z&nétlivych mist. Je
proto mozZné, zZe aplikace proteinu SARP-1 mtZe mit
protizdnétlivé ucinky. Pozorovala se také pozitivni regulace
podjednotky mRNA TNFR1. Signifikance tohoto pozorovédni neni
jasnd, protoZe ve veédecké literatufe se objevuje rozpor, zda
TNF m& patogenni nebo ochranny G&inek p¥i onemocnéni

sklerodermie.

V jednom oddéleném experimentu (data nejsou uvedena) se
zkoumala regulace genl ve fibroblastech izolovanych z pacientt
trpicich onemocnénim sklerodermie v porovndni se zdravymi
kontrolnimi fibroblasty. Zjistilo se, Ze regulované geny
uvedené v tabulce ¢&. IV jsou regulované ve vzorcich zasaZenych
onemocnénim sklerodermie. Tyto geny, které Jjsou pozitivné
regulovany v pripadeé fibroblasta zasazenych onemocnénim
sklerodermie, jsou negativné regulovdny po expresi proteinu
SARP-1 ve shora uvedeném modelu a ty geny, které jsou
negativné regulované, byly ve shora popsaném modelu pozitivné
regulovadny po expresi proteinu SARP-1, coZ ukazuje, Ze protein
SARP-1 mlZe mit pozitivni G&inek na 1é¢bu onemocnéni

sklerodermie.

Tabulka ¢&¢. IV

pomér* oSetfeno TGFP |oSetfeno TGFB a gen
SARP-1
-1,6 1 346 830 FGF-5
-2, 788 297 andoglin
3,3 157 515 TNFRI
3,3 128 428 furin
-4,6 - 275 60 TGFo
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-4,7 164 34 TARC

*pom&r SARP-1/slepé stanoveni reprezentuje pomér oSetieno
TGFa+SARP-1/samotnym TGFo.
Zobrazené vysledky jsou zaloZeny na dvou nezavislych

experimentech.

P¥iklad 9: Odhad 0&inkl SARP-1 in vivo v my3im modelu

onemocnéni

Poskozeni plic vyvolané bleomycinem je prijatelny model
onemocnéni sklerodermie. Onemocnéni je vyvolané
intratrachedlni aplikaci bleomycinu (popisuje se v publikaci
Hattori N., Degen J.L., Sisson T.H., Liu H., Moore B.B.,
Pandrangi R.G., Simon R.H. and Drew A.F. (2000) Bleomycin
induced pulmonary fibrosis in fibrinogen null mice. J. Clin.
Invest. 106, 1341-135). U takto oSetfenych my3i se vyvine na
plicich za&n&tliva odezva (maximdlné& do 7 dni). Pak néasleduje
fibréza, jejiz vrchol nastavd okolo 14 dni po vyvolani. Tento
model se pouZil pro odhad u¢inku aplikace proteinu SARP-1 in
vivo na vyvoj fibrézy plic. Za UCelem produkce proteinu SARP-1
in vivo se pouZ?il systém zavadéni bunék (jsou to bunky NIH3T3

transfekované cDNA SARP-1 celé délky).
Metody
Lécba zvifrat

Fibréza plic se vyvolala u my3i (télesnd hmotnost 20 az 25
g) intratrachedlni aplikaci bleomycinu (0,075 10) ve
fyziologickém roztoku v den 1. My3i se rozdé&lily do Ctyr
oddé&lenych skupin, kdy kazda zahrnuje 10 jedinch. Jedné
skupiné se aplikovalo i.p. injekci 10° bunék  NIH3T3
transfekovanych SARP-1/cDNA3.1. Druhé skupin& se aplikovalo 10°
bund&k NIH3T3 transfekovanych pouze vektorem pcDNA3.1l. Treti




skupiné se aplikovalo 250 ug protildtek proti TGFB (Anti Pan
TGFB, od firmy Sigma, kat.&. T9429) a mys$im v posledni skupiné
se aplikoval fyziologicky roztok. VSechny my3i se usmrtily
v den 14 a plice se uloZily do formalinu a zalily se parafinem
za UCelem histologického zkouméni. Sekce plic se barvily
trichromem nebo pikro-siriusovou ¢erveni v pripadé
zviditelnéni kolagenu (popisuje se v publikaci Bancroft J.D.
and Stevens A. Theory and Practice of Histological Techniqgues.
Churchill Livingstone, England) a hodnotil se rozsah fibrézy

plic.
Transfekce bunék NIH3T3

Buiiky NIH3T3 se tranfekovaly SARP-1/pcDNA3:1 nebo pcDNA3.1
za pouziti <¢inidla Geneporter 2, jak se popisuje dfive
v textu. 24 hodin po transfekci se odstranilo kultivacdéni
médium a buniky se oSetfily fyziologickym roztokem pufrovanym
fosforecnanem (PBS), ktery obsahuje 1 mM EDTA po dobu 5 minut
pri teploté& 37 °C. Buifiky se jemné uvolnily od stény &krabkou
(od firmy Costar), centrifugovaly se po dobu 5 minut p¥i
teplot& 4 °C a znovu ~se resuspendovaly ve fyziologickém
roztoku odpovidajicimu Cistoté injek&niho pouziti

v koncentraci 107 bundk v jednom mililitru.
Vysledky
Protein SARP-1 chrdni proti fibréze plic vyvolané bleomycinem

U zvifat, kterym se aplikoval samotny bleomycin nebo slepé
transfekované bufiky NIH3T3, se vyvinula podstatnd fibréza plic
(neni publikovano). UvaZuje se, Ze TGFBl je jedno z klicovych
¢inidel, které Jjsou odpovédné =za patologické zmé&ny vedouci
k fibréze. UZ drfive se ukdzalo, Ze polyklondlni protilétky

proti TGFRl chrani proti vyvoji fibrézy plic, kdyZ se aplikuji




jako profylakce (popisuje se v publikaci Yamamoto T.S.,
Takagawa L., Katayama I. and Nishioka K. (1999) Anti-sclerotic
effect of transforming growth factor-O antibody ih a mouse
model of bleomycin induced scleroderma. Clin Immunol. 92, 6) a
také redukuje fibrézu kize v modelu GVHD onemocnéni
sklerodermie (popisuje se v publikaci McCormick LI, Zhang Y,
Tootell E, Gilliam AC J. Immunol. 163(10) 5693 (1999)). Z toho
divodu se uvedené protildtky v popsanych experimentech pouzily
jako pozitivni kontrola. U my3i, které se oSetfily proti TGFB
se nevyvinula rozsahld fibréza plic. Av3ak u my$i, kterym se
aplikovaly bunky transfekované SARP-1, se znateln& snizil
poc¢et fibrotickych 1ézi na plicich ve srovnani s my3mi
oSetfenymi samotnym bleomycinem nebo slep& transfekovanymi
bufikami. U&inek byl srovnatelny nebo dokonce lep&i s ucinkem

dosaZenym pri lécbé proti TGFB (data nejsou zobrazeny).

Histologickéd analyza plic ukazuje, Ze zvifata, kterym se
aplikoval protein SARP-1 vykazuji skoro normélni morfologii
plic s trochou =zanétlivého infiltrdtu a vét3inou s normalni
alveolarni architekturou. Tato morfologie se podobd morfologii
zvitat o3etfenych proti TGFR a dje v ostrém kontrastu
s normalni morfologii, kterou je moZné vidét u na plicich
zvifat oSet¥enych slepé transfekovanymi bufikami nebo u zvitat,
kterd nejsou dale 1lécena. V téchto dvou skupindch se
alveoldrni prostor naplnil bunéénym infiltratem a uklada se

kolagen (neni zobrazeno).

MnoZstvi fibrotickych 1ézi na plicich v réznych
experimentdlnich skupindch je zndzorn&no na obrazku ¢&. 10.
My3i oSetrené proteinem SARP-1 vykazuji podstatné niZ3i pocdet
lézi ve srovnadni s mySmi oSetfenymi fyziologickym roztokem

nebo protildtkami proti TGFB.




Aplikace bleomycinu mlZe vést ke zvySené Umrtnosti. Vedle
ochrannych uc¢inkl proteinu SARP-1 va&i fibréze plic je nutné
také zminit, Ze 1lécbu pfeZil vétSi pocet my3i (8 z 10 mySi) ve
srovnani s my3mi, kterym se aplikoval fyziologicky roztok (6 z
10 my3i), a s mysSmi, kterym se aplikovala lécba proti TGFBR (4
my$i z 10) a s my3mi oSetfenymi slepé transfekovanymi buiikami
(3 my8i =z 10). Proto 1lécba proteinem SARP-1 dokonce chrani
pred smrti, coZ naznacuje, Ze léc&ba proteinem SARP-1 Jje jasné
vhodnéj3i ve srovnadni s anti-TGFR 1écbou p¥i  uvedeném

usporadani testu.

V tomto in vivo modelu onemocnéni sklerodermie se

demonstrovaly vyhodné uc¢inky proteinu SARP-1.

Za Ulelem testovéni u¢inku proteinu SARP-1 se mohou pouZit
dal3i modely in vivo, Jjako je my$i model sklerodermatozni Stép
versus onemocnéni hostitele (Scl GVHD). Tento model vykazuje
dlileZité rysy onemocnéni sklerodermie, které zahrnuji zbytnéni
ktZe, fibrdzu plic a pozitivni regulaci mRNA koZniho kolagenu,
kterému predchazi infiltrace monocytd, a pozitivni regulaci
mRNA koZniho TGFRl. Model se popisuje v publikaci McCormick
LL, Zhang Y, Tootell E, Gilliam AC J. Immunol. 163(10) 5693
(1999)).

P¥iklad 10: Systémové zavadéni SARP-1 intramuskuldrni injekci

DNA expresivniho plazmidu

Za U&elem demonstrovat ochranou Glohu  SARP-1 prfi
onemocné&ni sklerodermie, se my$8i transfekovaly in vivo
plazmidem, ktery kéduje cDNA mySiho SARP-1, a porovnavaji se
s my3mi transfekovanymi samotnym plazmidem, pficemZ slouZi

jako kontroly.




Plazmidy se zavedly injekci do obou holenich kranidlnich
svalt my3i, kterym se aplikovala anesteze (popisuje se
v publikaci Dimmeler S, Haendelér J, Galle J, Zeiher AM.
Oxidized low-density lipoprotein induces apoptosis of human
endothelial cells by activation of CPP32-like proteases. A
mechanistic clue to the 'response to injury' hypothesis.
Circulation 1997;95:1760-3 a Mir 1M, Bureau MF, Gehl J,
Rangara R, Rouy D, Caillaud JM, Dellere P, Branellec D,
Schwartz B, Scherman D. High efficiency gene transfer into
skeletal muscle mediated by electric pulses. Proc Natl Acad
Sci USA 1999; 96:4262-7). Transkutdnni elektrické dimpulzy (8
elektrickych pulzd o intenzité 200 V/cm, doba trvani 20
milisekund pri frekvenci 2 Hz) se zavedly pomoci
elektropulzétoru PS-15 za pouziti dvou ocelovych destickovych

elektrod umisténych 4,2 aZz 5,3 mm od kaZdého mista koncdetiny.

Pak u zvitat transfekovanych SARP-1 a slepé
transfekovanych zvirat vzniké fibréza plic vyvolana
bleomycinem, jak se popisuje dfive v textu, a vyviji se také

onemocnéni sklerodermie.




Seznam sekvenci

(2)

(i1)

(x1)

gccaagcttce
60

cactgcthc
120

aagcgcagca
180

cagaacatgc
240

gccggegett
300

tgctcgetet
360

tcgectctgeg
420

tggcccgaca
480

gctagcagcg
540

aaaaataaaa
600

ctgaaaataa
660

(vi)

(A)

ccacgatgct
tgggctcgge
attgcaagcc
ggctgcccaa
ggatcccgct
tcgecececegt
tgcaggtgaa
fgcttgagtg
accacctcct
atgatgatga

aagtgaagga

Informace o SEQ ID NO:
(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 912 péaru bazi

TYP:

nukleova kyselina

DRUH RETEZCE:

TOPOLOGIE: linedrni

ORGANIZMUS:

Popis sekvence:

gcagggccct

gcgcgggcetce

catcccggcce

cctgctgggce

ggtcatgaag

ctgcctcgat

ggaccgetgce

cgaccgtttc

gccagccacce

caacgacata

gataacctac

DRUH MOLEKULY: DNA
PUVODNI ZDROJ:

jednotetézcova

Homo sapiens

SEQ ID NO:

ggctcgetge

ttcctectttg

aacctgcagc

cacgagacca

cagtgccacc

gacctagacg

gccecggtcea

ccccaggaca

gaggaagctc

atggaaacgc

atcaaccgag

tgctgctctt

gccagcccga

tgtgccacgg

tgaaggaggt

cggacaccaa

agaccatcca

tgtccgectt

acgacctttg

caaaggtatg

tttgtaazaaa

ataccaaaat

cctcgectceg
cttctcctac
catcgaatac
gctggagcag
gaagttcctg
gccatgccac
cggcttecece
catcccectce
tgaagcctgce
tgattttgca

catcctggag.




accaagagca agaccattta caagctgaac ggtgtgtcdg aaagggacct gaagaaatcg
720 ' v '

i

gtgctgtggc tcaaagacag cttgcagtgc acctgtgégg agatgaacga catcaacgcg
780 '

ccctatctgg tcatgggaca gaaacagggt.ggggagctgg tgatcacctc ggtgaagcgg
840

tggcagaagdd ggcagagagé gttcaagcgce éfct;ccgca gcatccgcaavgctgcagtgc
900 -

tagctcgagc gc
912

(2) Informace o SEQ ID NO: 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 295 aminokyselinovych zbytku
(B) TYP: aminokyselinova
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: protein

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

Met Leu Gln Gly Pro Gly Ser Leu Leu Leu Leu Phe Leu Ala Ser His
Cys Cys Leu Gly Ser Ala Arg Gly Leu Phe Leu Phe Gly Gln Pro Asp
20 25 ' 30

Phe Ser Tyr Lys Arg Ser Asn Cys Lys Pro Ile Pro Ala Asn Leu Gln
35 40 - 45

Leu Cys His Gly Ile Glu Tyr Gln Asn Met Arg Leu Pro Asn Leu Leu
50 55 60

Gly His Glu Thr Met Lys Glu Val Leu Glu Gln Ala Gly Ala Trp Ile
65 70 _ 75 . 80

Pro Leu Val Met Lys Gln Cys His Pro Asp Thr Lys Lys Phe Leu Cys
85 90 95

'Ser Leu Phe Ala Pro Val Cys Leu -Asp Asp Leu Asp Glu Thr Ile Gln
100 105 110




Pro Cys His

115

Met Ser Ala

130

Phe Pro Gln

145

Leu Leu

Asn Lys

Asp Phe

Thr
210

Asp

Asn
225

Gly

Asp Ser

Tyr Leu
Val Lys

Ile
290

Ser

Pro

Asn

Ala

195

Lys

Val

Leu

Val

Arg

275

Arg

Ser

Phe

Asp

Ala
Asp
180
Leu
Ile
Ser
Gln
Met
260

Trp

Lys

Leu Cys Val Gln Val Lys Asp Arg

Gly Phe

Asn Asp
150

Thr Glu
165

Asp Asp
Lys Ile
Ile Leu
Glu Axrg

230
Cys Thr
245
Gly Gln

Gln Lys

Leu Gln

120

Pro Trp Pro Asp Met Leu

135

140

Leu Cys Ile Pro Leu Ala

Glu 2la Pro

Ile
185

Asn Asp

vVal
200

Lys Lys

Glu Thr

215

Lys

Asp Leu

Cys Glu Glu

Gln Gly

265

Lys

Gln
280

Gly Arg

Cys
295

155

Lys Val
170

Met Glu

Glu Ile
Serxr

Lys

Ser
235

Lys

Met
250

Asn
Gly Glu

Glu

Phe

Cys

Thr

Thr

Thr

220

vVal

Asp

Leu

Lys

(YL X)
sebe
-

[ X N 4

Cys Ala Pro Vval

125

Glu Cys Asp Arg

Ser Ser Asp His

Glu Ala

Leu

190
Tyr Ile
205

Ile Tyr

Leu Trp

Ile Asn

val Ile

270
Arg TIle
285

Cys

160

Cys Lys
175

Lys Asn

Asn Arg

Lys Leu

Lys
240
Pro
Ser

Ser Arg




(2) Informace o SEQ ID NO: 3:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 parh bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoteté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

gccaagcttc ccacgatgct gcagggccct
30
(2) Informace o SEQ ID NO: 4:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 paru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:
gcgctcgégc tagcactgca gcttgeggat
30
(2) Informace o SEQ ID NO: 5:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 295 aminokyselinovych zbytka
(B) TYP: aminokyselinova
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(1i1i) DRUH MOLEKULY: protein
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Mus musculus




(x1)

Met Pro Arg
Cys Cys Leu
Phe Ser.Tyr

35

Leu Cys His
50

Gly His Glu
65

Pro Leu Val
Ser Leu Phe

Pro Cys His
115

Met Ser Ala
130

Phe Pro Gln
145 :

Leu Leu Pro
Thr Lys Asn

Asp Phe Ala
195

Asp Thr Lys
210

Asn Gly Val
225

Asp Ser Leu

Tyr Leu Val

Popis sekvence:

Gly

Gly

20

Lys

Gly

Thx

Met

Ala

100

Ser

Phe

Asp

Ala

Glu

180

Leu

Iie

Ser

Gln

Met

Pro
Ser
Arg
Ile
Met
Lys
85

Pro
Leu
Gly
Asn
Thr
165
Asp
Lys
Tle

Glu

Cys
245

Gly

Ala
Ala
Ser
Glu
Lys
70

Gln
Val
Cys
Phe
Asp
150
Glu
Asp
Ile
Leu
Arg
230

Thr

Gln

Ser
Arg
Asn
Tyx
55

Glu
Cys
Cys
Val
Pro
135
Leu
Glu
Asn
LYS
Glu
215
Asp

Cys

Lys

62

SEQ ID NO: 5:

Leu

Gly

Cys

40

Gln

Val

His

Leu

Gln

120

Trp

Cys

Ala

Asp

Val

200

Thr

Leu

Glu

Gln

Leu

Leu

25

Lys

Asn

Leu

Pro

Asp

105

Val

Pro

Ile

Pro

Ile

185

Lys
iys
Lys
Glu

Gly

Leu
10

Phe
Pro
Met
Glu
Asp
90

Asp

Lys

Pro
Lys
170
Met
Glu
Ser
Lys
Met

250

Gly

Leu
Leu
Ile
Arg
Gln
75

Thr

Leu

Met
Leu
155
Val
Glu
Ile
Lys
Ser
235

Asn

Glu

Val
Phe
Pro
Leu
60

Ala

Lys

Leu
140

Ala

Thr
Thr
Thr
220
Val

Asp

Leu

Leu

Gly

Ala

45

Pro

Gly

Lys

Glu

Cys

125

Glu

Ser

Glu

Leu

Tyx
205
Ile
Leu

Ile

vVal

Ala

Gln

30

Asn

Asn

Ala

Phe

Thr

110

Ala

Cys

Sexr

Ala

Cys

190

Ile

Tyr

Trp

Asn

Ile

Ser
15
Pro
Leu
Leu
Trp
Leu
95
Ile
Pro
Asp
Asp
Cys
175
Lys
Asn
Lys
Leu
Ala

255

Thr

His
Asp
Gln
Leu
Ile |
80
Cys

Gln
vVal
Arg
His
160
Lys
Asn
Arg
Leu
Lys
240

Pro

Ser
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260 265 ‘ 270
Arg Ile Ser Arg

Glu Phe Lys
S 285

val Lys Arg Trp Gln Lys Gly Gln Arg
275 280

Ser Ile Arg Lys Leu Gln Cys
. 290 295




Pouziti latky,

tim iniciuje jeho signalizaci,

64
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PATENTOVE NAROKY

nebo latky,

(XXX ]
L

*0

v o

e LA X ]

L
[
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kterd se vaZe na receptor lidského SARP-1 a

kterid stimuluje

uvolné&ni nebo zesiluje aktivitu endogenniho SARP-1, prfi
vyrob& 1éclebného prostfedku pro 1lé¢bu a/nebo prevenci
onemocnéni sklerodermie.

Pouziti 1l4atky vybrané ze skupiny obsahujici:

zraly protein SARP-1

polypeptid obsahujici sekvenci SEQ ID NO: 2,

polypeptid obsahujici aminokyseliny 21 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

polypeptid obsahujici aminokyseliny 24 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

polypeptid obsahujici aminokyseliny 25 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

polypeptid obsahujici aminokyseliny 26 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

polypeptid obsahujici aminokyseliny 27 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

polypeptid obsahujici aminokyseliny 28 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2, »

polypeptid obsahujici aminokyseliny 37 aZ 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,

mutein popsany v libovolném odstavci @ a) az 1), kde

aminokyselinovd sekvence vykazuje alespon 40

nebo 60 %

o

(¢}

nebo 70

%

o

nebo 80

nebo 90

o

=]

jednou sekvenci uvedenou v odstavci a) az i),

mutein popsany v libovolném odstavci a)

az 1i),

o

o

nebo 50 %

shodu s alespon

ktery Je

kédovan sekvenci DNA, kterd hybridizuje s uplnou pfirozenou

sekvenci

DNA uvedenou

v odstavci

a)

az

i)

za

p¥isnych podminek nebo za velmi pfisnych podminek,

stredné
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mutein popsany Vv libovolném odstaveci a) aZz i), kde
libovolné zmény v aminokyselinové sekvenci jsou

konzervativni aminokyselinové substituce aminokyselinovych
sekvenci uvedenych v odstavci a) aZ 1),

sl nebo izoforma, fuzovany protein, funk&ni derivat,
aktivni frakce nebo cirkuldrné permutovany derivéat
libovolné latky popsané v odstavci a) az 1),

pfi vyrobé& 1lécebného prostredku pro lécbu a/nebo prevenci

onemocnéni sklerodermie.

. Pouziti podle ndroku 1 nebo 2, kde latka je glykosylované

v jednom nebo vice mist.

. PouZziti podle libovolného z pfedchozich néroku, kde fuzovany

protein obsahuje flzi imunoglobulinu (Ig).

. Pouziti podle 1libovolného 1z narokd 2 az 4, kde funkéni

derivat obsahuje alespofl jednu Cast zachycenou na jedné nebo
vice funk&nich skupindch, které se vyskytuji jako jeden nebo

vice vedlejdich Fetézcl na aminokyselinovych zbytcich.

. Pouziti podle néaroku 5, kde uvedenou Casti je polyetylenova

cast.

. Pouziti molekuly nukleové kyseliny pf¥i vyrobé lécebného

prostfedku pro 1échbu a/nebo prevenci onemocnéni
sklerodermie, kde molekula nukleové kyseliny obsahuje
sekvenci nukleové kyseliny kdédujici polypeptid obsahujici
aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny obsahujici
zraly protein SARP-1

polypeptid obsahujici sekvenci SEQ ID NO: 2,

polypeptid obsahujici aminokyseliny 21 az 295 sekvence SEQ
ID NO: 2,
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d) polypeptid obsahujici aminokyseliny 24 aZ 295 sekvence SEQ

ID NO: 2,

e) polypeptid obsahujici aminokyseliny 25 az 295 sekvence SEQ

ID NO: 2,

f) polypeptid obsahujici aminokyseliny 26 aZ 295 sekvence SEQ

ID NO: 2,

g) polypeptid obsahujici aminokyseliny 27 az 295 sekvence SEQ

ID NO: 2,

h) polypeptid obsahujici aminokyseliny 28 az 295 sekvence SEQ

ID NO: 2,

i) polypeptid obsahujici aminokyseliny 37 aZ 295 sekvence SEQ

ID NO: 2,

j) mutein popsany Vv libovolném odstavci @ a) az 1), kde

O o

aminokyselinova sekvence vykazuje alespoii 40 % nebo 50 %
nebo 60 % nebo 70 % nebo 80 % nebo 90 % shody s alespoil

jednou sekvenci uvedenou v odstavci a) az i),

k) mutein popsany v libovolném odstavci a) aZz 1), ktery Je

kédovan sekvenci DNA, kterd hybridizuje s Uplnou pfirozenou
sekvenci DNA uvedenou v odstavci a) aZz i) za stfedné

pfisnych nebo za velmi pfisnych podminek,

1) mutein popsany v libovolném odstavci a) aZ 1), kde libovolné

zmény v aminokyselinové sekvenci jsou konzervativni
aminokyselinové substituce aminokyselinovych sekvenci
uvedenych v odstavci a) aZ j),

izoforma, fuzovany protein nebo aktivni frakce libovolné

latky popsané v odstavci a) az 1).

. Pou?iti vektoru, ktery obsahuje molekulu nukleové kyseliny

podle naroku 7, pro vyrobu léCebného prostredku pro 1écbu

a/nebo prevenci onemocnéni sklerodermie.

. Pouziti podle naroku 8, kde vektor je expresivni vektor.
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10. Pouziti podle n&roku 8 nebo 9, kde vektor je vektorem pro

genovou terapii.

11. PouZiti vektoru vhodného pro vyvolani a/nebo zesileni
endogenni produkce polypeptidu podle libovolného z néroka 1

nebo 2 v bufice pro pfipravu lé&ebného prostfedku pro 1écbu

-
a/nebo prevencil onemocnéni sklerodermie.

12. PouZiti bufiky obsahujici vektor podle libovolného z naroki

N 8 a¥ 11 pro pripravu lé&ebného prostfedku pro 1lécbu a/nebo

prevenci onemocnéni sklerodermie.

13. PouZiti buifiky exprimujici latku podle libovolného z narokul
1 a? 4 pro vyrobu léZebného prostfedku pro 1éCbu a/nebo

prevenci onemocnéni sklerodermie.

14. PouZiti  bunky, kterd se geneticky upravila, aby
produkovala polypeptid podle néaroku 1 az 4, pro vyrobu

lé&ebného prostfedku pro 1lé&bu a/nebo prevenci onemocnéni

sklerodermie.

15. PouZiti podle libovolného z ndrokd 1 aZ 14, kde onemocnéni

sklerodermie je systemickd sklerdza.

16. PouZiti podle libovolného =z narokl 1 az 15, kde 1léCebny
prostfedek dale obsahuje interferon pro soucasné, nasledné

nebo odd&lené pouZiti.
17. PouZiti podle ndroku 16, kde interferonem je interferon f.
18. PouZiti podle libovolného =z narokl 1 az 17, kde 1lécebny

prost¥edek dale obsahuje antagonistu faktoru nekrotizujici

néddor (TNF) pro soucasné, nasledné nebo odd€lené pouZiti.
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19. Pouziti podle naroku 18, kde antagonista TNF 3je TBPI
a/nebo TBPII.

20. PouzZiti podle libovolného z narokd 1 az 19, kde 1lécebny
prostfedek dale zahrnuje <&inidlo pusobici proti onemocnéni

sklerodermie, pro soucasné, nasledné nebo oddélené pouZiti.

21. Pouziti podle né&roku 20, kde <cinidlo plisobici proti
onemocnéni sklerodermie se vybralo ze skupiny zahrnujici
inhibitory ACE, blokdtory vapnikovych kandlu, inhibitory
protonové pumpy, NSAID, COX-inhibitory, kortikosteroidy,
tetracyklin, pentoxifylin, bucillamin, inhibitory
geranylgeranylové transferdzy, rotterlin, inhibitory prolyl-
4-hydroxyldzy, inhibitory c-proteindzy, inhibitory 1lyzyl-
oxidazy, relaxin, halofuginon, prostaglandiny,
prostacykliny, endotelin-1, oxid dusnaty, inhibitory

angiotensinu II a anti-oxidanty.

22. Farmaceuticky prostredek, vyznadc¢uijici
s e t im, Z e obsahuje vektor obsahujici molekulu
nukleové kyseliny 1libovolného z narokd 7 aZz 11 spolu
s jednim nebo vice farmaceuticky p¥ijatelnymi nosici,
fedidly nebo ekcipienty pro léc&bu a/nebo prevenci onemocnéni

sklerodermie, zv148té& systemické sklerdzy.

23. Farmaceuticky prosttedek, vyznacuijilci
s e t im % e obsahuje bunku exprimujici polypeptid podle
libovolného =z nadrokd 1 aZ 4 spolu s jednim nebo vice
farmaceuticky prijatelnych nosiZd, fedidel nebo ekcipientd
pro lé&bu a/nebo prevenci onemocnéni sklerodermie, zvlaste

systemické sklerdzy.

24. Farmaceuticky prosttedek, vyznadc¢uijicil

s e tim, ¥ e obsahuje létku podle libovolného z narokd 1




25.

26.

27.

28.

29.
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a? 6 v kombinaci s &inidlem, které pusobi proti onemocnéni
sklerodermie, vybranym ze skupiny zahrnujici inhibitory ACE,
blokadtory véapnikovych kandld, inhibitory protonové pumpy,
NSAID, COX-inhibitory, kortikosteroidy, tetracyklin,
pentoxifylin, bucillamin, inhibitory geranylgeranylové
transferazy, rotterlin, inhibitory prolyl-4-hydroxylazy,
inhibitory c-proteinazy, inhibitory lyzyl-oxidazy, relaxin,
halofuginon, prostaglandiny, prostacykliny, endotelin-1,

oxid dusnaty, inhibitory angiotensinu II a anti-oxidanty.

Zplisob 1é&by a/nebo prevence onemocnéni sklerodermie,
zv1asté systemické sklerédzy vyznadcuijici
s e tim, > e zahrnuje aplikaci pacientovi, ktery to

potfebuje, G&inného mnoZstvi  latky podle libovolného

7z narok 1 aZ 6 spolu s farmaceuticky p¥ijatelnym nosicem.

Zpisob 1é&by a/nebo prevence onemocnéni sklerodermie,
zv1asté systemické sklerdzy, vyznadcuijici
s e tinm, % e zahrnuje aplikaci pacientovi, ktery to

potfebuje, farmaceutického prost¥fedku podle libovolného

z naroka 22 azZ 24.

Zptisob podle nadroku 25 nebo 26, vy zmnacu jici
s e tim, 7 e latka nebo farmaceuticky prostfedek se

aplikuje systémove.

Zpusob podle libovolného z naroka 25 nebo 27,
vyznac¢uijici s e tim, Z e latka nebo
farmaceuticky prostredek se aplikuje intramuskuldrni
injekci.

Zpusob podle libovolného z narokl 25 nebo 28
vyznadc¢uijici se tim, Z e latka nebo

farmaceuticky prostfedek se aplikuje inhalaci.
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GCCAAGCTTCCCACGATGCTGCAGGGCCCTGGCTCGCTGCTGCTGCTCTTCCTCGCCTCG
1 —mmm Nttt fmmm e o -~+ 60
CGGTTCGAAGGGTGCTACGACGTCCCGGGACCGAGCGACGACGACGAGAAGGAGCGGAGC

MLQGPGSLLLLFLAS-

ACTGCTGCCTGGGCTCGGCGCGCGGGCTCTTCCTCTTTGGCCAGCCCGACTTCTCCTAC
R e o B + 120
GTGACGACGGACCCGAGCCGCGCGCCCGAGAAGGAGAAACCGGTCGGGCTGAAGAGGATG

HCCLG%SARGLFLFGQPDFSY—

AAGCGCAGCAATTGCAAGcCCATcCCGGCCAACCTGCAGCTGTGCCACGGCATCGAATAC
121 —mm—mmm——pm e + fmm o e + 180
TTCGCGTCGTTAACGTTCGGGTAGGGCCGGTTGGACGTCGACACGGTGCCGTAGCTTATG

KRSNCKPIPANLQLCHGIE}(’—

CAGAACATGCGGCTGCCCAACCTGCTGGGCCACGAGACCATGAAGGAGGTGCTGGAGCAG
18] ——mmm——m—Fmmm o= + —4- ———+ 240
GTCTTGTACGCCGACGGGTTGGACGACCCGGTGCTCTGGTACTTCCTCCACGACCTCGTC

QNMRLPNLLGHETMKEVLE-Q—

GCCGGCGCTTGGATCCCGCTGGTCATGAAGCAGTGCCACCCGGACACCAAGAAGTTCCTG .
241 —mmmmmmm b= e ——+ 300 .
CGGCCGCGAACCTAGGGCGACCAGTACTTCGTCACGGTGGGCCTGTGGTTCTTCAAGGAC :

AGAWIPLVMKQCHPDTKKFL‘

TGCT CGCTCTTCGCCCCCGTCTGCCTCGATGACCTAGACGAGACCATCCAGCCATGCCAC
301 -—+ -—+ 360
ACGAG CGAGAAGCGGGGGCAGAC GGAGCTACTGuATCT GCTCTGGTAGGTCGGTACGGTG

CSLE‘APVCLDDLDETIQPCH—

'I‘CGCTCTGCGTGCAGGTGAAGGACCGCTGCGCCCCGGTCATGTCCGCCTTCGGCTTCCCC
361 - - - -t + 420
AGCGAGACGCACGTCCACTTCCTGGCGACGCGGGGCCAGTACAGGCGGAAGCCGAAGGGG

s L ¢ VoV KDRTCHAEPRYVMNMS A F G F P -

: TGGCCCGACATGCTTGAGTGCGACCGTTTCCCCCAGGACAACGACCTTTGCATCCCCCTC
42] —mmmmmmm e m e fommmm e +- e + 480
ACCGGGCTGTACGAACTCACGCTGGCAAAGGGGGTCCTGTTGCTGGAAACGTAGGGGGAG

WPDMLECDRFPQDNDLCIPL—

GCTAGCAGCGACCACCTCCTGCCAGCCACCGAGGAAGCTCCAAAGGTATGTGAAGCCTGC
481 ————-- +- + 540
CGATCGTCGCTGGTGGAGGACGGTCGGTGGCTCCTTCGAGGTTTCCATACACTTCGGACG

ASSDHLLPATEEAPKVCEAC—

bbr. 5A
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AAAAA’I‘AAAAAT GATGATGACAACGACATAATGGAAACGCTTTGTAAAAATGATTTTGCA
541 --—— i + - -+ 600
TTTTTATTTTTACTACTACTGTTGCTG'I‘ATTACCTTTGCGAAACATTTTTACTAAAACGT

KNKNDDDNDIMETLCKNDFA»-

CTGAAAATAAAAGTGAAGGAGATAACCTACATCAACCGAGATACCAAAATCATCCTGGAG
601 =mmm—————m b o e e e e o e e e e e + 660
GACTTTTATTTTCACTTCCTCTATTGGATGTAGTTGGCTCTATGGTTTTAGTAGGACCTC

LKIKVKEITYINRDTKIILE—

ACCAAGAGCAAGAC CA'I‘TTACAAGCTGAACGGTGTGTCCGAAAGGGACCTGAAGAAATCG
661 - + 720
TGGTTCTCGTTCT GGTAAATGTTCGACTTGCCACACAGGCTTTCCCTGGACTTCTTTAGC

TKSKTIYKLNGVSERDLKKS"

GTGCTGTGGCTCAAAGACAGCTTGCAGTGCACCTGTGAGGAGATGAACGACATCAACGCG
721 ——- ——+ 180
CACGACACCGAGTTTCTGTCGAACGTCACGTGGACACT CCTCTACTTGCTGTAGTTGCGC

VLWLKDSLQCTCEEMNDINA-

CCCTATCTGGTCATGGGACAGAAACAGGGTGGGGAGCTGGTGATCACCTCGGTGAAGCGG
781 + 840
GGGATAGACCAGTACCCTGTCTTTGTCCCACCCCTCGACCACTAGTGGAGCCACTTCGCC .

PYLVMGQKQGGELVITSVKR—-

TGGCAGAAGGGGCAGAGAGAGTTCAAGCGCATCTCCCG CAGCAT CCGCAAGCTGCAGTGC
841 -t - + 900
ACCGTCTTCCCCGTCTCTCTCAAGTTCGCGTAGAGGGCGTCGTAGGCGTTCGACGTCACG

WQKGQREFKRISRSIRKLQC—'
TAGCTCGAGCGC

901 =—mmmmm=m= +em 912
ATCGAGCTCGCG

Obr. 5B
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HUMAN - MLGGPESLLLLELASHCCLGS ARGLFLFGQPDFSYKRSNCKPTPANLOLCHGIEYONMEL
MOUSE M?'.BGPI;\SLLLLMLASHCCLGSARGLE’LFGQPDFSYKRSNCKPI PANLOLCHGIEYONMRL
* _** L2384 *********’***************7\-*********************** '
HUMAN  PNLLGHETMKEVLEQAGAWI PLVMKQCHPDTKKFLCSLFAPVCLDDLDETIQPCHSLCVO
MOUSE PNLLGHETMKEVLEQAGAWIPLVMKQCHPDTKKFLCS LEAPVCLDDLDETIQPCHSLCVOQ
************************************************************
HUMAN VKDRCAPVMSBFGFPWPDMLECDRFPQDNDLCIPLASSDHLLPATEERR KVCEACKNKND
MOUSE VKDRGAPVMSAFGEPWPDMLECDREPQDNDLCIPLASSDHLLPATEEAR KVCEACKTKNE

********************************************************-**.

DDNDIMETLCKNDFALKI KVKEITYINRDTKIILETKSKTI YKLNGVSERDLKKSVLWLR

HUMAN

MOUSE DDNDIMETLCKNDFALKIKVIG‘JITYINRDTKI ILETKSKTIYKLNGVS ERDLKKSVLWLK
y **********************************l**************************

HUMAN DSLQCTCEEMNDINAPYLVMGQKQGGELVITSVKRWQKGQREFK.RI SRSIRKLQC

MOUSE DSLQCT CEEMNDINAPYLVMGQKQGGELVITSVKRWQKGQREFKRI SRSIRKLQC

***************************t***************************

Opr. 6
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relativni luminiscence
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