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Farmaceutické prostfedky a zpusoby jejich pouZiti pii fizeni
aktivit SFRP pii tvorbé kosti u savcll. SFRP jsou sekrenované
receptory pro proteiny Wnt, které jsou duleZité polypeptidové
ristové faktory regulujici zakladni biologické procesy jako je
polarita tkéni, embryonalni vyvoj a tumorogeneze. SFRP byl
izolovan v buiikach lidskych osteoblastl a identifikovan jako
SFRP-1 (znamy jako SARP 2), a bylo ukazano, Ze je
regulovan v buiikach hOB osteogennimi prostredky v
zavislosti na diferenciaci a reguluje délku Zivota
osteoblastli/preosteocyti.
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Farmaceuticky prostfedek s ohbsahem sekrenovany

proteint pfibuznych s proteiny frizzled

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka prostfedkl a zpusobl regulace
aktivity pfi tvorbé kosti. Pfedkladany vynalez se zvlasté tyka zplusobu
a farmaceutickych prostfedkl pro regulaci aktivity pfi tvorbé kosti
pomoci sekrenovanych proteind pfibuznych s proteiny frizzled
(secreted frizzled related protein, SFRP), odvozenych od bunééné linie
osteoblastl, jejich Casti, stejné jako protilatek a nukleovych kyselin

vetné kodujicich fetézcl na jejich zaklade.

Dosavadni stav techniky

Téma regulace tvorby kosti a onemocnéni souvisejicich s kostmi
se v posledni dobé dostava stale vétsi pozornosti, napfiklad v oblasti
onemocnéni Zen, kde se vyzkum zvlasté soustiedil na onemocneéni
souvisejici s kostmi, osteoporozu. V pribéhu Zivota dochazi k trvalému
remodelovani skeletalni kosti. Pfi tomto remodelovani existuje kiehka
rovnovaha mezi tvorbou kosti prostfednictvim osteoblastd a naslednou

resorpci kosti pisobenim osteoklastl.

Jako normalni soucast procesu starnuti podléha kostni matrice
rznym strukturnim zménam, jejichz povaha stale jeSté neni zcela
objasnéna. Vétdina studii tykajicich se zmén v lidské Kkosti
souvisejicich s vékem byla zaméfena na objasnéni kostnich zmén na
morfologické Urovni nebo kvantitativnim porovnavani rychlosti kostniho
Gbytku. ldentifikace mechanism(, které se u&astni onemocnéni kosti,
je klicova pro porozuméni fyziologii kosti a onemocnénim kosti. Byla
identifikovana a klonovana cela fada gend a skupin genu a jimi

kddovanych polypeptidd, které se ucastni regulace kostnich bunék,

A .Zoa,z - %a3



10

15

20

25

30

2. .

avéak jejich funkce nebyly upliné objasnény v disledku komplexnosti

biochemickych pochodi pfi tvorbé kosti.

Skupina gent Wnt

Jednou skupinou genll a jimi kédovanych proteinl, které maji
dalezitou dlohu pfi regulaci vyvoje bun&k, je skupina glykoproteinG
Wnt. Proteiny Wnt jsou proteiny ze skupiny ristovych faktorl, ktera je
tvofena vice neZ tuctem strukturné pfibuznych molekul, které se
utastni regulace a zakladnich biologickych procesl jako je apoptoza,
embryogeneze, organogeneze, morfogeneze a tumorogeneze
(souhrnny ¢&lanek viz Nusse a Varmus, 1992, Cell 69: 1073 - 1087).
Tyto polypeptidy maji vice funkci a maji podobné biologické ucinky
jako jiné sekreéni proteiny jako je transformujici ristovy faktor (TGF)-
B, ristové faktory fibroblasti (FGF), nervovy rlstovy faktor (NGF)
a proteiny morfogeneze kosti (BMP). Jeden protein ze skupiny
ristového faktoru Wnt nazavany Wnt-x je preferenéné exprimovan
v kostni tkani a bufikach odvozenych od kosti, a zda se, Ze se ugastni
pfi zachovavani fenotypu zralych osteoblastl (bunék tvoficich kosti)
(PTC/US 94/1408; WO 95/17416).

Skupina proteinl frizzled

Nékteré studie ukazuji na to, Ze urcité proteiny Wnt interaguji se
skupinou protein(i nazyvanych ,frizzled", které plsobi jako receptory
pro proteiny Wnt nebo jako slozky komplexu receptoru Wnt (souhrn viz
Moon a dal§i, 1997, Cell 88: 725 - 728 a Barth a dal$i, 1997, Curr.
Opin. Cell Biol. 9: 683 - 690). Proteiny frizzled obsahuji
aminokoncovou signalni sekvenci pro sekreci, doménu bohatou na
cystein (CRD), o které se pfedpoklada, Ze se vaZze na Wnt, sedm
domnélych transmembranovych domén, které napodobuji receptor

vazany na G-protein a cytoplasmaticky karboxylovy konec.
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Objev prvniho sekrenovaného proteinu pfibuzného s proteiny
frizzled (SFRP) byl ohladen autory Hoang a dalsi, 1996, J. Biol. Chem.
271: 26131 - 26237. Tento protein, ktery byl nazvan ,Frzb® (od
frizzled motif in bone development®), byl vycistén a klonovan z
extraktéi hovézi kloubni chrupavky na zakladé své schopnosti
stimulovat chondrogenni aktivitu in vivo u krys. Byl take klonovan
homolog bovinniho genu. Na rozdil od proteinu frizzled véak Frzb
neobsahoval zakroucenou (serpentine) transmembranovou doménu.
Zdalo se tedy, ze novy &len skupiny frizzled je sekrenovany receptor
pro Wnt. Frzb cDNA kodovala protein o délce 325 aminokyselin/36 000
Da a byla pfevazné exprimovana kostre kondetin. Nejvys§si mira
exprese byla zaznamenana u vyvijejicich se dlouhych kosti a
odpovidala epifyzalnim chondroblastim; exprese potom klesala a

vymizela smérem k centrim osifikace.

Posledni studie ukazuji, Ze proteiny SFRP se ucastni pfi
apoptdze, a nékteré SFRP tedy byly identifikovany jako ,SARP* tj.
sekrenované proteiny souvisejici s apoptézou. V posledni dobé byly
také identifikovany dal$i latky ze skupiny SFRP, u kterych bylo
ukazano, e maji antagonistické GcCinky na pusobeni Wnt.
V soudasnosti je znamo alespoil pét lidskych genll SFRP/SARP:
SFRP-1/FrzA/FRP-1/SARP-2, SFRP-2/SDF-5/SARP-1, SFRP-
3/FrzB/Fritz, SFRP-4 a SFRP-5/SARP-3 (Leimeister a dalsi, 1998,

Mechanisms of Development 75: 29 - 42, sekvence z této reference

jsou zahrnuty). | kdyz pfesna uloha, kterou hraji proteiny SARP/SFRP
pfi apoptéze neni dosud jasna, zda se, Ze tyto proteiny bud potladuji

nebo zesiluji naprogramovany proces smrti bunék.

Souhrnem lze tedy fici, Ze existuje velkd potieba definitivni
identifikace cilli pro légeni onemocnéni kosti véetneé poruch kostni
resorpce jako je osteopordza, a identifikace regulace tvorby kosti
u lidi.
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Podstata vynalezu

Podle pfedkladaného vynalezu se poskytuji zpUsoby a
farmaceutické prostiedky pro regulaci aktivity pfi tvorbé& kosti (bone-
forming activity) u savc(, které zahrnuji sekrenované proteiny pfibuzné
s proteiny frizzled (secreted frizzled related protein, SFRP) nebo jejich
regulaénimi proteiny. Dal$i prostiedky podle predkladaného vynalezu
vyuzivaji protilatek vytvofenych z téchto proteinl nebo jejich casti,
a alternativné mohou pouzivat nukleové kyseliny kédujici tyto proteiny
nebo jejich &asti véetné pozitivnich (antisense) fetézcl. Ve vyhodném
provedeni pochazi SFRP z bunék lidskych osteoblastli. Aktivity pfi
tvorb& kosti regulované prostiedkem podle predkladdaného vynalezu
zahrnuji regulaci rGstu kosti a hustoty kostii SFRP ma
aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID No. 2, ktera se
ziskava expresi polynukleotidové sekvence uvedené v SEQ ID No. 1.
V nejvyhodnéjsim provedeni je SFRP protein SFRP-1 (SEQ ID No. 2).

V daldim provedeni zahrnuji zplsoby podle predkladaného
vynalezu metody pro lé¢eni onemocnéni kosti u savcil, zvlasté u lidi,
jejichZ soudasti jsou kroky podavani vyse popsaného farmaceutického
prostfedku. ZpUsoby lé¢eni onemocnéni kosti jako takové zahrnuji bez
omezeni poruchy ze skupiny (a) poruchy tvorby kosti, (b) poruchy

resorpce kosti a (c) poruchy hustoty kosti.

V dal§im provedeni vynalezu je onemocnénim kosti
degenerativni onemocnéni kosti, kde toto degenerativni onemocnéni
kosti je zvoleno ze skupiny neurodegenerativnich, myodegenerativnich
a osteodegenerativnich poruch. Osteodegenerativni onemocnéni je

zvoleno ze skupiny osteopenie, osteoartritidy a osteoporozy.

V dalsim provedeni zahrnuje vynalez zplsoby identifikace
testovanych sloucenin regulujicich aktivitu SFRP. Pfi tomto zplsobu
se testuji sloudeniny regulujici aktivitu pfi tvorbé kosti u savce nejprve
inkubaci vzorku obsahujiciho SFRP v testovacim médiu obsahujicim

testovanou slouéeninu. Daldim krokem je zjisténi aktivity SFRP,
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pfiemz zvyseni aktivity souvisejici se samotnym SFRP ukazuje, ze
slouenina je aktivatorem SFRP, a sniZeni aktivity ukazuje, ze

slouéenina je inhibitorem SFRP.

V daldim provedeni zahrnuje vynalez zplsoby modulace
prenosu signall podminéného Wnt (Wnt-mediated signaling) v bunce,
které zahrnuji uvedeni bufiky do styku s SFRP popsanym vySe, kde

dochazi k fizeni aktivity Wnt.

Piedkladany vynalez se tale tyka zplsobu umoznéni tvorby nebo
opravy kosti v kultufe kostnich bunék, ktery zahrnuje izolaci bunek
z kostni kultury, zavedeni rekombinantniho konstruktu exprimujiciho
SFRP se sekvenci aminokyselin uvedenou v SEQ [D No. 2, a
navraceni uvedenych bunék do kostni kultury. Konstrukt s vyhodou
exprimuje kodujici sekvenci nukleové kyseliny, jejiz sekvence kéduje

vedkery protein nebo ¢ast proteinu SFRP.

Daldi provedeni se tyké polynukleotidové sondy schopné
hybridizovat s polynukleotidem, ktery ma sekvenci nukleove kyseliny
uvedenou v SEQ ID No. 1. Tato sonda se pouZiva pfi zpUsobu
diagndzy pro detekci polynukleotidu SFRP ve vzorku odvozeném ze
sav&iho hostitele, ktery zahrnuje detekci pfitomnosti nebo

nepfitomnosti SFRP ve vzorku.

Podrobny popis vynalezu

Predkladany vynalez se tyka genu, jehoz exprese je fizena
osteogenné G&inymi latkami nebo latkami vytvarejicimi kosti ve tfech
rozdilnych buné&é&nych liniich lidskych osteoblastd (hOB) in vitro.
V jednom provedeni pfedkladaného vynalezu je exprese tohoto genu
zvy$ovana v pribé&hu diferenciace hOB, coZz ukazuje, zZe se mulze
U&astnit procesu tvorby kosti. Analyza sekvence DNA ukazala, Ze
tento genovy fragment sdilel vyznamnou sekvenéni identitu s mys$i

cDNA nazyvanou sekrenovany protein piibuzny s proteiny frizzled
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(SFRP-1) (Rattner a dal$i, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 2859 -
2863). Nasledné klonovani cDNA a dal$i analyza sekvence ukazaly, Ze
tento gen, ktery je oznacovany jako hOB SFRP byl identicky s lidskym
FRP-1/SARP-2 (Finch a dal$i, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:
6770 - 6775; Melkonyan a dal$i, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94.
13636 - 13641). Charakterizace hOB SFRP predpoklada jeho pouZziti
jako nového cile pro léky proti osteoporéze a jako nového prostiedku
pro systematické prohledavani s cilem identifikovat anabolické kostni
latky.

Definice

Termin ,tvorba kosti“ je proces syntézy a mineralizace kosti.

Tento proces moduluje bufika nazavana osteoblast.

Termin ,rast kosti® je proces expanze skeletu. Tento proces
probiha jednim ze dvou zplsobl: (1) intramembranova tvorba kosti
pochéazi pfimo z mezenchymalnich bunék nebo bunék kostni drene;
(2) podélna neboli endichinduaini tvorba kosti se vyskytuje tam, kde se

kost oddéli od chrupavky.

Termin ,osteogeneze* je synonymum s terminem tvorba kosti

definovanym vyse.

Terminy ,sekrenované proteiny pfibuzné s proteiny frizzled"
nebo ,SFRP“ oznaduji sekrenovany receptor signalni biochemické
cesty Wnt, ktery ma fadu vlastnosti, které umoziiuji jeho pouziti jako
nastroj pro studium ristu bunék a jejich diferenciace. Skupina genl
podobnych frizzled koduje proteiny bunééné membrany, které maji

transmembranové domény s neznamymi funkcemi.

Terminy ,sekrenovany protein souvisejici s apoptézou® nebo
,SARP* jsou synonyma pro terminy ,sekrenované proteiny pfibuzneé

s proteiny frizzled“ nebo ,SFRP*" definované vyse.
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Terminy ,proteiny“, ,peptidy* a ,polypeptidy” se pouzivaji
zaménitelné a maji zahrnovat ¢&i§téné a rekombinantné produkované
molekuly SFRP obsahujici aminokyseliny linearné vazaneé peptidovymi
vazbami. Aminokyseliny podle tohoto vynalezu mohou byt ve forme L
nebo D, pokud se zachova biologicka aktivita polypeptidu. Proteiny
SFRP podle pfedkladaného vynalezu mohou také zahrnovat proteiny,
které jsou posttransiatné modifikovany reakcemi zahrnujicimi
glykosylaci, acetylaci a fosforylaci. Tyto polypeptidy takeé zahrnuji
analohy, alely a alelické varianty, které mohou obsahovat
aminokyselinové derivaty a neaminokyselinove skupiny, které
neovliviiuji biologickou nebo funkéni uginnost proteinu  SFRP
v porovnani s proteinem standardniho typu nebo proteinem, ktery se
vyskytuje v pfirodé. Termin aminokyselina oznacuje jak aminokyseliny
vyskytujici se v pfirodé a jejich derivaty, jako je TyrMe a PheCl, stejné
jako jiné skupiny charakterizované pfitomnosti jak dostupné
karboxylové skupiny, tak i aminové skupiny. Neaminokyselinové
skupiny, které mohou byt v téchto polypeptidech obsazeny, zahrnuji
napfiklad struktury napodobujici aminokyseliny. Napodobujici struktury
jsou takové struktury, které maji v podstaté stejné prostorové
usporadani funkénich skupin jako aminokyseliny, ale nemaji nutné obé

aminové a karboxylové skupiny charakteristické pro aminokyseliny.

Muteiny* jsou proteiny nebo polypeptidy SFRP, které maiji
men&i zmény aminokyselinové sekvence zplUsobené napfiklad mistné
specifickou mutagenezi nebo jinymi manipulacemi; chybami
v transkripci nebo translaci; nebo které se pfipravuji synteticky podle
uréitého rozumové odvodnéného navrhu. Tyto mensi zmény vedou
k aminokyselinovym sekvencim, ve kterych je biologicka aktivita
proteinu nebo polypeptidu ve srovnani s polypeptidem nebo proteinem
standardniho typu nebo vyskytujiciho se v pfirodé zménéna. Mezi

pfiklady muteini patfi zde popisovany SFRP-1 SEQ ID No. 2.

Jak se zde pouzZiva, termin ,hydrofobni® ma zahrnovat ty

aminokyseliny, derivéaty aminokyselin, latky napodobujici
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aminokyseliny a chemické skupiny, které jsou nepolarni. Mezi
hydrofobni aminokyseliny patfi Phe, Val, Trp, lle a Leu. Jak se zde
pouziva, termin ,kladné nabitd aminokyselina® oznacuje ty
aminokyseliny, derivaty aminokyselin, latky napodobujici
aminokyseliny a chemické skupiny, které jsou kladné nabité. Mezi

kladné nabité aminokyseliny patfi napfiklad Lys, Arg a His.

,Cistény", jestlize se tyka proteinu nebo polypeptidu SFRP, je
protein odligitelny od pfirozenych nebo v pfirodé se vyskytujicich
proteinQi nebo polypeptidd, protoZe existuje ve vyci§téném stavu. Tyto
,vydisténé“ proteiny nebo polypeptidy SFRP nebo jakékoli jejich
zamyslené varianty, jak se zde popisuji, maji znamenat, zZe slou€enina
nebo molekula je v podstaté prosta kontaminujicich pfimesi, které se
normalné vyskytuji spolu se slou¢eninou v jejim nativnim nebo
pfirozeném prostiedi. Terminy ,v podstaté Cisty“ a ,izolovany® nejsou
minény tak, aby vyluovaly smési polynukleotidd nebo polypeptidu
s latkami, které nejsou asociovany s polynukleotidy nebo polypeptidy

v pfirodé.

,Nativni“ polypeptidy, proteiny nebo molekuly nukleovych kyselin
SFRP oznaéuji SFRP izolované ze zdroje vyskytujiciho se v pfirodé

nebo ,standardniho typu®.

_Prostfedek* ma znamenat kombinaci Géinné latky, tj. SFRP
podle predkladaného vynalezu, a dalsi slouCeniny nebo prostredku,
inertniho (napiiklad detekovatelna latka nebo znacka) nebo aktivniho,

jako je adjuvans.

_Farmaceuticky prostfedek ma zahrnovat kombinaci SFRP,
zvlasté SFRP-1 jako uginné latky s nosi¢em, inertnim nebo aktivnim,
ktery upravi prostfedek do vhodné formy pro diagnostické nebo

terapeutické pouziti in vitro, in vivo nebo ex vivo.

Jak se zde pouziva, termin ,farmaceuticky pfijatelny nosic
zahrnuje jakykoli ze standardnich farmaceutickych nosicu, jako je

fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem, voda a emulze, jako je
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emulze typu olej ve vodé nebo voda v oleji, a rizné typy smacedel.
Prostiedky také mohou obsahovat stabilizatory a ochranneé latky.
Piiklady nosi¢l, stabilizatord a pomocnych latek je moZno nalézt
v publikaci Martin, Remington’s Pharm. Sci. 15. vydani (Mack Publ.
co., Easton, 1975).

Termin ,nukleova kyselina“, tak jak se tyka zde popisovaného
SFRP, znamena jednofetézcovou a dvoufetézcovou DNA, cDNA, DNA
odvozenou z genomu a RNA stejné jako pozitivni a negativni fetézec
nukleové kyseliny, které jsou vzadjemné& komplementarni, véetné
protismysiné (antisense) RNA. ,Molekula nukleové kyseliny” je termin
pouzivany zaménitelné s terminem ,polynukleotid“, kde kazdy z téchto
termind oznaduje polymerni formu nukleotidi jakékoli délky, bud
ribonukleotidy nebo deoxyribonukleotidy, nebo jejich analogy.
Zahrnuje také znamé typy modifikaci, napfiklad znacky znamé v oboru
(napfiklad Sambrook a daldi (1989) dale), metylace, ,cepicky”,
substituce jednoho nebo vice pfirodné se vyskytujicich nukleotidi za
analog, mezinukleotidové modifikace jako jsou napfiklad modifikace s
nenabitymi vazbami (napfiklad methylkarbamat atd.), modifikace
obsahujici navazané skupiny, jako jsou napiiklad proteiny (v€etné
napfiklad nukleaz, toxind, protilatek, signainich peptidd atd.),
modifikace s interkalaénimi latkami (napfiklad akridin, psoralen atd.),
modifikace obsahujici latky tvofici chelaty (napfiklad kovy, radioaktivni
kovy, bor, oxidaéni kovy atd.), modifikace obsahujici alkyla¢ni ¢inidla,
modifikované vazby (napfikliad alfa anomerni nukleové kyseliny atd.)
stejn& jako nemodifikované formy polynukleotidt. Polynukleotid muze
byt chemicky nebo biochemicky modifikovan nebo mulze obsahovat
nukleotidové baze, které se nevyskytuji v pfirodé nebo jsou
derivatizovany. Nukleotidy mohou byt komplementarni s mRNA
kédujici polypeptidy. Tyto komplementarni nukleotidy zahrnuji bez
omezeni nukleotidy schopné tvofit trojité $roubovice a protismysiné
(antisense) nukleotidy. Rekombinantni polynukieotidy obsahujici

sekvence, které se jinak nevyskytuji v pfirodé, jsou timto vynalezem
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poskytovany také, stejné jako zmény polypeptidovych sekvenci
standardniho typu, v&etn& bez omezeni zmén zplUsobenych deleci,
inzerci, substituci jednoho nebo vice nukleotidd nebo fuzi k jinym

polynukleotidovym sekvencim.

O polynukleotidu SFRP se uvadi, ze ,kéduje polypeptid SFRP,
jestlize mize byt ve svém nativnim stavu nebo jestlize je manipulovan
metodami znamymi odbornikiim v oboru pfepsan, a/nebo pfeloZen pro
vytvofeni polypeptidu nebo zralého proteinu. Termin polynukleotid
bude tedy zahrnovat navic ke koédujicim sekvencim sekvence potfebné
pro zpracovani a dal$i sekvence, které nekéduji aminokyseliny zralého
proteinu. O pozitivnim (anti-sense) fetézci takového polynukleotidu je

také mozno fici, Ze kéduje tuto sekvenci.

Termin ,rekombinantni® polynukleotid nebo DNA oznaCuje
polynukleotid, ktery se pfipravuje kombinaci dvou jinak oddélenych
gasti sekvence za pomoci umélé manipulace s izolovanymi segmenty
DNA metodami genetického inZenyrstvi nebo chemickou syntézou.
Pfitom je mozno vzajemné spojit segmenty DNA s poZadovanou funkci

za vytvofeni pozadované kombinace funkci.

Termin ,analog” DNA, RNA nebo polynukleotidu SFRP oznacuje
makromolekulu; ktera napodobuje v pfirodé se vyskytujici
polynukleotidy z hlediska formy a/nebo funkce (zvlasté ve schopnosti
zapojit se do sekven&né specifické vodikové vazby na pary bazi na
komplementarni polynukleotidové sekvenci), ale ktera se odliSuje od
DNA nebo RNA napfiklad v tom, Ze obsahuje neobvyklou nebo
v pfirodé se nevyskytujici bazi nebo pozménénou kostru, viz napfiklad
Uhlmann a dal§i (1990), Chemical Reviews 90: 543 - 584.

Termin ,izolovany®, jestlize se vztahuje k molekule nukieoveé
kyseliny SFRP, znamena oddéleny od jinych bunéénych slozek, které
jsou normalné intracelularné asociovany s DNA nebo RNA SFRP

nativniho nebo standardniho typu.
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,Hybridizace" oznaluje hybridiza¢éni reakce, které mohou byt
provadény za podminek rozdilné ,stringentnosti. Podminky, které
zvy$uji  stringentnost hybridizaéni reakce jsou Siroce zname
a publikované v oboru, viz napfiklad Sambrook a dal$i, vyse. Priklady
pfislu§nych podminek zahrnuji
stringentnosti): inkubaéni teploty 25 °C, 37 °C, 50 °C a 68 °C;
koncentrace pufru 10 x SSC, 6 x SSC, 1 x SSC, 0,1 x SSC (kde SSC

je 0,15 M NaCl a 15 mM citratovy pufr) a jeho ekvivalenty s pouzitim

(v pofadi podle zvySujici se

jinych pufraénich systému; koncentrace formamidu 0 %, 25 %, 50 %
a75 %, inkubaéni doby od 5 min do 24 hodin a promyvani po
stoupajici dobu, se zvy$ujici se frakvenci nebo klesajicimi

koncentracemi pufru.

,T* je teplota ve stupnich Celsia, pfi které je za podminek
experimentu 50 % polynukleotidového duplexu vytvofeného
z komplementarnich  fetézc  navazaného vodikovymi vazbami
v antiparalelnim sméru parovanim bazi podle Watsona a Cricka,
disociovano do jednotlivych fetézcd. T, je mozno pfedpovedet

pouzitim standardniho vzorce, napfiklad:
T,=815+ 16,6 log [Na"] + 0,41 (% G/C) - 0,61 (% F) - 600/L

kde Na® je koncentrace kationtu (obvykle sodikového iontu)
v mol/l; (% GIC) je polet zbytki G a C jako procento z celkovych
zbytkll v duplexu; (% F) je koncentrace formamidu v roztoku

(hmotn./obj.); a L je pocet nukleotidll v kazdém fetézci duplexu.

Termin ,stabilni duplex“ polynukleotidi nebo ,stabilni komplex®
vytvofeny mezi jakymikoli dvéma nebo vice sloZzkami pfi biochemické
reakci oznaduje duplex nebo komplex, ktery ma dostateCnou zivotnost,
aby pretrval mezi vytvofenim duplexu nebo komplexu a jeho
naslednou detekci. Duplex nebo komplex musi byt schopen vydrZet
jakékoli existujici podminky nebo podminky, které se vytvofi mezi
okamzikem vytvofeni a okamzikem detekce. Tyto podminky jsou

zavislé na testu nebo reakci, které se provadéji. Podminky zasahujici
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do uspofadani, které mohou popfipadé nastat a které mohou rozlozit
duplex nebo komplex, zahrnuji prani, zahfivani, pfidavani dalsich
slozek roztokdl nebo rozpoustédel do reakéni smési (jako jsou
denaturaéni ¢inidla) a soutéZeni s dal§imi prvky reakce. Stabilni
duplexy nebo komplexy mohou byt ireverzibilni nebo reverzibilni, ale
musi spliiovat dal$i pozadavky teto definice. Pfechodny komplex se
tedy maze vytvofit v reakéni smési, ale nevytvofi stabilni komplex,
jestlize spontanné nebo v disledku nové zavedené podminky nebo

manipulace pfed detekci disociuje.

Jestlize se vytvofi stabilni duplexy v antiparalelni konfiguraci
mezi dvéma jednofetézcovymi polynukleotidy, zvlasté za podminek
vysoké stringentnosti, fetézce jsou Vv podstaté ,komplementarni®.
Dvojfetézcovy polynukleotid mlZe byt ,komplementarni® s jinym
polynukleotidem, jestlize se mQze vytvofit stabilni duplex mezi jednim
z tetézct prvniho polynukleotidu a druhého polynukleotidu.
Komplementarni sekvence pfedpovézena ze sekvence
jednofetézcového polynukleotidu je optimalni sekvence standardnich
polynukleotidli, u které se ocekava, %e vytvofi vodikovou vazbu
s jednofetézcovym polynukleotidem podle obecné pfijimanych pravidel
parovani bazi.

Termin ,negativni* (sense) a ,pozitivni* (antisense) fetezec,
jestlize se pouziva ve stejné souvislosti, oznaluje jednofetézcove
polynukieotidy SFRP, které jsou vzajemné& komplementarni. Muze jit
o prot&j§i fetézce dvojfetézcoveho polynukleotidu, nebo muzZe byt
jeden fetézec pfedpovezen ze druhého podle obecné pfijimanych
pravidel parovani bazi. Pokud neni specifikovano nebo ze souvislosti
nevyplyva jinak, oznaceni jednoho nebo druhého fetézce jako

,negativniho" nebo ,pozitivniho" je arbitrarni.

Linearni sekvence nukleotidd SFRP je ,identicka“ s jinou linearni
sekvenci, jestlize je v obou sekvencich stejné pofadi nukleotid(,

a nedochazi k substituci, deleci nebo podstatné (material) substituci.
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Je tieba rozumét, Ze purinové a pyrimidinové dusikaté béaze s
podobnymi strukturami mohou byt funkéné ekvivalentni z hlediska
parovani bazi podle Watsona a Cricka; a vzajemné substituce
podobnych dusikatych bazi, zviasté¢ uracilu a thyminu, nebo
modifikace dusikatych bazi napfiklad methylact, nevytvari podstatnou
substituci. RNA a DNA polynukleotidy maji identické sekvence, jestlize
sekvence pro RNA odrazi pofadi dusikatych bazi v polyribonukleotidu,
sekvence DNA odrazi poradi dusikatych bazi Vv
polydeoxyribonukleotidu a tyto dvé sekvence spliuji dal$i poZadavky
této definice. Jestlize je alespon jedna ze sekvenci degenerovany
oligonukleotid obsahujici nejednoznagny zbytek, dveé sekvence jsou
identické, jestlize alespon jedna z alternativnich ~ forem
degenerovaného oligonukieotidu je identicka se sekvenci, se kterou se
porovnava. Napfiklad AYAAA (SEQ ID No. 3) je identicka s ATAAA
(SEQ ID No. 4), jestlize AYAAA (SEQ ID No. 5) je smés ATAAA (SEQ
ID No. 6) a ACAAA (SEQ ID No. 7).

Jestlize se provadi porovnani mezi polynukleotidy, rozumi se, Ze
se snadno vytvaieji komplementarni retézce, a zvoli se nebo pfedpovi
se negativni nebo pozitivni fetézec, ktery maximalizuje stupen identity
mezi porovnavanymi polynukleotidy. Napfiklad jestlize jsou jeden nebo
oba polynukleotidy, které se porovnavaji dvojfetézcové, sekvence jsou
identické, jestlize je jeden fetézec prvniho polynukleotidu identicky
s jednim fetézcem druhého polynukleotidu. Podobné, jestlize se
polynukleotidova sonda oznacuje jako identicka se svym cilem, rozumi
se, ze jde o komplementarni fetézec k cilovému fetézci, ktery se

ugastni pfi hybridizaéni reakci mezi sondou a cilem.

Linearni sekvence nukleotiddl je ,v podstaté identicka® nebo
_ekvivalentni“ k jiné linearni sekvenci, jestlize jsou obé& sekvence
schopné hybridizovat  za vytvoieni  duplexd  se stejnym
komplementarnim polynukleotidem. Mélo by byt ziejmé, i kdyzZ to neni
vzdy explicitné uvedeno, Ze jestlize pfihlagovatelé uvadéji specifickou

molekulu nukleové kyseliny, jsou zahrnuty také jeji ekvivalenty.
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Sekvence, které hybridizuji za podminek vy$8i stringentnosti, jsou
vyhodnéj$i. Rozumi se, 7e hybridizagni reakce mohou zahrnovat
inzerce, delece a substituce nukleotidové sekvence. Linearni sekvence
nukleotidd mohou byt tedy v podstaté identicke, jestlize néktery
z nukleotidovych zbytki pfesné neodpovida nebo nesouhlasi.
Sekvence, které odpovidaji nebo souhlasi t&snéji se zde popisovanym
vynalezem, jsou vyhodnéjsi. Obecné je polynukleotidova oblast
o délce pfiblizné 25 zbytkd v podstaté identicka s jinou oblasti, jestlize
sekvence maji identitu alespori pfiblizné 80 %; vyhodnéji jestlize maji
identitu alespoi pfiblizné 90 %; jesté vyhodnéji jestlize maji identitu
alespon pfiblizné 95 %; a jesté vyhodnéji, jestlize jsou sekvence 100%
identické. Polynukleotidova oblast obsahujici 40 zbytkl nebo vice
bude v podstaté identickd s jinou oblasti po uspofadani homolognich
gasti, jestlize maji sekvence identitu alespoft pfiblizné 75 %;
vyhodnéji, jestlize maji identitu alespofi pfiblizné 80 %; jesté
vyhodnéji, jestlize maji identitu alespofl pfiblizné 85 %; jeste
vyhodnégji, jestlize maji identitu alespofl pfiblizné 90 % a jesté

vyhodnéji, jestlize jsou sekvence 100% identicke.

Pti zjistovani, zda jsou polynukleotidové sekvence Vv podstate
identické, je zvlasté vyhodna sekvence, ktera si zachovava funkCnost
polynukleotidu, se kterym se srovnava. Funké&nost maze byt zjistovana
raznymi parametry. Napfiklad jestlize se ma polynukleotid pouZivat pfi
reakcich, které zahrnuji hybridizaci s jinym polynukleotidem, potom
jsou vyhodné sekvence takove, které hybridizuji se stejnym cilem za
podobnych podminek. Obecné plati, ze Tm duplexu DNA klesa
o pfiblizn& 10 °C na kazdy jednoprocentni pokles v identité sekvence
pro duplex o délce 200 nebo vice zbytk(; nebo o pfiblizné 50 °C pro
duplexy o délce méné nez 40 zbytk(, v zavislosti na poloze nestejnych
zbytk( (viz napfiklad Meinkoth a daldi). V podstaté identické nebo
ekvivalentni sekvence o délce pfiblizné 100 zbytkl budou tvorit
obecné stabilni duplex s kazdou dal§i pfipadnou komplementarni

sekvenci pfi ptiblizng 20 °C nizsi teploté nez je Tm; s vyhodou budou
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tvorit stabilni duplex pfi pfiblizné 15 °C nebo nizsi teploté, vyhodnéji
budou tvofit stabilni duplex pfi teploté pfiblizné 10 °C nebo nizsi
teploté, jesté vyhodnéji budou tvofit stabilni duplex pfi teploté pfiblizné
5 °C nebo nizdi teploté; a je$té vyhodnéji budou tvorit stabilni duplex
pfi teploté pfiblizné Tm. V dal§im pfikladu, jestlize je polypeptid
kédovany polynukletidem duleZitou Casti jeho funkénosti, potom jsou
vyhodné sekvence takové sekvence, které koduji identické nebo
v podstaté identické polypeptidy. Odlignosti v nukleotidech, které
zplsobi konzervativni substituci aminokyseliny, jsou vyhodné proti
rozdilim, které zpUsobi nekonzervativni substituci aminokyselin,
rozdily v nukleotidech, kterée nemé&ni sekvenci aminokyselin jsou
vyhodnéjsi, zatimco identicke nukleotidy jsou je$té vyhodnéjsi. Inzerce
nebo delece v polynukleotidu, které vedou k inzercim nebo delecim
v polypeptidu, jsou vyhodng&jsi proti zménam, které vedou ke zmeéné
kodujicich oblasti ve sméru translace mimo ¢teci ramec;
polynukleotidové sekvence neobsahujici Zadné inzerce nebo delece
jsou jedté vyhodnéjsi. Relativni dulezitost hybridizagnich vlastnosti
a kodované polypeptidové sekvence polynukleotidu zavisi na pouziti

vynalezu.

Polynukleotid ma stejné viastnosti nebo je ekvivalentem jiného
polynukleotidu, jestlize jsou oba schopny vytvofit stabilni duplex
s uréitym tfetim nukleotidem za podobnych podminek maximalni
stringentnosti. S vyhodou také polynukleotidy navic k podobnym

hybridizagnim viastnostem koduji v podstaté identické polypeptidy.

_Konzervované“ zbytky polynukieotidové sekvence jsou takove
zbytky, které se vyskytuji nezménéné ve stejné poloze u dvou nebo
vice pfibuznych porovnavanych sekvenci. Zbytky, které jsou relativné
konzervované, jsou takové zbytky, které jsou konzervované mezi
pfibuzn&jsimi sekvencemi neZz zbytky, které se objevuji kdekoli

v sekvencich.
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_Pribuzné" polynukleotidy jsou polynukleotidy, které sdileji

podstatnou &ast identickych zbytka.

Jak se zde pouziva, ,degenerovana“ oligonukleotidova sekvence
je navrzena sekvence odvozena od alespon dvou pfibuznych
pavodnich polynukleotidovych sekvenci nasledujicim zpUsobem:
zbytky, které jsou konzervovaneé ve vychozich sekvencich, jsou
v degenerované sekvenci zachovany, zatimco zbytky, které nejsou ve
vychozich sekvencich konzervovane, mohou byt poskytnuty
v degenerované sekvenci v nékolika alternativach. Napfriklad
degenerovana sekvence AYASA (SEQ ID No. 8) mulze byt vytvofena
z vychozich sekvenci ATACA (SEQ ID No. 9) a ACAGA (SEQ ID No.
10), kde Y je C nebo T a S je C nebo G. Y a S jsou priklady
,nejednoznaénych® zbytkl. Degenerovany segment je segment

polynukleotidu obsahujici degenerovanou sekvenci.

Rozumi se, 2e synteticky oligonukleotid obsahujici
degenerovanou sekvenci je ve skutecnosti smés Uzce pfibuznych
oligonukleotidl sdilejicich identickou sekvenci kromé
nejednoznalnych poloh. Takovy oligonukleotid se obvykle syntetizuje
jako smés v8ech moznych kombinaci nukleotidd v nejednoznacnych
polohach. Kazdy z oligonukleotidd ve smési se oznacuje jako

,alternativni forma®.

,Fragment‘ nebo ,inzert* polynukleotidu, jak se zde pouziva,
znamena obecné podoblast formy s uplnou délkou, ale mlze byt také
zahrnuta pina délka polynukleotidu.

Rozdilné polynukleotidy si vzajemné ,odpovidaji’, jestlize je
jeden zcela odvozen od druhého. Napfiklad mRNA odpovida genu, ze
kterého je pfepsana. cDNA odpovida RNA, ze které byla vytvorena,
napfiklad reakci reverzni transkripce nebo chemickou syntézou DNA
na zakladé znalosti sekvence RNA. cDNA také odpovida genu, ktery

koduje RNA. Polynukleotidy si také vzajemné ,odpovidaji“, jestlize
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slouzi podobné funkci, jako je kédovani pfibuzného polypeptidu

u riznych druh(, kmenl nebo variant, které se porovnavaji.

Termin ,sonda“, jestlize se pouZiva v souvislosti s manipulaci
s polynukleotidem SFRP oznaduje oligonukleotid, ktery je poskytovan
jako reakéni Cinidlo pro detekci cile potencialné pfitomneho ve
sledovaném vzorku, s vyuzitim hybridizace s cilem. Sonda bude
obvykle obsahovat znacku nebo prostiedek, pomoci kterého maze byt
snadka navazana, bud pfed nebo po hybridizacni reakci. Mezi vhodné
znacky bez omezeni patfi radioisotopy, fluorochromy,

chemiluminiscenéni slougeniny, barviva a proteiny véetné enzymu.

_Primer* je oligonukieotid, obecné s volnou skupinou 3'-OH,
ktery se vaze na cil potencialné pfitomny ve sledovaném vzorku
pomoci hybridizace s cilem, a nasledné podporuje polymeraci

polynukleotidu komplementarniho s cilem.

Procesy produkce replikovanych kopii stejného polynukleotidu,
jako je PCR nebo klonovani gend, se souhrnné oznacuji v predkladané
pfihiasce jako ,amplifikace” nebo ,replikace”. Napfiklad
jednofetézcova nebo dvojfetézcova DNA muiZe byt replikovana za
vytvofeni dals§i DNA se stejnou sekvenci. RNA muze byt replikovana
napfiklad RNA polymerazou fizenou RNA nebo reverzni transkripci
DNA a potom provedenim PCR. V tomto naposledy uvedeném pfipadu
ma amplifikovana kopie DNA identickou sekvenci jako DNA.

,Polymerazova fetézovéa reakce” (PCR) je reakce, pfi které se
vytvareji replikované kopie cilového polynukleotidu pouzitim jednoho
nebo vice primerd a katalyzatoru polymerace jako je reverzni
transkriptaza nebo DNA polymeraza, a zvlasté teplotné stabilniho
polymerazového enzymu. PCR obecné& zahrnuje opakované provadeéni
tFi krok(: ,teplotni hybridizace" (annealing), pfi které se upravi teplota
tak, e oligonukleotidové  primery mohou  vytvofit  duplex
s amplifikovanym polynukleotidem; ,prodluzovani“ (elongace), pfi

kterém se teplota upravi tak, Ze oligonukleotidy, které vytvofily duplex,
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se prodluzuji plisobenim DNA polymerazy pfi pouziti polynukleotidu,
se kterym byl vytvofen duplex, jako templatu; a ,tani* (melting), pfi
kterém se teplota upravi tak, Zze polynukleotid a prodlouzeneé
oligonukleotidy disociuji. Cyklus se potom opakuje, dokud se neziska
pozadované mnozstvi amplifikovaného polynukleotidu. ZpUsoby
provadéni PCR se popisuji v US patentech No. 4,683,195, Mullis a
4 683,202, Mullis a dalsi.

Prvky uvniti genu zahrnuji bez omezeni promotorové oblasti,
zesilujici oblasti, oblasti pro vazbu represoru, mista iniciace
transkripce, vazebna mista pro ribosom, mista iniciace translace,
oblasti kédujici protein, introny a exony, a mista ukongeni (terminace)
transkripce a translace. ,Pozitivni® (antisense) kopie urciteého
polynukleotidu oznacuje komplementarni sekvenci, ktera je schopna
vazat se vodikovymi vazbami na tento polynukleotid, a mazZe byt tedy
schopna modulovat expresi tohoto polynukleotidu. Patfi sem DNA,
RNA nebo jejich analogy, v€etné analogll se zmé&nénymi kostrami, jak
se popisuje vyse. Polynukleotid, na ktery se pozitivni kopie vaze, muze

byt v jednofetézcove nebo ve dvoufetézcové forme.

Jak se zde pouziva, termin ,operativné navazany‘ znamena, ze
molekula DNA je umist&na vzhledem k nezbytnym fidicim sekvencim,
napfiklad promotoru nebo zesilujici sekvenci takovym zpusobem, Ze
promotor bude Fidit transkripci RNA z molekuly DNA stabilnim nebo

pfechodnym zpusobem.

Vektor* znamena samostatné se replikujici molekulu nukleové
kyseliny, ktera pfenasi viozenou molekulu nukleové kyseliny do a/nebo
mezi hostitelské buriky. Tento termin ma zahrnovat vektory, které
funguji primarné pro replikaci nukleové kyseliny a expresni vektory,
které funguji pro transkripci a/nebo translaci DNA nebo RNA. Jsou
zahrnuty také vektory, které poskytuji vice neZ jednu z vy$e uvedenych

funkci.
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_Hostitelska buika“ ma zahrnovat jakoukoli individualni burku
nebo bun&énou kulturu, ktera mGZe byt nebo byla pfijemcem vektoru
nebo do které byly zavedeny exogenni molekuly nukleovych kyselin
a/nebo proteiny. Ma také zahrnovat potomstvo jediné bufiky, pficemzZ
toto potomstvo nemusi byt nezbytné zcela identické (z hlediska
morfologie nebo genomové nebo veskeré DNA) s puvodni rodi¢ovskou

bufikou v dsledku pfirozenych, ndhodnych nebo Fizenych mutaci.

_Protilatka“ je molekula imunoglobulinu schopna vazby na
antigen. Jak se zde pouZziva, tento termin zahrnuje nejen intaktni
molekuly imunoglobulinu, ale také antiidiotypicke protilatky, mutanty,
fragmenty, fuzni proteiny, humanizované proteiny a modifikace
molekuly imunoglobulinu, kterd obsahuje rozpoznavaci misto pro

antigen s pozadovanou specificitou.

,Komplex protilatky* je kombinace protilatky (jak bylo definovano

vy$e) a jejiho vazebného partnera nebo ligandu.

Vhodna buiika“ pro Gcely predkladaného vynalezu je takova
bufika, ktera zahrnuje bez omezeni buiiku exprimujici SFRP, napriklad

buriku kostni diené, s vyhodou buriku hOB.

,Biologicky ekvivalent* molekuly nukleove kyseliny je zde
definovan jako molekula, kterd je v podstaté identicka s referencni
molekulou nukleové kyseliny. Fragment referenéni molekuly nukleove

kyseliny je jednim pfikladem biologického ekvivalentu.

Biologicky ekvivalent* polypeptidu nebo proteinu SFRP je
polypeptid nebo protein, ktery si zachovava stejné vlastnosti jako
referenéni protein nebo polypeptid. Zahrnuje také fragmenty

referenéniho proteinu nebo polypeptidu.

Proteiny a polypeptidy SFRP mohou byt take ziskany chemickou
syntézou pouzitim komeréné dostupného automatického syntezéatoru
peptidl, jako jsou pfistroje vyrabéné firmou Applied Biosystems, Inc.,,
Model 430A nebo 431A, Foster City, CA a aminokyselinové sekvence
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poskytnuté v SEQ ID No. 2. Syntetizovany protein nebo polypeptid
maze byt srazen a dale &istén, napfiklad kapalinovou chromatografii
s vysokou Uginnosti (HPLC). Predkladany vynalez tedy také poskytuje
zplsob chemické syntézy proteint podle vynalezu poskytnutim
sekvence proteinu (napfiklad SEQ ID No. 2) a reak&nich Cinidel, jako
jsou aminokyseliny a enzymy, a vzajemnym navazanim aminokyselin

ve spravné orientaci a linearni sekvenci.

Proteiny a polypeptidy mohou byt alternativné ziskany znamymi
rekombinaénimi metodami, jak se napfiklad popisuje v Sambrook
a dal&i, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani (Cold
Spring Harbor Laboratory (1989), s pouzitim napfiklad systému
hostitelskych bunék a vektor(i popisovanych vyse a uvadénych jako
priklady dale. Pfedkladany vynalez dale poskytuje zplsob vyroby
SFRP, jeho analogu, muteinu nebo fragmentu, péstovanim hostitelske
bufiky obsahujici molekulu nukieové kyseliny kodujici pozadovany
protein, kde tato nukleova kyselina je operativné navazana na
promotor transkripce RNA. PoZadovany protein maze byt do
hostitelské bufiky zaveden pouzitim genového konstruktu, ktery
obsahuje promotor a terminacni sekvenci pro sekvenci nukleové
kyseliny pozadovaného proteinu. Hostitelska buiika se péstuje za
vhodnych podminek, takze dochazi k transkripci a translaci nukleove

kyseliny na protein. V dal$im provedeni se protein dale Cisti.

Proteiny podle pfedkladaného vynalezu mohou byt takeé
kombinovany s rliznymi nosi¢i v kapalné fazi, jako jsou sterilni nebo
vodné roztoky, farmaceuticky pfijateiné nosiCe, suspenze a emulize.
Priklady nevodnych rozpoustédel zahrnuji ~ propylethylenglykol,
polyethylenglykol a rostlinné oleje. Pfi pouziti pro pfipravu protilatek
mohou také nosi¢e zahrnovat adjuvans, které je pouzitelné pro
nespecifické posileni specifické imunitni odpovédi. Odbornik v oboru
maze snadno uréit, zda je adjuvans nutné, a vybrat vhodnou latku.

Pouze pro Udely ilustrace v8ak mezi vhodna adjuvans patfi bez
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omezeni Freundovo kompletni a nekompletni adjuvans, mineralni soli

a polynukleotidy.

Lédebna vyuziti proteind SFRP/SARP

Ag&koli skupina gent SFRP/SARP byla objevena pouze nedavno,
a stale zbyva ziskat mnoho poznatkl o jeji biologii, pro tyto proteiny
nicméné existuje nékolik potencialnich terapeutickych pouziti. Protoze
se predpoklada funkce proteind Wnt jako protoonkogen(, proteiny
SFRP/SARP mohou slouzit jako latky potladujici tumory pro jejich
schopnost antagonizovat aktivitu Wnt. Tyto proteiny mohou byt také
pouzity pfi regeneraci tkani. Protoze napfiklad FrzB-1 stimuloval
ektopickou chondrogenni aktivitu in vivo, mohl by byt pouZit pro
urychleni hojeni fraktur nebo uzdravovani kloubll po nahradé kycle
a kolena (patentova piihlaska WO 98/16641 A1). Koneé&né, protoze se
zda, ze proteiny SFRP/SARP Fidi apoptozu, tyto proteiny by take
mohly byt pouzity pro lé€eni celé fady degenerativnich onemocnéni

véetné neurodegenerace, myodegenerace a osteodegenerace.

Farmaceutické prostiedky

Predkladany vynalez také poskytuje prostredky obsahujici
kterykoli z vy$e uvedenych proteing, mutein@, fragmentl, protilatek,
molekuly nukleovych kyselin kédujici tyto proteiny, muteiny, protilatky
nebo jejich fragmenty, stejné jako vektory a hostitelské bunky, které
exprimuji tyto molekuly nukleovych kyselin., a pfijatelny pevny nebo
kapalny nosny pufr nebo fedivo. Pouziva se udéinné mnozstvi jedné
nebo vice uginnych slozek, které dostaluje pro vytvofeni
pozadovaného regulaéniho Gcinku na aktivitu pii tvorbé kosti nebo
aktivitu pfi apoptdze. Uginné mnozstvi mQze byt uréeno na zakladé
b&znych kiivek vyjadfujicich zavislost odpovédi na davce pro

pozadovanou aktivitu. Jestlize se prostredky pouzivaji farmaceuticky,
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kombinuji se pro diagnostické a terapeuticke pouziti s ,farmaceuticky
pfijatelnym nosi¢em". Vytvofeni takovych prostfedkd je odbornikim
v oboru dobfe znamé. Farmaceutické prostfedky podle vynalezu
mohou obsahovat jednu nebo vice dalSich G&innych slozek, a
s vyhodou obsahuji farmaceuticky pfijatelny nosi¢. MuaZe byt
poskytnuta dal$i G¢inna slozka, aby spoluplsobila v kombinaci
s aktivni slozkou zaloZenou na jednom nebo vice proteinech SFRP jak
je popséano vyse. V alternativnich provedenich se piidava dalsi u€inna
latka proto, Ze pusobi na stejné onemocnéni nebo poruchu jako latky
SFRP, ale odlisnym mechanismem puUsobeni nez ucéinné latky
salozené na SFRP, nebo mize dal$i (ginna latka plsobit na dalsi
onemocnéni nebo poruchy, kterymi Elovék nebo zvife trpi. Mezi
vhodné farmaceuticky pfijatelné nosi¢e a/nebo fediva patfi véechna
b&zna rozpoustédla, disperzni prostfedi, piniva, pevné nosi¢e, vodné
roztoky, povlaky, antibakterialni a antifungalni latky, latky upravujici
isotonicky stav a zpozdujici absorpci apod. Termin ,farmaceuticky
pfijatelny nosi¢* oznauje nosi¢, ktery u pacientll, jimz se podava,
nezplisobuje alergickou reakci nebo jiny nezadouci efekt. Mezi vhodné
farmaceuticky pfijateiné nosice patfi napfiklad jedna nebo vice latek
ze skupiny voda, fyziologicky roztok, fyziologicky roztok s fosfatovym
pufrem, dextréza, glycerol, ethanol apod., stejné jako jejich
kombinace. Farmaceuticky pfijatelné nosice mohou dale obsahovat
men&i mnozstvi pomocnych latek jako jsou smadedla nebo
emulgatory, ochranné latky nebo pufry, které zvysuji skladovatelnost
prostfedku nebo u¢innost jedno nebo vice uginnych slozek prostiedku.
Pouziti téchto prostfedkd a latek pro farmaceuticky aginné latky je
v oboru dobfe znamé. Kromé pfipad, kdy neni kterékoli bézné
médium nebo prostiedek kompatibilni s ucinnou sloZkou, se
pfedpoklada pouziti t&chto latek v imunogennich prostfedcich podle

pfedkladaného vynalezu.

Tyto prostfedky mohou byt take pouzity pro vyrobu

farmaceutickych prostfedk(l pro diagnézu a leceni patologickych stavl

......
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souvisejicich s neurodegenerativnimi poruchami (tj. Huntingtonova
choroba, Alzheimerova choroba, poranéni michy), myodegenerativnimi
poruchami (tj. svalova dystrofie, myasthenia gravis, myotonicke
myopatie) a osteodegenerativnimi poruchami (tj. osteopordza).
V nékterych provedenich se v prostfedku pro leceni kteréhokoli z vySe
uvedenych stavll nebo poruch pouzivaji protilatky, ktere vazou veskery
nebo ¢&ast proteinu SFRP. Polyklonalni a monoklonaini protilatky
mohou byt pfipraveny béznymi zplsoby. Obecnée se pripravi protilatka
proti sekvenci aminokyselin, ktera je (a) specificka pro protein nebo
proteiny SFRP, a (b) pravdépodobné také antigenni. Odbornik v oboru
miZe zvolit sekvenci specifickou pro protein SFRP provedenim
analyzy sekvence a pouzitim jakychkoli béZnych programQ pro
uspofadani a porovnani sekvenci. Aminokyselinova sekvence, ktera je
na jednom nebo vice koncich, s vyhodou na obou koncich hydrofilni,
je obecné pro vytvafeni protilatek vyhodna. Navic k pouZiti
aminokyselin, které jsou hydrofilni, jsou vyhodna provedeni
hydrofilnich aminokyselin také bazickd (nekysela). Je také mozno
pouzit jakoukoli aminokyselinu, kterd zvySuje antigenicitu. Napfiklad
v centralni &asti sekvence se &asto pouzivaji proliny. Antigenicita
mUze byt méfena zvy$enim nebo snizenim mnozstvi protilatky, ktera
se vytvofi jestlize se vytvafeji protilatky proti pocatecni testovaci
sekvenci, kterou je specificky protein nebo proteiny SFRP. V nékterych
provedenich podle pfedkladaného vynalezu se vyvola vznik protilatky
proti sekvenci obsahujici alespo osm za sebou nasledujicich
aminokyselin proteinu nebo proteinil SFRP, a s vyhodou proti sekvenci
obsahujici alespori 10 za sebou nasledujicich aminokyselin proteinu
nebo proteini SFRP. V dalsich vyhodnych provedenich se vytvofi
protilatka proti aminokyselinové sekvenci obsahujici pfiblizné 15 az
pfiblizné 30 aminokyselin. Ve vyhodnych provedenich se vytvofi
protilatka proti sekvenci obsahujici aminokyseliny 217 az 231 proteinu
SFRP SEQ ID No. 2 nebo variantam této sekvence.
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Prostifedky podle pfedkladaného vynalezu mohou byt podavany
jednotlivci v pfipadé potieby dosaZeni ristu nervd, svall, chrupavky a
kosti Fadou zplQsobl, v&etné bez omezeni intravendzniho,
subkutanniho, intramuskularniho, intrathekalniho, intrakraniainiho
a topického. Prostfedek miZe byt podavan pfimo do organu nebo

bunék organu metodami in vivo nebo ex vivo.

Tyto prostiedky mohou byt rozpustné nebo mohou byt ve formé
mikrodastic nebo mohou byt zahrnuty do mikrokulicek nebo

mikrovackd, véetné micel a lioposomd.

Primyslova vyuzitelnost

Vy$e popisované prostfedky poskytuji soucasti testu pro
screening uginnych latek a farmaceutickych prostfedkd, které maji
agonistické nebo antagonistické G¢inky na receptor Wnt ve vhodné

bunce.

Pfedpoklada se také, Ze polynukleotidy SFRP podle vynalezu
budou pouzitelné jako diagnostické latky pro detekci genetickych
abnormalit souvisejicich s geny kdédujicimi SFRP nebo s jednim nebo
vice geny, které se UCastni pfi signaini biochemické cesté Wnt. Tyto
genetické abnormality zahrnuji bodové mutace, delece nebo inzerce
nukleotidd. Kterykoli z nékolika postupl genetického screeningu muze
byt upraven pro pouziti se sondami podle pfedkladaneho vynalezu
véetné analyzy polymorfismu délky restrikéniho fragmentu (restriction
fragment length polymorphism, RFLP), ligazové fetézové reakce nebo
PCR. Mutace v tomto genu naznadéuji moznost zvySeni rizika

vyvojovych abnormalit.

Jak bude podrobné&ji popsano dale, proteiny a jejich fragmenty
jsou pouZitelné v bezbuné¢ném i bunééném testovacim systému in
vitro pro screening na Géinné latky a farmaceutické slouceniny, které

bud inhibuji nebo zesiluji biochemickou cestu receptoru Whnt
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a apoptézu a pro testovani moznych zplsobl [éCeni onemocnéni

souvisejicich s touto biochemickou cestou, napfiklad onemocnéni
tvorby kosti, karcinogeneze a kardiovaskularnich onemocnéni. Je také

mozno modulovat embryogenezi.

Testy pro screening lé&iv mohou byt pouzivany pro identifikaci
aktivatort nebo inhibitord proteinu SFRP. Napfiklad zvySeni rustu
chrupavky v pfitomnosti |é&iva v porovnani se samotnym SFRP muze
ukazovat na aktivaci SFRP, zatimco pokles mize naznadovat inhibici
aktivity SFRP.

Zpusoby podle predkldadaného vynalezu je mozno provadét
screening celé fady slouCenin. Patfi sem peptidy, makromolekuly,
malé molekuly, chemické latky a biologické smési. Témito
slouéeninami mohou byt biologické, syntetické, organické nebo

anorganické slouceniny.

V ramci pfedkladaného vynalezu se pro pfipravu diagnostickych
testli pouzivaji vhodné bufiky pro expresi proteini SFRP nebo pro
pfipravu diagnostickych kitl zaloZzenych na nukleotidech. Bunky
mohou byt vyrabény nebo odvozeny od kvasinek, bakterii, hub nebo
virtl. Ve vyhodnych provedenich jsou buiikami bufiky hOB, zviasté
nova imortalizovana preosteocyticka bunééna linie oznaCovana jako
hOB-01-C1-PS-09 (ulozena ve sbirce American Type Culture
Collection in Manassas, Va, pod ozna&enim PTA-785) a burfiky
osteoblastll s identifikaénimi vlastnostmi bunék hOB-01-C1-PS-09,
stejné jako buiky osteoblastl pfipravené z téchto bunék, napfiklad
jejich potomci. Oznageni imortalizovany se tyka v podstaté kontinualni
a permanentné udrzované bunééné kultury v podstaté s neomezenou
schopnosti bunééného déleni. To znamena, ze buriky mohou byt
kultivovany v podstaté donekoneéna, tj. alespont pfiblizne 6 mésicl za
podminek rychlého rlstu, s vyhodou mnohem déle za podminek
pomalej$iho ristu, a mohou byt rychle a kontinualné rozmnozovany

pouzitim rutinnich technik kultivace bunék. Jinymi slovy, buriky podle
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predkladaného vynalezu mohou byt kultivovany po alespori 100, 150
nebo 200 zdvojeni populace. Tyto bufiky poskytuji komplement
proteinl charakteristicky pro normalni lidské osteoblastické bunky
a jsou schopny osteoblastické diferenciace. Mohou byt pouzity ve
studiich kultivace bunék pro zjistovani citlivosti osteoblastickych bunek
na rdzné latky, jako jsou hormony, cytokiny a rlistové faktory, nebo pfi
tkafnové terapii. Tyto bufiky jsou postsenescentni subklon bunécne
linie hOB-O1-C1, jak bylo dfive popséno v Bodine a dal8i, 1996,
Endocrinology 137: 4592 - 4604.

ProtoZze proteiny SFRP jsou, jak se zde uvadi, nové cile pro
lé&iva na osteopordzu, néktera provedeni se tykaji exprese genl nebo
nukleovych kyselin, které koduji cely nebo ¢&ast alespori jednoho
proteinu SFRP. Exprese téchto nukleovych kyselin nebo genl
v buné&énych liniich lidskych osteoblastd (hOB) koreluje s urychlenou
smrti bun&k a apoptézou. Bufiky hOB-01-C1-PS-09 podle
pfedkladaného vynalezu jsou zvlasté vyhodné ve srovnani s jinymi
burikami hOB proto, Ze tyto bufiky typu ,-09“ jsou dospélé bunky
osteoblastli. Navic jsou tyto buiky osteocytické (ij. zralé bufky) ve
srovnani s jinymi buitkami hOB, které jsou asto osteoblastické. Navic
exprimuji bufiky hOB-01-C1-PS-09 velmi nizké hladiny mRNA pro
FRP-1/SARP-2. Z toho vyplyva, Ze bunééna linie hOB-01-C1-PS-09
bude v modelu in vitro jedineéna pro studium Gcinkl znovuzavedeni
a nadmérné exprese FRP-1/SARP-2. Dal$i dulezitou vlastnosti bunek
hOB-01-C1-PS-09 je to, ze mohou byt pouZzity pro studie jak
pfechodné, tak i stabilni transfekce. Nékteré z mnoha vyhod téchto
bunék proti rodi¢ovskym bunkam hOB-01-C1 jsou: bufiky hOB-01-C1-
PS-09 jsou skute¢n& nesmrtelné, déli se dva az trikrat rychieji pfi
34 °C a stale si zachovavaji mnoho z preosteocytickych vlastnosti

rodi¢ovskych bunék.

Bufiky hOB-01-C1-PS-09 budou pouzZitelné pro vytvoreni
stabilnich bunéénych linii s nadmérnou expresi potencialnich cill pro

légiva proti osteoporéze. Tyto stabilni bunééné linie budou potom
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cenné pro charakterizaci téchto cilli pro lé€iva stejné jako pro vyvoj
vysoce vykonnych metod screeningu a testl pro identifikaci slou€enin,

které je Fidi.

Prehled obrazku na vykresech

Obr. 1 ukazuje vysledky pro osteogenni fragment RADE, které
vedly k objeveni cDNA lidského, osteoblasty (hOB) sekrenovaného
proteinu pfibuzného s proteiny frizzled (SFRP). Obr. ukazuje
autoradiogramy geld z metody differential-display PCR (DD-PCR)
z experiment( provadénych se tfemi buné€nymi liniemi hOB (hOB-03-
C5, hOB-03-CE6 a hOB-01-C1) ve tfech rlznych stupnich diferenciace
(stupef proliferace, stupen maturace a preosteocyticky stupen). Sipka
ukazuje na fragment genu hOB SFRP o délce 276 parl bazi (bp) (1.
fragment RADE), ktery je vzestupné regulovan plsobenim PGE;
v burikdch hOB-03-C5 a hOB-03-CE6, ale sestupné regulovan
plsobenim TGF-B1 v burikdch hOB-01-C1. Je také vidét, Ze bunky
hOB-01-C1 exprimuji vysoké zakladni hladiny tohoto genu. Hledani
programem basic local alignment search tool (BLAST) tohoto
genového fragmentu ve vefejnych databazich ukazalo, Ze tato cDNA

byla homologni s geny mySiho SFRP-1 a hovéziho FrzA.

Obr. 2 ukazuje autoradiogram northernového pfenosu polyA+
RNA izolované z bun&k hOB-03-C5 po plisobeni kontroly, PTH, PGE;
a TGF-B1 po dobu 24 hod. Pfi tomto experimentu byly jako sondy
pouzity jak vyfiznuty genovy fragment hOB SFRP RADE, tak cDNA
klonované glyceraldehydfosfatdehydrogenazy (GAPDH). Sipka ukazuje
na hOB SFRP mRNA (~ 4,4 kb), ktera je uplné vzestupné regulovana
pUsobenim PGE; na bunky.

Obr. 3 ukazuje autoradiogram northernového pfenosu polyA+
RNA izolované z bunék hOB-03-C5 po pUsobeni kontroly, PGE; a
TGF-B1 po dobu 24 hod. Pfi tomto experimentu byly jako sondy
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pouzity jak klonovany fragment genu hOB SFRP RADE,  tak i
klonovana GAPDH cDNA. | v tomto pfipadé dochazi k Gpiné vzestupné
regulaci hOB SFRP mRNA plasobenim PGE; na buriky.

Obr. 4 ukazuje autoradiogram northernového pfenosu polyA+
RNA izolované z bunék hOB-03-CE6 nebo hOB-01-C1 po puUsobeni
kontroly PTH, PGE; a TGF-B1 po dobu 24 hod. Pfi tomto experimentu
byly jako sondy pouZity jak vyfiznuty fragment genu hOB SFRP RADE,
tak i cDNA klonované GAPDH. Sipka ukazuje na hOB SFRP mRNA,
ktera je Uplné& vzestupné regulovana pisobenim PGE; na bunky hOB-
03-CES6, ale je sestupné regulovana pUsobenim PTH na buriky hOB-
01-C1. Je také vidét, Zze buriky hOB-01-C1 exprimuji vsoké zakladni
hladiny mRNA.

Obr. 5 ukazuje autoradiogram northernového pfenosu polyA+
RNA izolované z bunék hOB-01-C1 po plsobeni kontroly a TGF-1 po
dobu 24 hod. Pfi tomto experimentu byly jako sondy pouzity jak cDNA
klonovaného hOB SFRP s uplnou délkou (1,1 kb), tak i cDNA
klonovaného beta-aktinu. Vysledky ukazuji, Ze hOB SFRP mRNA je
sestupné regulovana plisobenim TGF-B1 na buiiky. Opét je zde videét,

7e bufiky hOB-01-C1 exprimuji vysoké zakladni hladiny mRNA.

Obr. 6 ukazuje autoradiogram northernového prenosu polyA+
RNA izolované z 23 rliznych lidskych tkani. Pfi tomto experimentu byly
jako sondy pouzity jak vyfiznuty fragment genu hOB SFRP RADE, tak i
cDNA klonovaného beta-aktinu. Sipka ukazuje na hOB SFRP mRNA,
ktera je ve velké mife exprimovana v srdci a ledving, mirnée
exprimovana v placenté a déloze a s nizkou hladinou exprimovana
v mozku, pankreatu a jinych tkanich, ale neni exprimovana v thymu

a lymfocytech.

Obr. 7 ukazuje autoradiogram northernového pfenosu polyA+
RNA izolované z bunék Sa0S-2 podobnych osteoblastim lidského
osteosarkomu a kultur explantatl normalnich lidskych osteoblasti
(hOB) po pusobeni kontroly, PTH, PGE;, a TGF-p1 24 hod. Pfi tomto

oo .
.. .
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experimentu byly jako sondy pouzity jak cDNA klonovaného SFRP
hOB, tak cDNA klonovaného GAPDH. Vysledky ukazuji, Ze buiky
SaS0-2 exprimuji nizké zakladni hladiny hOB SFRP mRNA, které
nejsou regulovany témito prostfedky. Naopak bunky hOB exprimuji
stfedni hladiny této mRNA, ktera je vzestupné regulovana plsobenim
PGE,. TagMan kvantitativni analyza RT-PCR bunék hOB po pusobeni
PGE; ukéazala, ze plsobenim PGE; doslo k desetinasobné vzestupné
regulaci SFRP mRNA.

Obr. 8 ukazuje autoradiogram Southernova pfenosu produktl
PCR s reverzni transkriptazou (RT)-PCR z celkové RNA izolované bud
z lidské placenty nebo bunék hOB-03-CE6, po plsobeni kontrolou
nebo PGE; 24 hod. RT-PCR byla provadéna s oligonukleotidovymi
primery, které byly specifické pro lidsky FRP-1/SARP-2, a Southerniv
pfenos byl hybridizovan s vnitfini oligonukleotidovou sondou
specifickou pro lidsky FRP-1/SARP-2. Oc¢ekavana velikost pro tento
produkt RT-PCR byla 1,1 kb. Vysledky ukazuji, Zze (podle oekavani)
placenta exprimuje mMRNA FRP-1/SARP-2, a Zze pusobenim PGE; na
bunky hOB-03-CE6 dochazi k silné vzestupné regulaci exprese teto
mRNA.

Obr. 9 ukazuje vysledky experimentl bunééné viability u bunék
hOB-03-C5, hOB-03-CE6 a hOB-01-C1 s pouzitim pfistroje Coulter
cell counter. Vysledky jsou vyjadieny jako procenta vzhledem ke
kontrole v den nula (. ~ 200 000 bunék na jamku v Sestijamkove
desti¢ce). Vysledky tohoto experimentu ukazuji, ze buriky hOB-03-C5
pomalu proliferuji pfi 39 °C v médiu s obsahem séra, zatimco u bunék
hOB-03-CE6 dojde k zastaveni déleni, ale jsou Zivotaschopné, Sesty
den inkubace. Naopak u bunék hOB-01-C1 dochazi k urychlené smrti
bunék, coz je v korelaci s vysokou zakladni expresi hOB SFRP mRNA

v téchto bunkach.

Obr. 10 ukazuje vysledky pro experiment s buné&&nou viabilitou
s bunkami hOB-03-C5 (&ast A), hOB-03-CE6 (¢ast B) a hOB-01-C1
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(84st C) provadény na pfristroji Coulter cell counter. Pro tyto
experimenty se na burky pUsobilo bud kontrolou nebo PGE; (Casti A a
B) nebo kontrolou TGF-B1 (Cast C) v bezsérovém médiu pfi 39 °C
3 nebo 6 dnl. Vysledky jsou vyjadfeny jako procento vzhledem ke
kontrole v den 0 (tj. ~ 200 000 bunék/jamku v Sestijamkové desticce).
Vysledky v tomto experimentu ukazuji, Ze viabilita bunék hOB klesa
v bezsérovém médiu s éasem. Navic je pro burfiky hOB-03-C5 a HoB-
03-CE6 rychlost poklesu zvySovana plsobenim PGE,. Tato zvySena
rychlost smrti bunék je v korelaci se vzestupnou regulaci hladin mRNA
hOB SFRP v té&chto buikach po plsobeni PGE,. Naopak plsobeni
TGF-p1 na buriky hOB-01-C1, které sestupné reguluje hladiny mRNA
hOB SFRP, zZivotaschopnost zvySuje.

Obr. 11 ukazuje, ze plsobeni PGE, na burnky hOB-03-C5
indukuje apoptdzu neboli naprogramovanou smrt bunék. Apoptoza
byla mé&fena prltokovou cytometrii s pouzitim anexinu V-FITC. Cast A
ukazuje, Ze pocet Zzivotaschopnych bunék, které se nebarvi ani
anexinem V, ani propidiumjodidem (barvivo pro nekrotické bunky),
klesa se stoupajicimi koncentracemi PGE,. Naopak ¢ast B ukazuje, ze
podet apoptotickych bunék, které se barvi anexinem V, ale nikoli
propidiumjodidem, stoupad se zvy$ujicimi se koncentracemi PGEo:.
Podobné &ast C ukazuje, ze podet nekrotickych bunék, které se barvi
jak anexinem B, tak i propidiumjodidem, stoupa se stoupajicimi

koncentracemi PGE..

Obr. 12 ukazuje vysledky dalSiho experimentu
s Zivotaschopnosti (viabilitou) bunék s buiikami hOB-03-C5 (Cast A) a
burikami hOB-03-CE6 (¢ast B) pouzitim pfistroje Couilter cell counter.
Tyto experimenty byly provadény podobnym zpusobem jako
experiment znazornény na obr. 10. U tohoto experimentu byly vSak
buriky spoleéné o$etfeny bud kontrolnim vehikulem (tj. 0,1% ethanol)
nebo PGE, v nepfitomnosti negativnich (sense) (kontrolnich) nebo
pozitivnich (antisense) fosforthioatovych oligonukleotidd zaméfenych

na misto iniciace pro lidsky SARP-2. Vysledky jsou uvedeny jako
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procento vzhledem ke kontrole v den 0 (tj. pfiblizné 200 000 bunék na
jamku v Sestijamkové desticce) nebo jako procento vzhledem ke
kontrole oSetfené vehikulem. Vysledky tohoto experimentu ukazuji, Ze
spole¢né osetifeni bunék hOB kédujicim oligonukieotidem pro SARP-2
odvrati schopnost PGE, zvySovat rychlost smrti bunék, pfiCemz
spolec¢né oSetfeni pozitivnim (kontrolnim) oligonukleotidem na tento

proces nema zadny vliv.

Obr. 13 ukazuje vysledky experimentu s viabilitou bunék hOB-
01-C1-PS-09 s pouzitim pFistroje Coulter cell counter (€ast A). Pro tyto
experimenty byly buriky stabilné transfekovany bud sav¢éim expresnim
plasmidem hOB SFRP cDNA (tj. SFRP-1/FRP-1/SARP-2) nebo
prazdnym vektorem (tj. pcDNA3.1). Vysledky jsou vyjadieny jako
procento kontrolnich bunék v den 0. Vysledky tohoto experimentu
ukazuji, ze nadmérna exprese hOB SFRP/SFRP-1/FRP-1/SARP-2
burikami hOB zvysuje rychlost smrti bunék pfi porovnani s prazdnym
vektorem, ktery na tento proces nema zadny vliv. Cast B ukazuje
vysledky northernové hybridizace polyA+ RNA izolované bud z bunék
s prazdnym vektorem (V) nebo bunék s nadmérnou expresi SARP-2
(S). Tato analyza ukazuje, Ze buitky SARP-2 exprimuji podstatné vice
mRNA SFRP-1/FRP-1/SARP-2 nezZ bunky s vektorem.

Obr. 14 ukazuje vysledky dal$iho experimentu s viabilitou bunek
provadéného s bunkami hOB-01-C1-PS-09 exprimujicimi prazdny
vektor (pcDNA3.1) a subklonu bunék (SARP-2 klon #1) s nadmeérnou
expresi SFRP-1/FRP-1/SARP-2. Cast A ukazuje vysledky kvantitativni
RT-PCR analyzy TagMan RNA izolované z bunék. Tato analyza
ukazuje, Ze buniky SARP-2 klon #1 exprimuji 50 az 60 x vice mRNA
lidského SFRP-1/FRP-1/SARP-2 nez bunky exprimujici prazdny
vektor. Podobné, jak je ukdzano v Casti B, bunky SARP-2 klon #1
hynou trikrat vétsi rychlosti nez kontrolni bufiky s prazdnym vektorem,

pfi pouziti pfistroje Coulter cell counter pro méfeni po¢tu bunék.
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Obr. 15 je autoradiogram westernového prenosu extraktl celych
bunék izolovanych z bunék hOB-03-CE6 oSetfenych bud kontrolou
nebo PGE; po dobu 24 hodin. Imunologicky pfenos byl testovan
pomoci sondy monoklondlni protilatky proti B-kateninu, ktery ma
molekulovou hmotnost 92 000. Vysledky ukazuji, Ze pisobenim PGE;
na buiiky hOB se dosahne snizujici regulace hladin B-kateninu, coz je
v souladu s antagonismem signalni biochemické cesty Wnt
prostiednictvim SFRP/SFRP-1/FRP-1/SARP-2 bunék hOB.

Obr. 16 ukazuje vysledky experimentu s pfechodnou transfekci
na burfikach hOB-01-C1-PS-09 (¢ast A) a hOB-02-C1-PS-02 (Cast B).
Vysledky ukazuji, ze transfekce bud lidskymi (h) nebo krysimi (r)
SARP-2 nebo lidskymi Frzb-1 expresnimi plasmidy snizuje pfenos
signalld Wnt (pfi porovnani s kontrolou prazdného vektoru pcDNA3.1)
v buikach hOB, jak je méfeno testem na reporterovy gen s TCF-
luciferazou. Tento test je autentické méfeni prenosu signalt Wnt a

aktivity B-kateninu v jadre.

Obr. 17 shrnuje piiklad screeningu na anabolické kostni ucinné
latky s pouzitim bunék hOB a SFRP/SFRP-1/FRP-1/SARP-2 hOB.
Tento pruzkum by identifikoval slouceniny, které fidi funkci SFRP-
1/FRP-1/SARP-2.

Obr. 18 znéazornuje pfiklad vysoce vykonného screeningu (HTS)
na slouceniny, které inhibuji funkci SFRP-1/FRP-1/SARP-2
v osteoblastech/osteocytech. Vysledky ukazuji, Ze bunky hOB-01-C1-
PS-09 s nadmérnou expresi SFRP-1/FRP-1/SARP-2 (bunky SARP-2
#1) hynou rychleji neZ bunky exprimujici prazdny vektor (pcDNA3.1),
pfi pouziti fluorescenéniho testu na DNA CyQuant. Navic blokuje
antipeptidové antisérum proti SFRP-1/FRP-1/SARP-2 (SARP-2 AS)

smrt bunék zplisobenou nadmérnou expresi tohoto genu.

Obr. 19 znazoriuje strategii, kterd byla pouzita pro vytvofeni
SFRP-1/SARP-2 knock-out mys$i. Exon 1 mysiho genu SFRP-1/SARP-

2, ktery koduje celou oblast bohatou na cystein (cysteine-rich domain,
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CRD) byl nahrazen expresni kazetou pro B-galaktosidazu a rezistenci

na neomycin.

Obr. 20 znazornuje northernovy prenos polyA+ RNA izolované
ze samicéich a samcich ledvin ziskanych z mysi standardniho typu
(wild-type, WT) a SFRP-1 knock-out (KO). Tento pfenos ukazuje, Ze
ledviny standardniho typu exprimuji vysoké hladiny mRNA pro SFRP-1

(4,4 kb), zatimco ledviny KO tento gen neexprimuji.

Obr. 21 ukazuje vysledky analyzy mikropocitacovou tomografii
(micro-CT) stehenni kosti ziskané od samcli (¢ast A) a samic (¢ast B)
mys$i standardniho typu (+/+) a SFRP-1 knock-out (-/-). Pfi porovnani
s kontrolnimi my$mi +/+ (Udaje ukazuji, Ze myS$i -/- maji pfi pouziti této
metody zlep$ené parametry z hlediska tvorby kosti (tj. BV/TV, Tb. Th.,
Conn. Den., Tb. N. & Tb. Sp.).

Obr. 22 je soubor grafl ukazujicich (A) bunéCnou proliferaci
bunék hOB, (B) schopnost/zvySeni jako reakci na oSetfeni vitaminem
D; pro zvy$eni aktivity alkalické fosfatazy pfi 39 °C u bunék hOB, a
(C) neschopnost vitaminu D3 indukovat sekreci osteokalcinu z bunek

hOB pfi 34 °C, jak je podrobné popsano v prikladu A.

Obr. 23 znazorfiuje vysledky z pfikladu 1 tykajici se exprese
mRNA receptoru PTH-1; v tomto pfipadé inkubace bunék hOB po
dobu 48 hod pfi 39 °C zvySuje ustadlené koncentrace mRNA pro
receptor PTH-1 sedminasobné v porovnani s burikami udrzovanymi pfi
teploté 34 °C.

Obr. 24 ukazuje vysledky z pfiikladu A tykajici se vlivu na
koncentraci intracelularniho cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP)

jako odpovéd na zvySeni koncentraci PTH-1-34 v bunkach hOB.

Obr. 25 je graf, ktery znazoriuje ucinek syntetického
glukokortikoidu dexamethasonu na buiiky hOB, kdy dochazi ke
zvy$eni aktivity alkalické fosfatazy, jak je podrobné popséno v pfikladu
A.
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Obr. 26 ukazuje vysledky z experimentl tykajicich se vlivu
mechanosenzorické  stimulace preosteocytickych  bunék hOB

s pouzitim jednotky Flexerall Strain Unit.

Priklady provedeni vynalezu

Predkladany vyndlez se dale popisuje na nasledujicich
piikladech. Tyto pfiklady se poskytuji vylu¢né pro ilustraci vynalezu na
konkrétnich provedenich. Tyto pfiklady, i kdyz ilustruji néktere

konkrétni aspekty vynalezu, nemaji nijak omezovat rozsah vynalezu.

Pfiklad A: Vytvoreni a analyza bunék hOB

Buriky hOB-01-C1 jsou podmineéné transformovanou bunéénou
linii odvozenou z dospélé lidské kosti, ktera si pfesné zachovava
preosteocyticky fenotyp. Tyto bunky byly transformovany velkym T-
antigenem citlivym na teplotu (tsA 209) a jestlize je mutanta T-
antigenu aktivni, proliferuji pfi permisivni teploté 34 °C; bufiky vSak
zastavuji déleni pfi nepermisivni teploté (=37 °C), jestlize je mutanta
T-antigenu neaktivni. | kdyZz jsou burfiky hOB-01-C1 prvni buné&cnou
linii osteocytl, ktera byla vytvofena a ktera je vhodna pro vyzkumne
udely, pro objevovani lékl maji nékteré nevyhody. Stejné jako jiné
lidské bunécné linie transformovana velkym T-antigenem SV-40
podléhaji burfiky hOB-01-C1 krizi a hynou po 15 az 20 pasazich
v kultufe. | kdyZ jsou tedy tyto bunéc¢né linie ¢asto oznalovany jako
,nesmrtelné”, ve skute¢nosti maji pouze ,prodlouzeny Zivot‘. Bunky
hOB-01-C1 také pomalu proliferuji v kultufe pfi 34 °C s dobou zdvojeni
pfiblizZné jednou za pét az Sest dnl. Aby byly odstranény néktere
z téchto nevyhod, byla vytvofena bunééna linie hOB-01-C1-PS-09.

Buiiky hOB-01-C1-PS-09 byly vytvofeny pasazovanim
rodicovské bunééné linie hOB-01-C1 za bod krize (tj. pasaZe 15 az 20)

az do preruseni proliferace (pasaze 20 az 25). Postsenescentni bunky



10

15

20

25

30

-35- '

byly potom expandovany Vv kultufe a subklonovany. Kilony byly
charakterizovany pouzitim reverzni polymerazové fetézové reakce
(RT-PCR) pro analyzu pro méfeni miry exprese mRNA receptoru
parathyroidniho hormonu (PTH)-1. Bunky hOB-01-C1-PS-09 byly
vybrany pro dalsi charakterizaci, protoze tento klon exprimoval
nejvyssi hladinu mRNA receptoru PTH-1 pfi teplot¢ 39 °C. Tato
buné&éna linie prosla v pribé&hu postupu klonovani a expanze pfiblizné
20 az 25 zdvojenimi populace a potom byla pasadzovana vice nez
padesatkrat. Tato bunééna linie mdzZe byt pasazovana nékolikasetkrat.
Buiiky hOB-01-C1-PS-09 jsou tedy skute¢né nesmrteinou bunécnou
finii.

Stejné& jako u rodiCovske bunééné linie hOB-01-C1 netvofi bunky
hOB-01-C1-PS-09 monovrstevné kultury a ponechavaji na miskach pro
tkafové kultivace volné prostory. Zda se také, 7e bunky vytvéaieji
v pribéhu dlouhych bunégnych procesl kontakty mezi jednotlivymi
burikami. Z analyzy elektronovou mikroskopii je zfejmé, ze bunky maji
prstovité bunééné vybeézky, které pfipominaji preosteocyty, a tyto
vybézky vytvéareji pfemosténi prazdnych mist, jestlize pfijdou do styku
se sousednimi bufkami. Stejné jako u rodi¢ovské bunécné linie
exprimuji také bunky hOB-01-C1-PS-09 podle imunocytochemickeho

stanoveni velky T-antigen tsA 209.

Na rozdil od rodi¢ovské bunééné linie hOB-01-C1 proliferuji
bufiky hOB-01-C1-PS-09 pfi permisivni teploté dva az tfikrat rychleji
s dobou zdvojeni jednou za dva az tfi dny (obr. 22A). Stejné jako
u rodiovskych bunék vs8ak dojde u buné&k hOB-01-C1-PS-09
k zastaveni d&leni pfi nepermisivni teploté (obr. 22A). Toto pozorovani
ukazuje, ze ackoli buriky prosly pfes bod krize a staly se nesmrteiné,
stale pro proliferaci vyZzaduji aktivni T-antigen. Navic, stejné jako
u rodidovské bunééné linie, vyzaduji bunky hOB-01-C1-PS-09 pro
projeveni zesileného osteocytického fenotypu inaktivaci T-antigenu.
Dvéma dalezitymi markery osteocytické vazby jsou alkalicka fosfataza

a osteokalcin. Jak je ukazano v obr. 22B, schopnost vitaminu Ds
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sesilovat aktivitu alkalické fosfatdzy se zvysi priblizné &tyfnasobné,
jestlize se bunky inkubuji pfi 39 °C. Navic, jak je znazorné&no na obr.
22C, vitamin D3 neni schopen indukovat sekreci osteokalcinu z bunék
pfi 34 °C.

Bylo vs$ak zji§téno, ze sekosteroid zesiluje produkci tohoto
proteinu specifického pro kostni matrici 11 x, jestlize se bunky inkubuji
pfi 39 °C. Je tfeba zdlraznit, se zakladni hladiny exprese alkalické
fosfatazy a sekrece osteokalcinu butikami hOB-01-C1-PS-09 jsou
podobné rodiCovské buné&éné linii. Buiiky hOB-01-C1-PS-09 tedy jak
morfologicky, tak biochemicky napodobuji rodi¢ovské burky hOB-01-
C1, a jsou proto spolehlivym modelem in vitro pro studium biologie

lidskych preosteocytu.

Jak je uvedeno vyse, bunééna linie hOB-01-C1-PS-09 byla
vybrana pro dalsi charakterizaci na zakladé vysoké exprese mRNA
receptoru PTH-1. Jak je ukazano na obr. 23, inkubace bunék 48 hod
pii 39 °C zvysuje rovnovazné hladiny mRNA pro receptor PTH-1
sedminasobné pfi porovnani s bufikami udrzovanymi pfi teploté 34 °C.
Protoze exprese receptoru PTH-1 je  markerem diferenciace
osteoblast/osteocyt, je to daldi dlikaz, Ze bunky maji pfi nepermisivni
teploté vyraznéjsi osteocytovy fenotyp. V souladu s touto zesilenou
expresi receptoru PTH-1 vytvafi pfedinkubace bunék hOB-01-C1-PS-
09 po dobu 48 hod pfi 39 °C s naslednym osetfenim stoupajicimi
koncentracemi lidského PTH 1-34 (hPTH 1-34) po dobu 10 min pfi 37
°C v zavislosti na davce péti az $Sestinasobné zvy$eni hladin
intracelularniho cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) (obr. 24).
Naopak pfedinkubace téchto bunék pfi 34 °C nevede k naslednému
zvy$eni koncentraci cAMP plsobenim hPTH 1-34. Jak exprese
receptoru pTH-1, tak i odpovéd na néj, jsou tedy po inaktivaci T-
antigenu tsA-209 zesileny. Jednim moznym vyuZitim tohoto testu na
cAMP by byla schopnost charakterizovat aktivity analogd PTH nebo
latek napodobujicich PTH v dulezité cilové bufice za podminek, kdy

jsou hladiny exprese receptoru PTH-1 dramaticky zméneny.
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Navic k vitaminu D3 a PTH odpovidaji bunky hOB-01-C1-PS-09
také na daldi latky s ucinkem na kosti napfiiklad glukokortikoidy
a transformujici ristovy faktor (TGF)-p1. PCisobeni syntetického
glukokortikoidu dexamethasonu na buiiky zesiluje aktivitu alkalické
fosfatazy pfi 34 °C pfiblizné dvojnasobné (obr. 25) a tento efekt se
opét zesiluje, jestlize se bufky inkubuji pfi 39 °C. Podobné pusobeni
rekombinantniho lidského (rh) TGF-B1 na bufiky pfi 39 °C vede v
zavislosti na davce k poklesu sekrece hepatocytového rlstového
faktoru (HGF). Bylo ukazano, ze HGF pusobi jako chemotakticky
faktor pro osteoklasty, a muaZe tedy hrat ulohu pfi regulaci kostni

resorpce.

Dulezitou vlastnosti osteocytll je schopnost reagovat na
mechanosenzorickou stimulaci, ke ktere napfiklad dochéazi pfi cviceni
s hmotnostni zatézi. Jednou metodou pro simulaci tohoto stimulujiciho
aginku in vitro je pouziti pfistroje Flexercell Strain Unit (Flexcell
International. Hillsborough, NC). Pro tento experiment znazornény na
obr. 26 byly bufiky hOB-01-C1-PS-09 zaotkovany na $estijamkove
misky pro tkafové kultivace potazené kolagenem BioFlex type |
a inkubovany pfi 34 °C 24 hod. Bufiky byly potom pfedinkubovany
v bezsérovém médiu bud pfi 34 °C nebo 39 °C dalsich 24 hod a potom
vystaveny fyziologicky odpovidajicimu namahani (3400 uE, 2 Hz, 7200
cykl@l) pfi 37 °C na pfistroji FX-3000 Flexercell Strain Unit. Po
plsobeni napéti byly bunky inkubovany 4,5 hod a v tomto Case bylo
kondicionované médium oddé&leno a analyzovano na pfitomnost oxidu
dusnatého (NO). Jiz dfive se uvadélo, e mechanosenzoricka
stimulace nebo stfizné namahani krysich a kufecich osteoblastl a
osteocytll in vitro stimuluje produkci NOQ. Jak je ukazano na obr. 26,
mechanosenzoricka stimulace (tj. ,Flex) bunék hOB-01-C1-PS-09
zesiluje produkci NO 10 az 18 x. Tyto udaje tedy ukazuji, ze tato
bun&éna linie bude pouzitelna v modelu in vitro pro studium

molekularnich mechanism mechanosenzorické stimulace.
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Dalgi experimenty ukazuji, Zze bunky hOB-01-C1-PS-09 mohou
byt pouzity pro studie jak pfechodné, tak i stabilni transfekce. Tato
bun&éna linie maze byt transfekovana pouZitim lipofek&niho ¢&inidla
Tfx-20 (Promega, Madison, WI). Pfi tomto experimentu se bufky
zao&kuji do 24-jamkovych misek pro tkanovou kultivaci pfi rbznych
hustotach a potom se transfekuji 0,25 pg/jamku expresnimi plasmidy
B-galaktosidazy a luciferazy (celkové mnozstvi DNAS = 0,5 dg/jamku.
Po 48 hod inkubace pfi 34 °C nebo 39 °C se bunécné lyzaty testuji na
aktivitu p-galaktosidazy a luciferazy. Z t&chto experimentt byly ziskany
vysledky, Ze hladiny exprese bud p-galaktosidazy nebo luciferazy
stoupaji se stoupajicim poctem bunék. Navic jestlize se exprese
luciferazy normalizuje na expresi B-galaktosidazy s cilem zjistovat
aginnost transfekce, hladina exprese luciferazy je dva aZ tiikrat vyssi,
jestlize se bufiky inkubuji pii 34 °C. ProtoZe exprese luciferazy je pod
fizenim promotoru SV-40, toto pozorovani je v souladu s inaktivaci T-
antigenu tsA 209 pfi 39 °C. Protoze jsou tyto buriky jak nesmrtelné, tak
schopné transfekce, mohou byt pouZity pro vyvoj bunéénych linii se

stabilné zvy$enou expresi na pozadi lidskych preosteocytu.

Pfiklad 1: lzolace SFRP

Genovy fragment hOB SFRP byl identifikovan metodou RADE
(rychla analyza diferenciaini exprese), jak se popisuje v Shiue 1997,
Drug Develop. Res. 41: 142 - 159, ktery se jako celek zarazuje
odkazem. Pro izolaci a identifikaci SFRP byly pouzity tfi bunécné linie
hOB (hOB-03-C5, hOB-O3-CE6 a hOB-01-C1), reprezentujici tfi
odligné stupné diferenciace (proliferacni, zralé (maturni) a
preosteocytické). Bunééné linie hOB byly vytvofeny a kultivovany jak
bylo popséno vy$e (Bodine a dalsi 1996, J. Bone Miner. Res. 11: 806
- 819; Bodine a dal$i, 1996, Endocrinology 137: 4592 - 4604; Bodine a
dalgi, 1997, J. Cell Biochem. 65: 368 - 387). Tyto bunééné linie byly

imortalizovany teplotné citlivym velkym T-antigenem opi¢iho viru
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(SV)40 a vykazovaly transformovany fenotyp pfi permisivni teploté (34
°C), jestlize byl mutantni T-antigen aktivni. Na rozdil od bunék
osteosarkomu (Stein a Lian, 1993, Endocrine Rev. 14: 424 - 442) v8ak
bunééné linie hOB odpovidaly vztahu proliferace/diferenciace pfi
nepermisivni teploté (vice nez 37 °C), jestlize je mutantni T-antigen
inaktivovan. Bun&éné linie byly zaotkovany do misek o priméru 150
mm na hustotu ~ 40 000 bun&k/cm? s riistovym médiem (D-MEM/F-12
s obsahem 10 % (obj.) teplem inaktivovaného fetalniho bovinniho séra
(FBS), 1% (obj.) penicilinu-streptomycinu a 2 mM GlutaMAX-1) a
inkubovany pfes noc pfi 34 °C. Dal§i den bylo médium odstranéno,
bufiky byly oplachnuty fyziologickym roztokem s fosfatovym pufrem
(PBS), do misek bylo pfidano 20 ml bezséroveho média (bez
fenoléerveni, D-MEM/F-12,  Gibco/BRL, s obsahem 0,25%
(hmotn./obj.) bovinniho sérového albuminu (BSA, Pentex crystallized,
Bayer), 1 % (obj.) penicilinu-streptomycinu a 2 mM GlutaMAX-1, 50
mM askorbat-2-fosfatu (Wako) a 10 nM menadionbisulfitu sodneho
(vitamin K3) a misky byly inkubovany pfi 39 °C 24 hod. Dalsi den bylo
médium odstranéno a na bufiky bylo pasobeno pfi 39 °C dalsich 24
hod 20 ml derstvého bezsérového média obsahujiciho bud vehikulum
(kontrola), 8 nM lidsky parathyroidni hormon 1-34 (PTH), 100 nM
prostaglandin E; (PGE;) nebo 0,1 nM lidsky transformujici rastovy
faktor - p1 (TGF-p1). PTH, PGE; a TGF B1 jsou zname osteogenni
prostfedky (Whitfield a Morley 1995, Trends Pharmaceut. Sci. 16: 382
- 386: Jee a Ma 1997, Bone 21: 297 - 304, Centrella a dal§i 1994,
Endocrine Rev. 15: 27 - 39). Po tomto plsobeni byly misky oplachnuty
PBS acelkova buné&&nd RNA byla izolovana z neosetfenych a
ogetienych bunék pouzitim materialu TRizol podle instrukci vyrobce
(GibcoBRL). Potom byly vzorky izolované RNA zpracovany metodou
RADE jako vy$e; regulované genové fragmenty byly identifikovany,
klonovany a sekvenovany. Tyto experimenty ukazaly celkem 82 genu s
odlisnou expresi. U genovych fragmentQ ziskanych metodou RADE

bylo provedeno prohledavani vefejnych databazi programem BLAST
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(basic local alignment search tool); jeden z genovych fragmentl mél
vysokou homologii s mysim SFRP-1. Tento genovy fragment byl
metodou RADE identifikovan pouzitim nasledujiciho paru primerd: 5'-
AAGCTTTTTTTTTTTA-3° (HT11A)3' konec (reverzni primer) a 5'-
AAGCTTGATTGCC-3' (H-AP1)5’ konec (dopfedny primer), kde tyto
sekvence jsou oznadeny jako SEQ ID No. 11, popfipadé SEQ ID No.

12. Exprese a regulace genového fragmentu s homologii s mySi cDNA

pro SFRP-1 byla potvrzena analyzou northernovym pfenosem.

Pfiklad 2: Charakterizace hOB SFRP

Obr. 1 znazorfiuje souhrn vysledki RADE. Genovy fragment
hOB SFRP (oznaéeny Sipkami) byl silné regulovan pro zesileni
exprese prostfednictvim PGEz v proliferativnim stadiu (hOB-03-C5)
a stadiu zrani (hOB-03-CE6) bunéénych linii hOB a pro zeslabeni
exprese prostiednictvim TGF-p1 v preosteocytické (hOB-01-C1)
bun&&né linii. Navic byla zakladni mira exprese tohoto genu
dramaticky zvySena u preosteocytickych bunék, coz ukazuje, Ze
exprese genu hOB SFRP je propojena s procesem diferenciace

osteoblastl.

Piiklad 3: Analyza sekvence genového fragmentu hOB SFRP

Genovy fragment hOB SFRP identifikovany v pfikladu 1 vyse
obsahujici 276 parti bazi (bp) byl klonovan, sekvenovan a dale byly
prohledavany vefejné databaze metodou BLAST. Tento prizkum
odhalil, e tento gen je homologni s dvéma dal§imi dfive
identifikovanymi cDNA. Porovnani sekvenci ukazalo, Ze genovy
fragment hOB SFRP ma 77% identitu sekvence s 3’-koncem mysiho
genu SFRP-1 (GeneBank™Accession #U88566; Rattner a dalsi, 1997,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 2859 - 2863). Genovy fragment hOB

SFRP také vykazoval vyznamnou homologii (87 %) s 3’-koncem
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pfibuzné bovinni cDNA nazvané protein A pfibuzny s proteinem
frizzled (FrzA, GeneBank™Accession #U85945). Navic byl fragment
genu hOB SFRP velmi homologni s alespon tiemi sekvencemi EST
lidského klonu TMO010 (GeneBank™Accession #U54715), lidskym
tumorovym supresorem CA11 (GeneBank™Accession #U69122)
a lidskym EST mozku novorozence (GeneBank™Accession #H16753,
H16861).

Piiklad 4: Regulace hOB SRFP osteogennimi latkami

Pro potvrzeni regulace exprese genu hOB SFRP rlznymi
osteogenné G&innymi latkami (tj. fragment DNA identifikovany
v ptikladu 1 vy$e) bylo na bunééné linie hOB plisobeno PTH, PGE; a
TGF-p1 a RNA byla potom izolovana northernovymi hybridizacemi.
Vysledky jsou ukazany v obr. 2 az 5. Tyto experimenty byly provadény
nasledovné. Bun&éné linie hOB byly zaoCkovany do 150 mm misek
a zpracovany podle popisu v pfikladu 1 s tim rozdilem, ze polyA+ RNA
byla izolovana z celkové buné&né RNA pouzitim souprav Oligotex
mRNA maxi kits podle doporuceni vyrobce (Qiagen). Analyza
northernovym pfenosem byla provadéna pouzitim bud vyfiznutého
genového fragmentu RADE hOB SFRP, klonovaného genového
fragmentu hOB SFRP nebo klonované uplné cDNA hOB SFRP jako
sondy znacené *2p (jak je popsano v Bodine a dal&i 1996, J. Bone
Miner. Res. 11: 806 - 819, ktery je zafazen odkazem. Kazda z téchto
sond detekovala v bufikdch hOB mRNA o velikosti 4,4 az 4,6 kb.
Exprese mRNA hOB SFRP byla normalizovana bud na mRNA
gcheraldehydfosfétdehydrogenézy (GAPDH) nebo mRNA beta-aktinu
s pouzitim odpovidajicich sond *?P-DNA. Plsobeni 100 nM PGE2 na
proliferaéni stupen bunék hOB-03-C5 po dobu 24 hod maximalné
zesililo expresi mRNA velikosti priblizné 4,6 kb (obr. 2), coz potvrzuje
fizeni tohoto genu prostfednictvim PGE2. Jestlize byl jako sonda

pouzit klonovany genovy fragment hOB SFRP, byla v burikach
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osetfenych PGE; pozorovana prevazné mRNA o velikosti pfiblizné 4,4
kb, coz potvrzuje, Zze tato mRNA je skuteéné gen SFRP (obr. 3). Tato
mRNA velikosti odpovida transkriptu pro lidsky gen FRP-1/SARP-2
(Finch a dalsi, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 6770 - 6775;
Melkonyan a dal$i, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 13636 -
13641). Analyza northernovym prenosem také potvrdila zesilenou
expresi mMRNA hOB SFRP v maturaénim stadiu buné&k hOB-03-CE6
ogetienych PGE: (obr. 4). Navic byla u preosteocytickych bunék hOB-
01-C1 zvysena zakladni exprese tohoto genu. Tato zakladni exprese
byla o 35 % potlatena pisobenim 8 nM PTH. Navic zvysilo plsobeni
PGE, na bufiky hOB-03-CE6 matura¢niho stadia expresi SFRP na
uroveri, ktera byla exprimovana v podstaté preosteocytickymi bufikami,
coz ukazuje, Ze regulace ke zvySeni exprese SFRP prostiednictvim
PGE, v osteoblastickych burkach souvisi se zesilenim bunécné
diferenciace. Kone&né pasobeni 100 pM TGF-1 na preosteocytické
bufiky hOB-01-C1 po dobu 24 hod potlagilo hladiny mRNA hOB SFRP
o 80 % (obr. 5).

Pro potvrzeni, Zze hladiny mRNA hOB SFRP se méni se zvysujici
se buné&énou diferenciaci byla izolovana celkovda RNA z
preosteoblastickych bunek hOB-03-C5, zralych osteoblastickych bunék
hOB-03-CE6, preosteocytickych bunéek hOB-01-C1 a zralych
osteocytickych bunék hOB-05-T1. Bazalni koncentrace mRNA sSFRP
byly potom méfeny metodou TagMan quantitative RT-PCR. Pfi
porovnani s burikami hOB-03-C5 se zakladni hladiny mRNA SFRP
zvysily v buiikach hOB-03-CE6 pfiblizné C&tyfnasobné a v burikach
hOB-01-C1 pfiblizné 23 nasobné. Na druhé stran& hladiny mRNA
SFRP se snizily na pfiblizné 0,5 nasobek v bufikach hOB-05-T1. Zda
se tedy, ze z bunék osteoblastické linie exprimuje nejvy$si hladiny
mRNA hOB SFRP preosteocyt.
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Pfiklad 5: Kinetika exprese hOB SFRP

Proliferativni buiiky hOB-03-C5 byly zaockovany do misek
opriméru 150 mm a bylo na né pusobeno zvySujicimi se
koncentracemi PGE- po dobu 24 hodin nebo 100 nM PGE; po riznou
dobu, jak je popsano v pfikladu 1. Analyza polyA+ RNA northernovym
pfenosem byla provadéna s vyfiznutym genovym fragmentem RADE
hOB SFRP 276 bp nebo klonovanym genovym fragmentem hOB SFRP
velikosti 1,1 kb jako sondou znacenou *p  plsobeni zvy$ujicich se
koncentraci PGE, na proliferaéni stadium bunéek hOB-03-C5 zvySovalo
expresi mMRNA hOB SFRP v zavislosti na davce s hodnotou ECso
pfiblizngé 8 nM. Podobné pusobeni zvysujicich koncentraci PGE2 na
zralé buniky hOB-03-CE6 zvysovalo hladiny mRNA hOB SFRP v
z4vislosti na davce, aékoli hodnota ECso pro PGE, pro tuto odpovéd
byla pfiblizné 10 x vy88i neZ u bunék hOB-03-C5.

Pusobeni 100 nM PGE, na buriky hOB-03-C5 po dobu 2 az
24 hod zesililo expresi mRNA hOB SFRP v zavislosti na Ccase.
Podstatné zesileni exprese genu SFRP bylo pozorovano po 2 az 4 hod
plsobeni, a rovnovazné hladiny mRNA stale stoupaly az do 24 hod po
pfidani PGE, ke kultivaénimu médiu pro bufiky. Tyto vysledky ukazuji,
se SFRP mze byt pro plsobeni PGE; na bufiky hOB genem s pozdni
reakci, a mize jit pravdépodobné o sekundarni kontrolu dal8iho
genového produktu. Podobné vysledky byly také ziskany se zralymi
buiikami hOB-03-CE6, a&koli mira zvy$eni exprese mRNA hOB SFRP
nebyla tak vysoka jako u bunék hOB-03-C5.

Podobn& bufiky hOB-01-C1 byly zao&kovany do misek
o priméru 100 mm a bylo na né plsobeno po dobu 24 hod
stoupajicimi koncentracemi TGF-p1. Z bunék byla potom izolovana
celkova RNA a mRNA hOB SFRP byla méfena metodou TaqMan
quantitative RT-PCR. TGF-p1 potladoval expresi genu SFRP
o pfiblizné 70 % v zavislosti na davce, pficemz hodnota ICso byla

pfiblizné 4 pM.
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Navic k PGE,, pusobeni interleukinu (IL)-1B, kyseliny 9-cis-
retinové a kyseliny all-trans-retinové na bunky hOB-03-C5 i na bufky
hOB-03-CE6 rovnéz zvysuje hladiny mMRNA hOB SFRP. Naopak stejné
jako u TGF-p1, plsobeni PTH, proteinu morfogeneze kosti (BMP)-2,
ristového faktoru podobného inzulinu (IGF)-I, 17p-estradiolu (17p-E2),
vitaminu D3 (VDs), dexamethasonu (Dex) nebo fetalniho bovinniho
séra (FBS) na rizné bunééné linie hOB potladuje expresi mMRNA hOB
SFRP. Je mozno shrnout, ze existuje dobra (i kdyz ne dokonala)
korelace mezi schopnostmi téchto rliznych latek bud zvy$ovat nebo
snizovat expresi hOB SFRP a jejich schopnosti bud zvy$ovat nebo
potladovat apoptdzu osteoblastl/osteocytll (viz napfiklad Manolagas
2000, Endocrine Reviews 21. 115 - 137).

Ptiklad 6: Distribuce hOB SFRP ve tkanich

Pro zjisténi tkafoveé distribuce pro expresi genu hOB SFRP bylo
testovano vétsi mnoZstvi poly(A) + RNA northernovych pfenosl
lidskych tkani (ziskanych od firmy Clonetech) vyfiznutym genovym
fragmentem RADE hOB SFRP jak bylo popsano v pfikladu 4. Jestlize
byl pro testovani polyA+ RNA northernovych prenost pouzit fragment
RADE, v nékolika tkanich byl exprimovan transkript o velikosti pfiblizné
4,4 kb (obr. 6). KdyZ byly tyto tkane normalizovany na B-aktin, exprese

SFRP byla sefazena nasledujicim zplsobem:

Ledvina > srdce > placenta > jatra = kosterni sval = Zaludek

titna zlaza > nadledvina = varle = déloha = tenké stfevo
pankreas = mozek > pridusnice = micha = prostata = tlusté

stfevo > slezina > plice = lymfaticka uzlina = kostni dreni.

Zadna exprese nebyla pozorovana Vv thymu a lymfocytech
periferni krve. Tento obraz exprese je podobny lidskemu genu FRP-
1/SARP-2 (Finch a dal$i, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 6770 -

»
L4 seee
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6775: Melkonyan a dalsi, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 13636 -
13641).

Ptiklad 7: Distribuce SFRP v buné&énych liniich osteoblastl

Navic k bun&&nym liniim hOB, ze kterych byl SFRP plvodné
identifikovan, byly na pfitomnost genu vy$etfovany daldi modely in
vitro lidskych osteoblastl. Bufiky lidského osteosarkomu Sa0S-2
podobné osteoblastim byly ziskany ze sbirky American Type-Culture
Collection (ATCC) a byly kultivovany pfi 37 °C v médiu McCoy’s 5A
Modified medium s obsahem 10% FBS, 1% (obj./obj.)
penicilinu/streptomycinu a 2 mM GlutaMAX-1. Podobné& byly z kostnich
Fez(l pfipraveny kultury normainich lidskych osteoblasti (hOB), jak
bylo popséno vySe (Bodine a dal§i, 1996, J. Bone Miner. Res. 11: 806
- 819, ktery se zafazuje odkazem). Bunky byly potom zaoCkovany do
misek o priméru 150 mm a oSetfovany jak bylo popsano v pfikladech
1 a 4 s tim rozdilem, ze buiiky byly inkubovany pfi 37 °C namisto
39 °C. Analyza poly(A) + RNA northernovymi pfenosy byla provadéna
s pouzitim klonovaného genového fragmentu 1,1 kb hOB SFRP jako
2p znatky. Buiiky SaOS-2 exprimovaly relativné nizké zakladni
hladiny SFRP mRNA, které nebyly regulovany pGsobenim PTH, PGE:
nebo TGF-B1 (obr. 7). Bylo obtizne kvantifikovat expresi tohoto genu
v uvedenych buikach, protoZze mira exprese byla nizka. Naopak
normalni buiky hOB exprimovaly vy$§i zakladni hladiny SFRP mRNA
a zdalo se, ze plisobeni 100 nM PGE; po dobu 24 hod na bunky mirné
zvy$ovalo rovnovazné hladiny této mRNA (pfiblizné 1,3 nasobné).
Kvantitativni analyza RT-PCR TagMan téchto vzorkll RNA ukazala, ze
PGE, zvysila hladiny SFRP v buiikach hOB 10 x. Pro nizkou miru
zakladni exprese v burkach osteosarkomu nemusi byt tyto bunky
uspokojivym modelem in vitro pro studium regulace genu SFRP.
Protoze tento gen je exprimovan a regulovan v kulturach normalnich

lidskych osteoblastl prostfednictvim PGE,, je ovéfené pouziti

*
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bun&&nych linii hOB popisovanych v pfedkladaném vynalezu jako
modeltl osteoblastll in vitro. Analyzou northernovym pfenosem a RT-
PCR celkové RNA izolované z lidskych obfich bunék kostniho tumoru
se nepodafilo detekovat expresi hOB SFRP mRNA v této tkani. Tyto
vysledky ukazuji, Ze bunky podobné osteoklastiim nemusi tento gen

exprimovat.

Piiklad 8: lzolace uplné cDNA pro hOB SFRP

Protoze klonovany genovy fragment hOB SFRP z RADE byl
identicky s nékolika lidskymi sekvencemi EST, byla provedena analyza
databaze EST s cilem sestavit Upinou cDNA pro gen hOB. Tato
analyza ukazala, ze hOB SFRP byl ve skuteénosti znamy lidsky gen,
FRP-1 (nazyvany také sekrenovany protein-2 souvisejici s apoptoézou
nebo SARP-2). Na zakladé této analyzy a pozorovani, ze mysi gen
SFRP je zdanlivé homologni s lidskym genem FRP-1 a lidskym genem
SARP-2 (Rattner a dalsi, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 2859 -
2863 Finch a dalsi, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 6770 - 6775,
Melkonyan a dal8i, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 13636 -
13641), byla navrzena strategie zalozena na RT-PCR pro ziskani
uplné cDNA hOB SFRP o délce 1,1 kb jak z RNA lidské placenty, tak
i RNA bunék hOB-03-CE6 osetfenych PEG,. RT-PCR byla provedena
s pouzitim 1 pg celkové RNA, primer( zahrnujicich kédujici oblast
hFRP-1/SARP-2  (dopfedny  primer: 5.-GCTGGGGACTGCGCC-
TTTTGT-3', SEQ ID No. 13; reverzni primer: 5-CCTGCCCCCGGG-
_AGAATCACTTA-3’, SEQ ID No. 14), 35 cyklt PCR a soupravy
Advantage-GC PCR kit (Clonetech) podle instrukci vyrobce. Pro
detekci exprese mRNA byla provedena analyza Southernovym
pfenosem s produkty RT-PCR s pouzitim %2p oligonukleotidové sondy,
ktera specificky hybridizovala s bazemi 501 az 530 koédujici oblasti
hFRP-1/hSARP-2 (viz Bodine a dalsi, 1997, J. Cell. Biochem. 65: 368
- 387, kde se uvadéji podrobnosti experimentu tykajici se RT-PCR
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a Southernovych hybridizaci). Byla izolovana uplna cDNA o délce 1,1
kb pro hOB SFRP, jejiz mnozZstvi bylo zvy$ovano pusobenim 100 nM
PGE, na bufiky hOB-03-CE6 po dobu 24 hod (obr. 8). Podobné RT-
PCR celkové RNA izolované z bunék hOB-03-C5 osetfenych PGE;
ukézala cDNA o délce 2,2 kb, ktera zahrnovala 5'-oblast cDNA hFRP-
1/SARP-2 az fragment RADE 276 bp na 3'-konci. Tyto fragmenty
cDNA byly klonovany bud do savéiho expresniho vektoru pcDNA3.1
(Invitrogen) (cDNA 1,1 kb) nebo klonovaciho vektoru TA (Invitrogen)
(cDNA 2,2 kb) a sekvenovany. Analyza sekvenci cDNA hOB SFRP
1,1 kb (SEQ ID No. 1) a 2,2 kb umoznila sestaveni cDNA o délce
2.6 kb, ktera obsahovala misto zahajeni transkripce na 5'-konci
a fragment RADE na 3'-konci. Prohledavani vefejnych databazi
programem BLAST s pouzitim cDNA 1,1 kb ukazalo, Ze tato cDNA je
v podstaté  identicka s lidskym  FRP-1/SARP-2. Odvozena
aminokyselinovd sekvence kodujici oblasti SFRP cDNA je ukazana
v SEQ ID No. 2. Tato sekvence obsahuje rozdil v jedné aminokyseliné
proti zvefejnéné sekvenci lidského SARP-2: alanin 174 namisto prolinu
v této poloze (Melkonyan a dalsi, 1997. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:
13636 - 13541).

Ptiklad 9: Charakterizace apoptotické aktivity hOB

Protoze klonovany Uplny gen hOB SFRP byl identicky s lidskym
SFRP-1/FRP-1/SARP-2, byla zkoumana biologicka uloha tohoto genu
v hOB pro zji§téni, zda tento genovy produkt Fidi viabilitu bunek hOB
a prenos signalt Wnt (obr. 9 - 16).

Jak je ukazano v obr. 9, bufiky hOB byly zaogkovany na hustotu
200 000 bunék/jamku do $estijamkovych misek a inkubovany pfi
34 °C. Dalsi den byla jedna sada misek oplachnuta PBS,
trypsinizovana a byl zjistén zakladni poéet bunék (a stfedni objem
bufiky) na pfistroji Coulter Multisizer, jak bylo dfive popsano v Bodine
a dalsi. 1996, J. Bone Miner. Res. 11: 806 - 819, ktery je zarazen
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odkazem. Druha souprava misek byla umisténa do nepermisivni
teploty 39 °C a pocet bunék byl zjistovan o 6 dnl pozd&ji (v den 3 byla
provedena vymeéna média). Bunky hOB-03-C5, které jsou
v proliferaénim stadiu diferenciace osteoblastli, se pomalu délily pfi
39 °C, a pocet bunék se po gesti dnech zvysil o 60 aZ 80 %; tato
rychlost déleni bunék byla podobna jako u kultur explantatd
normalnich bunék hOB (Bodine a dalsi, 1996, Endocrinology 137:
4592 - 4604). Naopak maturacni stadium bunék hOB-03-CE6 zastavilo
pfi nepermisivni teploté déleni a pocet bunék zlstal konstantni,
zatimco preosteocytické bunky hOB-01-C1 pomalu umiraly pfi teploté
39 °C, takze po $esti dnech z0stalo nazivu méné& nez 40 % téchto
bunék. Jak bylo uvedeno vyse, nadmérna exprese SARP-2 v bunkach
karcinomu mié&né #lazy MCF-7 urychlovala rychlost smrti bunék. V
souladu s timto pozorovanim, a jak je ukazano na obr. 1, 4 a b5,
zakladni exprese mRNA SFRP-1/FRP-1/SARP-2 se dramaticky zvysila
u preosteocytickych bunék hOB-01-C1 ve srovnani s proliferanimi
buné&énymi liniemi hOB-03-C5 a maturnimi hOB-03-CES.

Hypotéza, Ze zesileni genové exprese SFRP-1/FRP-1/SARP-2
urychluje smrt bunék hOB, zatimco potlaéeni exprese genu SFRP-
1/FRP-1/SARP-2 smrt bunék potlaci, byla testovana v dalsim
experimentu. Vysledky jsou znazornény na obr. 10. Bunky hOB-03-C5,
hOB-03-CE6 nebo HOB-01-C1 byly zaoCkovany do rlstového média
na koncentraci pfiblizné 200 000 bunék na jamku do gestijamkovych
desticek a byly inkubovany pfi 34 °C pfes noc. Dalsi den byly
Sestijamkové destitky oplachnuty PBS, umistény do media BSA
a buniky byly ponechany pii 39 °C v pfitomnosti nebo nepfitomnosti
bud 100 nM PGE, (pro zvy$eni ustélenych hladin mRNA SFRP-1/FRP-
1/SARP-2: &asti A a B) nebo 0,01 az 1,0 nM TGF-p1 (pro sniZeni
hladin mRNA SFRP-1/FRP-1/SARP-2; <ast C). Inkubace bunék
v bezsérovém médiu je béznad metoda pro indukci apoptdzy
(Melkonyan a dalsi, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 13636 -
13641), a véechny bunécne linie hOB-03-C5, hOB-03-CE6 a hOB-01-
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C1 za té&chto podminek zastavily déleni a postupné hynuly. Rychlost
uhynu bunék v8ak byla podstatné& zvy$ena, pokud se na burky hOB-
03-C5 a hOB-03-CE6 pulsobilo PGE;, takZe po gesti dnech zulstalo
nazivu o vice nez 40 % méné bunék. Naopak k ptisobeni TGF-p1 na
buiky hOB-01-C1  zvysilo sivotaschopnost  bunék  pfiblizné
dvojnasobné v zavislosti na davce. Osetfeni téchto bunék PGE;
nejenom urychlilo smrt buneék, ale omezilo také podstatné stiedni
objem bunék o 10 az 20 %. Toto pozorovani bylo v souladu s indukci
apoptoézy, o které je znamo, 3e vede ke tvorb& méchyikl v cytoplasme,
ubytku vody a poklesu objemu bunék (Mesner a Kaufman, 1997,
Advances in Pharmacology, dil 41, str. 57 - 88). Rovné&Z v souladu s
indukci apoptézy vedlo plsobeni PGE; na bufiky hOB-03-C5 ke tvorbé
fragment( DNA asociovanych s histonem. Koneéné plusobeni PGE2 na
bufiky hOB-03-C5 zvySovalo vazbu anexinu V (specificky marker pro

apoptozu) na buiiku pfi méfeni pritokovou cytometrii (obr. 11).

Ptiklad 10: Odvraceni indukce smrti bunék

Odvraceni smrti  bunék pouzitim pozitivniho (antisense)
oligonukleotidu pro SFRP-1/FRP-1/SARP-2 je ukazano na obr. 12 na
buiikach hOB-03-C5 a hOB-03-CEB. Tyto experimenty byly provadeny
podobnym zplsobem jako experimenty znazornéné na obr. 10. Pi
téchto experimentech v8ak na bunky spoleéné& pulsobilo bud kontrolni
vehikulum (. 0,1% ethanol) nebo PGE: v nepfitomnosti nebo
pfitomnosti  negativnich  (sense, kontrolnich) nebo pozitivnich
(antisense) fosforthioatovych oligonukleotidii zaméfenych na iniciacni
misto lidského SARP-2. Vysledky jsou uvedeny bud jako procenta
vzhledem ke kontrole v den 0O (tj. pfiblizné 200 000 bunék na jamku v
Sestijamkové desti¢ce) nebo jako procenta vzhledem ke kontrole
oetfené vehikulem. Vysledky tohoto experimentu ukazuji, Ze spolecné
pusobeni pozitivnim oligonukleotidem proti SARP-2 na buiky hOB

odvratilo schopnost PGE urychlovat intenzitu smrti bunék, zatimco
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soutasné puasobeni negativniho (kontroiniho) oligonukleotidu neméio
na tento proces zadny vliv. Navic spole¢né plsobeni PGE: a
antipeptidové protilatky proti SARP-2 na burky blokovalo schopnost
PGE, indukovat smrt bunék hOB. Sekvence pro negativni a pozitivni
oligonukleotidy pro lidsky SFRP-1/SARP-2 jsou nasledujici:

Negativni: 5-GGCATGGGCATCGGGCGC-3’ (SEQ ID No. 15)

Pozitivni: 5'-GCGCCCGATGCCCATGCC-3’ (SEQ ID No. 16)

Pfiklad 11: Nadmérna exprese SFRP urychluje smrt bunék hOB

Obr. 13 ukazuje vysledky experimentu s viabilitou bunék hOB-
01-C1-PS-09 na pfistroji Coulter cell counter. Pro tyto experimenty
byly bufiky stabilné transfekovany bud cDNA hOB SFRP (ij. SFRP-
1/JFRP-1/SARP-2) v sav&im expresnim plasmidu nebo prazdnym
vektorem (tj. pcDNA3.1 ziskanym od firmy Invitrogen, Carlsbad, CA).
Bylo pouzito standardnich technik klonovani (viz Ausubel a dalsi,
1997, Short Protocols in Molecular Biology, 3. vyd., Wiley, New York).
Tyto vysledky jsou vyjadfeny jako procenta kontrolnich bunék v den 0.
Vysledky tohoto experimentu ukazuji, Zze nadmérna exprese SFRP-
1/FRP-1/SARP-2 bufikami hOB urychluje smrt bunék pfi porovnani
s prazdnym vektorem, ktery na tento proces nema zadny vliv.
Autoradiogramy northernovych pfenosi celkové RNA izolované
z prazdného vektoru (v) nebo bunék exprimujicich SFRP (S) ukazaly,
se buiky hOB nadmérné exprimovaly gen SFRP podle ocekavani.
Navic ukazala kvantitativni analyza RT-PCR TagMan, Ze buriky
s nadmérnou expresi SFRP exprimovaly 5 az 6 x vice mRNA SFRP

nez bufiky s prazdnym vektorem.

Aby bylo mozno zlepSit vysledky rychlosti smrti bunék, ktera byla
SFRP-1/FRP-1/SARP-2, hOB-01-C1-PS-09

s nadmérnou expresi byly subklonovany a charakterizovany (obr. 14).

indukovana bunky

Kvantitativni analyza RT-PCR TagMan ukazala, 7e jeden subklon
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(SARP-2, klon #1) exprimoval 50 az 60 x vice SFRP-1/FRP-1/SARP-2
mRNA nez bufiky exprimujici pcDNA3.1 (prazdny vektor). Podobné
bufiky SARP-2 klon #1 mély znacné zvyéenou rychlost umirani (t2 =
39,2 hod) v médiu BSA pfi porovnani s buikami exprimujicimi prazdny
vektor (ty2 = pfiblizné 120 hod).

Piiklad 12: Vliv hOB SFRP na aktivitu Wnt

Pro zjisténi, zda vede zesileni genové exprese SFRP-1/FRP-
1/SARP-2 k antagonismu na signalni biochemickou cestu Wnt, bylo na
buitky hOB-03-CE6 plsobeno PEG: a ziskané bufky byly testovany
monoklonalni protilatkou proti p-kateninu. Nadmérna exprese proteinl
Wnt v bufikach zesiluje expresi signalniho proteinu znameého jako PB-
katenin (ptehledny ¢lanek viz Moon a dali, 1997, Cell 88: 725 - 728,
Barth a daléi, 1997, Curr. Opin. Cell Biol. 9: 683 - 690; a Nusse, 1997,
Cell 89: 321 - 323). Navic sniZovala exprese SFRP-1/FRP-1/SARP-2
MCF-7
s antagonistickym uéinkem na aktivitu Wnt (Melkonyan a dalsi, 1997,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 13636 - 13641). Proto byly buriky hOB-
03-CE6 vysety a oSetfeny PGE,, jak se popisuje v prikladu 1, s tim

v burikach hladiny p-kateninu, coZz je V souladu

rozdilem, ze veskery bunéény protein byl extrahovan a byla provedena
analyza na p-katenin pomoci westernového prenosu s pouZitim
monoklonalni  protilatky  proti  tomuto proteinu (Transduction
Laboratories), jak bylo popséano vyse (Bodine a daldi, 1996,
Endocrinology 137: 4592 - 4604; Melkonyan a dalgi, 1997, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94: 13636 - 13641). V souladu se zvy$enim ustalenych
hladin mRNA SFRP-1/FRP-1/SARP-2 snizilo oSetfeni bunék hOB-03-
CE6 100 nM PGE; po dobu 24 hod hladiny B-kateninu, coz ukazuje na
antagonisticky uginek na aktivitu Wnt (obr. 15). Navic sniZila spoleéna
transfekce cDNA SFRP-1/FRP-1/SARP-2 do bunék hOB-01-C1-PS-09
nebo hOB-02-C1-PS-02 expresi

autentické méfeni pienosu signali Wnt a jaderné aktivity B-kateninu

TCF-luciferazy, coz pfedstavuje

raa®

L 14 s

e owee
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(obr. 16) (napf. Bafico a dalsi, 1999, J. Biol. Chem. 274: 16180 -
16187). Jak lidsky, tak i krysi SFRP-1/FRP-1/SARP-2, stejné jako
lidsky Frzb-1/FrzB/Fritz, potlacovaly aktivitu TCF-luciferazy v burnikach
hOB. V&echna tato pozorovani spole¢né ukazuji na to, Zze protein
(proteiny) Wnt prodluzuji Zivot lidskych osteoblastd in vitro, a ze
antagonisticky uginek na prenos signalll Wnt pomoci SFRP-1/FRP-
1/SARP-2 podporuje smrt osteoblastovych bunék. Proto mlze inhibitor
funkce SFRP-1/FRP-1/SARP-2 zvysit prezivani

osteoblasti/preosteocytil a proto také zvysit tvorbu kosti in vivo.

Pouzitim nékolika metod pro charakterizaci exprese Wnt
v buitkach hOB (napf. RT-PCR, analyza GeneChip a klonovani cDNA)
ziskali autofi vynalezu dukazy, Zze tyto buné&éné linie exprimuji
v rliznych intenzitach Wnt-2B/13, -3, -4, -3A, a -11. V8echny z téchto
proteind Wnt by mohly byt pouzity pfi prodlouzeni zivota bunék hOB.
Wnt-2B/13 je znamy také jako Wnt-x.

Piiklad 13: Pouziti hOB SFRP pfi metodé screeningu na anabolické
prostfedky

V piedkladaném vynalezu se navrhuje novy pfiklad screeningu
na anabolické kostni prostfedky pouzitim SFRP. Jak je uvedeno na
obr. 17, tento piiklad screeningu pouzivé bufiky hOB a SFRP-1/FRP-
1/SARP-2 pro identifikaci slougenin, které jsou schopny zabranit nebo
zpomalit smrt bunék osteoblastd. Tyto sloudeniny plsobi blokovanim
schopnosti SFRP-1/FRP-1/SARP-2 urychlovat smrt bun&k hOB. Tyto
slouéeniny se vazou na SFRP-1/FRP-1/SARP-2 a zabrafiuji jejich
vazb& na protein Wnt, nebo se mohou vazat na Wnt a zabranit jeho
vazbé& na SFRP-1/FRP-1/SARP-2. Jestlize ma SFRP-1/FRP-1/SARP-2
aktivity, které jsou nezavislé na vazbé Wnt (napfiklad vazba na
receptor na buné&ném povrchu), potom by mohly tyto slouéeniny take

pusobit zabranénim této funkci nezavisle na Wnt.
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Pro pod&ateéni test pfikladu screeningu znazorné&ného na obr. 17
se slougeniny inkubuji s bunéénou linii hOB a SFRP-1/FRP-1/SARP-2.
Tento test by mohl vyuZivat ¢i$téného nebo casteéné cisténého
proteinu SFRP-1/FRP-1/SARP-2, nebo kondiciovanych médii nebo
bun&énych extraktd s obsahem SFRP-1/FRP-1/SARP-2. Bunécna linie
hOB by mohla byt napfiklad linie, ktera pfirozené exprimuje vysokeé
zakladni hladiny SFRP-1/FRP-1/SARP-2 (napfiklad bufiky hOB-01-
C1), které pifechodné nebo stabilné nadmérné exprimuji SFRP-1/FRP-
1/SARP-2 (napfiklad buiiky hOB-01-C1-PS-09), nebo které stabilné
nebo pfirozené exprimuji SFRP-1/FRP-1/SARP-2 podmineCnym
zplsobem (napfiklad bunky hOB-03-C5 o$etfené PGE;). Jako méfeni
smrti bunék hOB se pfi testu stanovi pocet bunék (napfiklad konverzi
barviva MTT nebo MTS nebo fluorescenci CyQuantDNA) nebo
apoptéza (napfiklad fragmentaci DNA nebo vazbou anexinu V).
soupravy CyQuant byly ziskany od firmy Molecular Probes (Eugene,
OR).

Priklad vysoce vykonného screeningu (HTS) na inhibitory SFRP-
1/FRP-1/SARP-2 je znazornén na obr. 18. Pro ucely tohoto testu byly
zao&kovany bud prazdny vektor (pcDNA3.1) nebo buriky hOB-01-C1-
PS-09 stabilné nadmé&rné exprimujici SFRP-1/FRP-1/SARP-2 (SARP-2
#1) v mnozstvi 5000 bunék na jamku do 96-jamkovych desticek do
ristového média. Po kratké inkubaci 6 hod pfi 34 °C byly jamky
oplachnuty PBS a inkubovany v médiu BSA pii 39 °C 3 dny. Na konci
inkubace byly jamky znovu oplachnuty PBS a potom testovany na
obsah DNA pouzitim CyQuant DNA fluorescence assay (Molecular
Probes). Pfi porovnani s buitkami s prazdnym vektorem umiraly burky
s nadmérnou expresi SARP-2 pfi 39 °C rychleji, takze po tfech dnech
bylo naZivu pouze 20 az 30 % buné&k. Naopak pfi inkubaci bunék
s prazdnym vektorem pfeZilo 50 as 60 % bunék. Jestlize bylo na bufiky
s nadmérnou expresi SARP-2 plsobeno antipeptidovym antisérem
(AS) vytvofenym proti aminokyselinam 217 - 231 SFRP-1/FRP-
1/SARP-2, po tfech dnech bylo naZivu 50 az 60 % bunék. To ukazuje,
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e inhibice funkce proteinu SFRP-1/FRP-1/SARP-2  zabrani
urychlovani smrti bunék hOB jeho plsobenim. Pfi kontrolach nemelo
preimunni sérum zadny vliv na bufiky s nadmérnou expresi SARP-2, a
ani preimunni ani imunni séra neovliviovala bufiky exprimujici prazdny

vektor.

Slou&eniny, které blokovaly smrt bunék hOB indukovanou
SFRP-1/FRP-1/SARP-2, byly potom pouzity pro dalsi testy in vitro.
Tyto testy méfi schopnost téchto slouéenin blokovat smrt bunék hOB
v zavislosti nebo bez zavislosti na SFRP-1/FRP-1/SARP-2, a rovnéz
by uréily schopnost a ucinnost t&chto sloudenin provadét uvedené
ginnosti. Dalgi testy jsou navrZeny pro zji§téni selektivity bunék na tyto
slougeniny pro dosazeni téchto Gcinkd (napfiklad pouzitim MCF-7
nebo jinych bunék), stejné jako specificity téchto sloucenin pro SFRP-
1/FRP-1/SARP-2 ve srovnani s dal§imi &leny skupiny SFRP/SARP
(naptiklad FrzB/Fritz, SARP-1 nebo SARP-3). Dal§i testy by takeé
mohly byt pouzity pro zjisténi, zda tyto slougeniny fidi signaly ve
sméru transkripce, které se ucastni pfi apoptoze (napfiklad aktivita
kaspazy) nebo aktivit¢ Wnt (napfiklad hladiny B-kateninu a funkce
zjistované testem na TCF-luciferazu). Kone&n& by mohly byt
slouéeniny, které vykazuji vhodné aktivity v uvedenych testech in vitro,
pouzity v fadé Zivocisnych modelu pro tvorbu kosti, osteopenii nebo
osteoporézu (napfiklad krysy nebo mysi zbavené vajecnik().
Slou&enina, ktera inhibovala apoptézu osteoblastl/osteocytl by tedy
byla vhodnou latkou s anabolickymi uginky na kosti prodlouzenim
sivota téchto buné&k, a tim by doslo bud ke zvy$eni mnozZstvi kostni
matrice, ktera se syntetizovana a mineralizovana, a/nebo udrzeni
integrity kosti.

Je ziejmé, Zze vynalez mize byt pouZit pfi jinych aplikacich nez
které se konkrétné popisuji v pfedchazejicim popisu a ptikladech. Na
zakladé uvedenych poznatkl je moZna fada modifikaci a variaci
predkladaného vynalezu, které proto budou v ramci pfilozenych

narokU.
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Priklad 14: Vyvinuti a pouZiti my$i bez SFRP-1 (SFRP-1 Knock-Out)

Jak je uvedeno na obr. 13, sloudenina inhibujici apoptozu
osteoblastl/osteocytd by byla vhodnym aginnym  prostiedkem
s anabolickym pisobenim na kosti prodiouzenim Zivota téchto bunék a
tim bud zvy$enim mnoZstvi syntetizované a mineralizované kostni
matrice, a/nebo udrzenim integrity kosti. Pro otestovani této hypotézy
a zjisténi, zda SFRP-1/FRP-1/SARP-2 ovliviiuje kostru, byly pfipraveny
SFRP-1"%9 mysi (viz Wattler a dalsi, 1999, BioTechniques 26: 1150 -
1160). Delece genu SFRP-1/FRP-1/SARP-2 z my$i by méla podobné
uginky jako inhibice jeho funkce pomoci lé€iva, a tento zplsob dovoli

vyhodnotit tento gen/protein jako potencialni cil lé¢iva na osteoporozu.

Jak je shrnuto v obr. 19, SFRP-1 knock-out mysi byly ziskany
substituci exonu 1 mysiho genu SFRP-1 za expresni kazetu obsahujici
reporterovy gen B-galaktosidazy/gen rezistence na neomycin. Jak je
ukazano na obr. 20, analyza northernovym penosem polyA+ RNA
izolované bud ze samigich nebo saméich ledvin (vék 16 az 18 tydnu)
ukazala vysoké hladiny exprese mRNA SFRP-1 (4,4 kb) u kontrolnich
myéi standardniho typu (WT), ale Uplnou nepfitomnost genoveé

exprese u knock-out (KO) mys$i.

Jak je ukazano na obr. 21, pro charakterizaci tramdcité
architektury kosti distalniho femuru samcl a samic kontrolnich mysi
standardniho typu (+/+) a knock-out (-/-) byla pouzita mikropocitatova
tomografie (micro-CT) (pfehledny ¢lanek zabyvajici se touto technikou
viz Genant a dal&i, 1999, Bone 25: 149 - 152 a Odgaard, 1997, Bone
20: 315 - 328). U samcU stafi 20 tydnd (Cast A) mély mysi -/- 0 31 %
vétsi objem tramgité kosti (BV/TV) a 8% zvyseni tloustky tramcl
(Tb.Th.), pfi srovnani s kontrolnimi myémi +/+. U samic stafi 26 az 27
tydnti (8ast B) bylo u mysi -/- pozorovano 91% zvy$eni hustoty
spojovani prostfednictvim tramcl (Conn. Den.), a 16% zvySeni postu

tramct (Tb.N.) a 16% sniZzeni mezer mezi tramci (Tb. Sp.) pfi
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porovnani s kontroinimi my$mi +/+. Na podporu této hypotézy tedy
uvedené vysledky ukazuji, ze delece genu SFRP u mysi vede ke
zlep$eni parametr tvorby tramgcité kosti (P. J. Meunier, 1995, Bone
Histomorphometry, v Osteoporosis:  Etiology, Diagnosis  and
Management, 2. vydani, B. L. Riggs & L. J. Melton IIl, ed., Lippincott-
Raven, Philadelphia, str. 299 - 318).

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

Farmaceuticky prostiedek pro regulaci aktivity pfi tvorbé kosti
usavce, vyznacujici se tim, Ze obsahuje

alespont jednu z nasledujicich slozek:

(i) sekrenovany protein pfibuzny s proteiny frizzled neboli
SFRP, nebo jeho regulaéni ¢ast,

(ii) protilatku vytvofenou z takovych proteini nebo jejich Casti,
(iii) nukleovou kyselinu kaédujici bud (i) nebo (ii), a

(iv) pozitivni neboli antisense formu kterékoli z polozek

odstavce (iii).

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1,
vyznadujici se tim, e SFRP je z bunék

lidskych osteoblastl.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1, vy zna Sujici

se tim, 2ze aktivita pfi tvorbé kosti je fizeni rustu kosti.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze aktivita pfi tvorbé kosti

je fizeni hustoty kosti.

Farmaceuticky prostiedek podle nékterého z narokt 1 az 3,
vyznacdujici s e tim, zZe SFRP ma

aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID No. 2.
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Zplsob léceni onemocnéni kosti u savce, ktery zahrnuje
podavani farmaceutického prostifedku podle nékterého z

narokt 1 az 5.

ZpUsob 1éceni onemocnéni kosti podle naroku 6, kde uvedené
onemocnéni zahrnuje skupinu (a) poruchy tvorby kosti, (b)

poruchu resorpce kosti a (c) poruchu hustoty kosti.

Zpisob podle naroku 6, kde onemocnénim je degenerativni

onemocnéni kosti.

Zpdsob podle naroku 8, kde degenerativni onemocnéni kosti je
zvoleno ze skupiny neurodegenerativnich, myodegenerativnich

a osteodegenerativnich onemocnénti.

Zpusob podle naroku 8, kde uvedené osteodegenerativni
onemocnéni je zvoleno ze skupiny osteopenie, osteoartritida

a osteopordza.

Zpsob podle naroku 6, kde uvedenym savcem je Clovék.

ZplGsob identifikace testovanych sloudenin Fidicich aktivitu
SFRP, kde uvedené slougeniny fidi aktivitu pfi tvorbé kosti
usavce, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje
nasledujici kroky: (a) vzorek obsahujici SFRP se inkubuje
v testovacim médiu  obsahujicim uvedenou testovanou

sloudeninu a (b) stanovi se aktivita SFRP, pficemz zvySeni



10

15

20

25

13.

14.

15.

16.

17.

-59 - I A

aktivity ve srovnani se samostatnym SFRP ukazuje, Ze
uvedena slougenina je aktivator SFRP, a sniZeni aktivity

ukazuje, Ze sloucenina je inhibitor SFRP.

Zpusob modulace pfenosu signalll  prostfednictvim  Wnt
v bufice, ktery zahrnuje uvedeni buiiky do styku s SFRP podle

nékterého z narokt 1 az 5, pfiemz se fidi aktivita Wnt.

ZpUsob modulace pfenosu signalll zprostfedkovaného Whnt
podle naroku 13, kde SFRP ma aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v SEQ ID No. 2.

ZpUsob umoznéni tvorby nebo opravy kosti v kulture kostnich
bunék, vyznadéujici se tim, ZzZe zahrnuje
izolaci buné&k z kostni kultury, zavedeni rekombinantniho
konstruktu exprimujiciho pozitivni neboli antisense sekvenci
vzhledem k nukleotidové sekvenci kédujici SFRP, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci uvedenou Vv SEQ ID No. 2, a

navraceni uvedenych bunék do kostni kultury.

Polynukleotidova sonda schopna hybridizovat
s polynukleotidem se sekvenci nukleové kyseliny uvedenou
v SEQ ID No. 1.

ZpUsob diagnoézy pro detekci polynukleotidu SFRP ve vzorku
odvozeném ze saviiho hostitele, vyznacujici se
tim, 2e zahrnuje detekci pfitomnosti nebo nepfritomnosti

SFRP ve vzorku s pouzitim sondy podle naroku 16.
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Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje pfijatelny

nosié nebo fedivo.

Prostfedek pro Fizeni aktivity pfi tvorb& kosti u savce,
vyznacujici se tim, ze obsahuje alespon
jednu protilatku proti sekrenovanému proteinu pfibuznému

s proteiny frizzled neboli SFRP, nebo jeho regulacni ¢asti.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 19,
vyznacujici se tim, 7 e obsahuje pfijatelny

nosié¢ nebo fedivo.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 19,
vyznadujici se tim, Ze protilatka je proti
alespon osmi za sebou nasledujicim aminokyselinam proteinu

SFRP.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 19, kde protilatka je
proti alespoi 10 za sebou nasledujicim aminokyselinam
proteinu SFRP.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 19, vy zna -
-gujici se tim, Ze protiatkaje proti alespon
aminokyselinam 217 az 231 proteinu SFRP SEQ ID No. 2.

Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z narokd 1 az 4

a18 az 21, vyznadcujici se tim, ze SFRP
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26.

27.

28.

29.
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ma aminokyselinovou sekvenci ziskanou expresi

polynukleotidové sekvence SEQ ID No. 1.

ZpUsob identifikace testovanych sloucenin fidicich aktivitu
SFRP, kde tyto slougeniny fidi aktivitu pfi tvorbé kosti u savce,
vyznac¢ujici se tim, Ze se (a) porovna aktivita
vzorku na zvifeti SFRP"? s aktivitou v nepfitomnosti vzorku,
pficemz zvy$eni nebo sniZeni aktivit souvisejicich s SFRP

ukazuje, ze uvedena slou¢enina moduluje aktivitu SFRP.

Imortalizovana bufika lidského osteoblastu, hOB, ktera
exprimuje mutantu velkého T-proteinového antigenu opiciho
viru 40 citlivou na teplotu, kde bufka proliferuje pfi teploté
pfiblizng 34 °C, ale neproliferuje pfi teplotach vys$sich nez

pfiblizné 37 °C, jestlize mutanta T-antigenu je aktivni.

Buika hOB podle naroku 26, ktera exprimuje nukleotidovou
sekvenci kodujici polynukleotid, ktery koduje SFRP nebo jeho

fragment.

Burika hOB podle naroku 26, kde hOB je bunka hOB-01-C1-
PS-09 uloZena ve sbirce American Type Culture Collection in
Manassas, Va, pod depozitnim ¢&islem PTA-785, nebo jeji

potomstvo.

Homogenni populace bunék obsahujici bunku hOB podle

naroku 26.

Zastupuje:
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Potvrzeni osteogennihc RADE: SFRP

Northernovy pfenos poly(A)+RNA
(jako sonda byl pouzit vyfiznuty fragment RADE)
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GAPDH —~ -1.4 kb

Buriky hOB-03-C5
(proliferaéni)

Obr. 2
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Potvrzeni osteogenniho RADE: SFRP
Northernovy pfenos poly(A)+RNA
(jako sonda byl pouzit klonovany fragment RADE)
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Bunky hOB-03-C5
(proliferagni)

Obr. 3
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Potvrzeni osteogenniho RADE: SFRP
Northernovy pfenos poly(A)+RNA
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(jako sonda byla pouzita klonovana 1,1 kb cDNA)

SFRP/ p-aktin 1.9 0.2

b

jg‘ X i .
B-aktin - X i

Bunky hOB-01-C1
(preosteocytické)

QObr. 5
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Poé&et buné&k (% kontroly v den 0)

Pocet bunék (% kontroly v den 0)

10/30
Vliv pasobeni PGE; na viabilitu bunék hOB-03-C5
100 (* = p < 0,05, stied. hodn. £ SD, mam Kontrola
90 - zz2100 nM PGEj ]
n=3-6)
80 .
70 1 T
60 - g
50 - * :
401 7 -10% I
< | I
10 7. ) -45% .
3 dny 6 dnu
Doba pfi 39 °C v médiu s BSA)
Obr. 10A
Vliv plsobeni PGE; na viabilitu bunék hOB-03-CE6
120 (* = p < 0,05, stfed. hodn. + SD, mmm Kontrola
0 4n=3-9 zz2100 nM PGE9 |
80 * ]
T
. -29% i
60 % *
40 1 / !
% ? ~42%
20 - % / -
] 7 R
3 dny 6 dnd

Doba pfi 39 °C v médiu s BSA)

Obr. 108
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% kontroly v den 0 (100 000 buné&k/jamku)
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Plsobeni TGF-B1 zvysuje viabilitu bunék hOB-01-C1

50

43 -
40 4
35 -
30 4

mmEBSA - médium, 6 dnad, 39 °C

0.0 nM
[T6F-1]

Obr. 10C

001 M 0.

(* = p < 0,05, stfed. hodn.
+SD, n=6)

2,1 - nasobek
%

%

oM 1.0 nM
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Test apoptézy metodou anexin V - FITC (prutokova cytometrie)
Buriky hOB-03-C5 proliferaéniho stupné osetiené PGE;

.o

..

»
.
.

Y Lone - 903

10Qﬂ
80
60
40

20

mEE i, otaschopné bufiky (anexin -/propidiumjodid -)

(* = p < 0,001, stfed. hodn. £ SD, n = 6)

> ' Cs =6.5nM
- - *

vehikalum  inM FGE2  10nM PGE2 100nM PGE2

Piasobeni na burky . Obr. 11A
- (BSA-médium, 6 dn(i, 39 °C) '

Test apoptézy metodou anexin V - FITC (pratokova cytometrie)
Buriky hOB-03-C5 prolifera¢niho stupné oSetfené PGE;

mmm (3sné apoptotické buiky (anexin +/propidiumjodid -) -

(* = p < 0,001, stfed. hodn. £ SD, n = 6)

x

: i | {
vehikulum  1nM PGE2  10nM PGE2 100nM PGE2

Pasobeni na bunky
(BSA-médium, 6 dn(, 39 °C) Obr. 11B
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Test apoptdzy metodou anexin V - FITC (pritokova cytometrie)
Burniky hOB-03-C5 proliferaéniho stupné oSetfené PGE:

mmme Pozdné apoptotické bufiky (anexin +/propidiumjodid +)
20 - )
(* = p < 0,05, stied. hodn. £ SD, n = 6)
b
15 (o =163M |
4
>8 B
5 10 -
Ko
O\O
5 o -
0 -

10nM PGE2 100nM PGE2

|
vehikulum

inM PGE2

Pusobeni na bunky
(BSA-médium, 6 dnu, 39 °C)

Obr. 11C
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Nekédujici oligonukleotid pro SARP-2 zaméfeny na misto iniciace jW
zabrani indukci smrti bunék pusobenim PGEz u bunék hOB-03-C5

° 100 * = - , - == Kontrola

é a0 (*=p <0,05, stfed. hodn. £ SD, n = 3) Ne'aké.d'uiici (8 uM)
; 80 , —= Kodujici (8 pM)
g I 2 'S

= 60 = %

e Z :

c X 2

= 30 %

a2 20 %

5 10 7 71

o l. N

¢ 0 vehikulum_ PGE2

Osetieni (BSA-médium, 39 °C, 3 dny)

obr. 12 A

Nekodujici oligonukleotid pro SARP-2 zaméfeny na misto iniciace
zabrani indukci smrti bunék plsobenim PGE2 u bunék hOB-03-CEB

)

120 = |(ontrola

P * = ¥ - —_

o (*=p< 0,0+5, stfed. hodn. £ 8D, n = 3)| == Nekodujici (4 uM)
> 100 - S — Kodujici (4 pM)
©

2 80

oy

S

> 60

E

c 401

o]

= .

R 201

7

2 0~ ‘

2 vehikulum

9;; Ogetieni (BSA-médium, 39 °C, 3 dny)

a.

Obr. 12B



oooooo

. . .
oooooo

15/30 fr 002 - 723

M

Nadmérna exprese SARP-2 urychluje smrt bunék hOB
Vyhodnoceni in vitro

o~ Nadmérna exprese SARP-2 urychluje smrt bunek hOB-01-C1-PS-09

100 1
go4("=p< 0,05 proti vektoru, stfed. hodn.

804 +sSD,n=3-12)
70 1
60 -
50
40
30
20 -
10 1
0

% 7 kontroly v den 0 (25 000 bunék/cm

ocONAZ.1  SARP-2 (wt)

Osgetfeni latkami
(BSA-médium, 37 °C, 6 dnu)

Obr. 13A
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Nasobek zmény (vzhledem k buitkam s vektorem)

17/30 KT
Nadmérna exprese SARP-2 urychluje smrt bunék hOB
Vyhodnoceni in vitro

Bufiky hOB-01-C1-PS-09
Analyza TagMan mRNA SARP-2

70 (n=3)
60 A
50 -
40 -
30 -
20
10 1
0 ——— -
pcDNA3.1 SARP-2 #1
Preosteocytické buné&cné linie hOB-01-09
"~ Obr. 14A
Burniky hOB-01-C1-PS-09
Test Coulter cell counter
140 — . '
(*=p<0,05 proti bufikam s vektorem, stfed. hodn. = SD,
120 T n=26-36)
100 -
60 - 7
40 - i
20 ’
0- —— Buriky pcDNA3.1 J

—y— Buriky SARP-2 klon #1

T T i

Dny v kultufe (BSA-médium, 39 °C)
Obr. 14B
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TCF-luciferazal/p-galaktosidaza RSV

TCF-luciferazal/p-galaktosidaza RSV
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Nadmérna exprese SARP-2 antagonizuje pfenos signald Wnt
v bunkach hOB

Pfechodna transfekce bunék hOB- 01-C1-PS-09

0.3
0.7 -
0.6 -
0.5
0.4 -
0.3-
0.2 1
0.11
0.0-

(* = p < 0,05, stfed. hodn. + SEM, n—6)

—-497% ]
*

—-65% —6*7%

NN

pcONA3.L  SARP-2  SARP-2(mut) Frzb—1 JFritz
Plasmid (0,17 ug/jamku)

Obr. 16A

Ptechodna transfekce bunék hOB-02-C1-PS-02

4.0
3.5
3.0 1
2.5
2.0
1.5
1.0 1
0.5

(* = p < 0,05, stfed. hodn. + SEM, n = 6)

|

b= | ~72% ~72% : T
3 *

0.0

pcm hSARP-2  rSARP-2 Frzb-1
Plasmid (0,17 pg/jamku)

Obr. 168
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My$i SFRP-1: staff 16 az 18 tydnd
(Northernovy pfenos poly A + RNA z ledvin)

Samice Samci
WT KO WT KO
SFR2-1 -

GAPDH QQ’.

Obr. 20
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% vzhledem k my$im standardniho typu

% vzhledem k mys&im standardniho typu
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Mysi SFRP-1 KO 4
Samci mys§i SFRP-1
pCT distainiho femuru (1° & 2° spongiosa)

160 7+ « z - :
(* = p < 0,005 proti +/+, stfed. hodn. £ SEM, n = 15) J— +/+

140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20

”

+31% ezza ~/- ]

-

S~
{

0

260_(*% p < 0,005 profi +/+, stfed. hodn. £ SEM, n = 9) f— +/+ .

< TS TSRS TSSO

ASS1RALILLRA LA AR B AN
SLLIIML AL L S LA LR R R

|

]

]

]

]

o R

(/N Conn. Den. Tb.N. Tb.Th. Tb. Sp.

Stafi 20 tydnd
Obr. 21A

Samice mysi SFRP-1
HCT distalniho femuru (1° spongiosa)
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Stari 26 az 27 tydnd
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Bunky na cm?

Aktivita alkalické fosfatazy
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Pocéet bunék

*n

€000 ,
| —0—34°C (*=p <0,001,n=6,SD) 4
70000 4 —=—39°C -
£0000 - B
50000 - 7
40000 - 7]
20000 - 7]
200C0 7]
10000 B
-— . :
0 71 1 1 1 1 SR B
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dny v kultufe
Obr. 22A
Aktivita alkalické fosfatazy
Lo (F=p<0,01, n=12 SD'Z
- 1 a 34 °C, 48 hod S s L
S 054 = 39 °C, 48 hod =
0 L
-~ | -
(@) -+
— % o
a rnt 4
o €L * T * B
® x | *
>S 1 = T -
>8 ( ~
5 *
Qo T =
> () - il
g - T
E .
E ~
3 “hT ** -
£ T
£
( “q 1 i
0 0.1 1 10 100

[Vitamin D3] (nM)

Obr. 22B
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(ng/mg buné&éného proteinu)

Intaktni osteokalcin
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Sekrece osteokalcinu

ae esce™

Y 2002+ 902
Fe007

(* = p <0,01, n = 12, SD)

5 34 °C, 48 hod ~11-FOLD

1 m 39°C, 48 hod

0.1 1 10

[Vitamin D3] (nM)

Obr. 22C
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