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Pouziti molekuly nukleové kyseliny /7/7/00/}/

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka pouziti technik genoveé terapie pfi
lé&eni poranéni. Zvlasté se tykad nového pouZiti polynukleotidd
koédujicich transkripéni represorové proteiny NAB1 nebo NAB2 pfi
oslabujici regulaci (down-regulation) poruch buné&éné proliferace, které
zpomaluji hojeni kGize, pro prevenci tvorby hypertrofickych a keloidnich
jizev, lupénky, inhibici restendzy po perkutanni transluminalni
koronarni angioplastice, modulaci kalcifikace cévni stény a inhibici

bun&g&né proliferace pfi rakoviné.

Dosavadni stav techniky

Hojeni klZe zahrnuje $irokou fadu buné&cnych, molekularnich,
fyziologickych a biochemickych dé&ji. V prib&hu procesu hojeni migruji
butiky do mist poranéni, kde proliferuji a syntetizuji sloZzky
extracelularni matrice s cilem rekonstituovat tkan, ktera je blizce
podobna neporanéné plvodni tkani. Tento proces je Fizen mediatory
sekrenovanymi z bun&k na okrajich poranéni, jako je ristovy faktor
odvozeny z desti¢ek (platelet derived growth factor, PDGF),
epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor, EGF),
transformujici rGstovy faktor beta (transforming growth factor beta,
TGF beta) a jiné cytokiny. Prosp&sné uginky téchto latek na buiky byly
ukazany jak in vitro, tak i in vivo (shrnuti je provedeno v Moulin, Eur. J.
Cell Biol. 68: 1 - 7, 1995), v&etné prospé&snych uginkl podavani PDGF
v krysich modelech diabetu (Brown a dalsi, J. Surg. Res. 56; 562 -
570, 1994).

V priibéhu poslednich péti let bylo ukazano, Ze Cetné ristové

faktory urychluji proliferaci bunék in vitro a napomahaji hojeni




10

15

20

25

30

e o se

*
200000
[ A X X1
*
o800
*
L ]
[ XX X J
[ XXX
LA J
(XN X ]
[ XX ¥
L ]
[ FXX XY}

-2

poranéni na zvifecich modelech. Nejvéts§i pozornost v souvislosti
s opravou poranéni, diferenciaci a produkci matrice byla vénovana
faktoru TGF beta. Faktor TGF beta podavany bud mistné nebo
systémové urychluje ve zvifecich modelech rychlost reparace koznich
poranéni (Ashcroft a dalsi, Nature Medicine, 3; 1209 - 1215, 1997,
Sporn a Roberts, J. Cell Biol., 119; 1017 - 1021, 1997; Beck a dalsi, J.
Clin. Invest. 92; 2841 - 2849, 1993). Podobné se uvadi, Ze faktor
PDGF podporuje reepitelializaci a revaskularizaci ischemické tkané
a zvifat s diabetem (Uhl a dalsi, Langenbecks Archiv fur Chirurgie-
Supplement-Kongressband 114; 705 - 708, 1997, shrnuto v Dirks a
Bloemers, Mol. Biol. Reports 22; 1 - 24, 1996).

Transkripéni faktor Egr-1 (early growth response gene) je
potencialni regulator vice nez tficeti genl a ma ulohu pfi proliferaci
bunék, jejich vyvoji a diferenciaci (pfehledné zpracovani v Liu a dalsi,
Crit. Rev. Oncogenesis 7; 101 - 125, 1996; Khachigian a Collins, Circ.
Res. 81; 457 - 461, 1997). Egr-1 je indukovan po poranéni do
vaskularniho endothelia (napftiklad Khachigian a dal$i, Science; 271,
1427 - 1431, 1996) a zaméfuje se na aktivaci transkripce pocCetnych
genl véetné EGF, rlstového faktoru A odvozeného z desticek (PDGF-
A), rGstového faktoru bazalnich fibroblastl (basic fibroblast growth
factor, bFGF), indukci PDGF-A, rustového faktoru B odvozeného
z destiek (PDGF-B), TGF beta, bFGF, uro-plasminogenového
aktivatoru (u-PA), tkanového faktoru a rastového faktoru-2 podobného
inzulinu (insulin-like growth factor-2, IGF-2). Blokada faktoru TGF beta
indukovatelného Egr-1 mize nalézt pouZiti pfi prevenci tvorby jizev.
Protilatky proti TGF beta snizuji tvorbu jizev u feznych poranéni u
hlodavcl (Shah a dalsi, J. Cell Science; 107, 1137 - 1157; Shah a
dalsi, Lancet; 339, 213 - 214, 1992).

Transkripéni komplex, ktery zprostfedkovava indukci cévniho
endothelialniho rlstového faktoru (vascular endothelial growth factor,
VEGF), je pfimo zavisly na AP2 a nikoliv Egr-1 (Gille a dal8i, EMBO J
16; 750 - 759, 1997). Faktor PDGF B v$§ak vykonava zesilujici fizeni
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exprese VEGF (Finkenzeller, Oncogene 15; 669 - 676, 1997).
Transkripce mMRNA VEGF je zesilovana fadou faktor(i véetné PDGF B,
bFGF, keratinocytového rlstového faktoru (keratinocyte growth factor,
KGF), EGF, tumorového nekrézniho faktoru (tumour necrosis factor,
TNF) alfa a TGF betal. U zvifecich modelll se ukazalo, Ze pasivace
kovovych stentl podporovana VEGF inhibuje tvorbu neointimy,
urychluje reendothelializaci a zvySuje vazomotorickou aktivitu
(Asahara a dal$i, Circulation; 94, 3291 - 3302).

Uvadi se, Zze k expresi VEGF dochazi pfi hojeni poranéni a
apsoriatické pokoZky, coZ jsou oba pfipady, pfi kterych dochazi
k zesilujici regulaci TGF alfa a jeho ligandu EGFr. Exprese EGF
indukuje Egr-1 (lwami a dal§i, Am. J. Physiol. 270; H2100 - 2107,
1996; Fang a dal$i, Calcified Tissue International 57; 450 - 455, 1995;
J. Neuroscience Res. 36; 58 - 65, 1993). V soulasnosti existuji
neuvefejn&né dukazy, ze Egr-1 mlzZe aktivovat expresi intracelularni
adhezni molekuly-1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1)
u B lymfocytd stimulovanych esterem forbolu (Maltzman a dals$i, Mol.
Cell. Biol. 16; 2283 - 2294, 1996) a mlzZe aktivovat expresi TNF alfa
v dusledku piitomnosti vazebného mista Egr-1 v promotoru TNF alfa
(Kramer a dalsi, Biochim. Biophys. Acta 1219; 413 - 421, 1994).
Nakonec, my$i bez Egr-1 jsou neplodné a maji nedostatek
luteinizaéniho hormonu (LH) (Lee a dal$i, 273; 1219 - 1221, 1996),
coZ ukazuje na to, Ze promotor LH mlZe byt také cilem pro aktivaci
Egr-1v. Cévni kalcifikace je aktivné regulovany proces podobny tvorbé
kosti, ktery zahrnuje buiiky a faktory, o kterych je znamo, Ze jsou
dlezité pfi regulaci metabolismu kosti (pfehledné zpracovano
v Dermer a dal8i, Trends Cardiovasc. Med. 4; 45 - 49, 1994).
Regulatory tvorby osteoblastli a/nebo osteoklasti mohou modulovat
stupent kalcifikace cévni stény. Proteiny skupiny NAB, NAB1 a NAB2
(NGFI-A binding corepressors) interaguji s konzervovanou doménou
R1 trans-aktivator( Egr-1 a Egr-2 (Svaren a dal$i, EMBO J., 17; 6010 -
6019, 1998). Jiz dfive bylo ukadzano, ze NAB2 bude reprimovat
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diferenciaci bunék PC12 indukovanou NGF (Qu, Z. a dal$i, J. Cell Biol.
142; 1075 - 1082, 1998) a aktivaci bazalniho FGF vyvolanou Egr-1
(Svaren a dal$i, EMBO J., 17; 6010 - 6019, 1998).

Jednim z problém0 souvisejicich s 1é€enim poranéni je tvorba
hypertrofickych a keloidnich jizev. To je extrémné neZadouci, zvlaste
po chirurgickych zakrocich z kosmetickych divodd. Fibréza tkané
(napfiklad jak se pouziva u ledviny, jater nebo kizZe) se projevuje
akumulaci extracelularni matrice. Neregulovana tvorba extracelularni
matrice, ktera podporuje vyvoj fibrézy tkané, je alespoil z&asti fizena
v principu celou fadou rlstovych faktorl, ale neomezenych na TGF
beta (Muir Eur. J. Plast. Surg. 21; 1 -7, 1998), isoformy PDGF (Katou
a dal8i, J. Pathol. 186; 201 - 208, 1998, Heldin a dalsi, v The
molecular and cellular biology of wound repair, Clark, ed.; 249 - 264,
1996 Plenum Press) a VEGF (Jones a dal8i, Frontiers in Bioscience 4,
D303 - 309, 1999). Terapie, ktera by snizila, ale neodstranila expresi
rastovych faktorll v misté poranéni, by méla vyznamny vliv na hojeni

tkané s redukovanymi jizvami a zlep8eni kvality Zivota.

Mezinarodni patentova pfihlaska PCT GB 99/01722 popisuje
pouziti transkripéniho faktoru Egr-1 pfi podpofe hojeni ran. Autofi
piedkladaného vynalezu nyni zjistili, Zze podavéani polynukleotidu
kédujiciho represor transkripce NAB1 nabo NAB2: (a) reprimuje
aktivaci rGstovych faktorli podminé&nou Egr-1 in vitro; (b) reprimuje
bazalni hladiny exprese gend rlstového faktoru in vitro; a (c) v misté
poranéni u hlodavcl a jeho nasledné expresi snizuje expresi TGF-B1,
ale ne TGF-B3, a ma pouZiti pro snizeni tvorby jizev pfi hojeni

(napfiklad Shah a dal$i, J. Cell Science 107; 1137 - 1157, 1994).

Proto zpomaluje oslabujici regulace Egr-1 proces hojeni a
shizuje vyskyt tvorby hypertrofickych a keloidnich jizev a lupénky.
Oslabujici regulace Egr-1 mize byt také pouZitelna pfi IéCeni jinych

poruch spojenych s hojenim ran, jako je resten6za po perkutanni
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transluminalni koronarni angioplastice, modulace kalcifikace cévnich

stén a inhibice proliferace bunék pfi rakoviné.

Podstata vynalezu

Podle jednoho provedeni vynalezu se tedy poskytuje pouZiti
molekuly nukleové kyseliny obsahujici sekvenci kodujici polypeptid
NAB1 nebo NAB2 nebo jeho biologicky uginny fragment pfi vyrobée
farmaceutického prostfedku pro lééeni poruch buné&éné proliferace

spojenych s Ié6enim poranéni u savcd, véetné Clovéka.

Podle dal§iho provedeni vynalezu se poskytuje zpUsob léCeni
poruch buné&éné proliferace spojenych s Ié¢enim poranéni u savcd,
véetn& &lovéka, ktery zahrnuje podavani molekuly nukleove kyseliny
obsahujici sekvenci kédujici polypeptid NAB1 nebo NAB2 nebo jeho

biologicky u€inny fragment.

Podle dal§iho provedeni poskytuje vynalez molekulu nukleové
kyseliny obsahujici sekvenci kédujici polypeptid NAB1 nebo NAB2,
nebo jeho biologicky Gginny fragment, pro pouZiti pfi léCeni poruch

buné&éné proliferace, spojenych s Ié&enim poraneéni.

V dal8im provedeni se vynalez zamé&fuje na pouZiti kombinace
molekuly nukleové kyseliny obsahujici sekvenci kédujici polypeptid
NAB1 a dal$i molekuly obsahujici sekvenci kédujici polypeptid NAB2.

Ve vyhodném provedeni pfedkladaného vynalezu jsou poruchy
proliferace bunék spojené s hojenim poranéni zvoleny z tvorby
hypertrofickych a keloidnich jizev, psoridzy, restenézy po perkutanni
transluminalni koronarni angioplastice, kalcifikace cévni stény
a proliferace bunék pfi rakoviné. Ve zvlasté vyhodném provedeni
pfedkladaného vynalezu je poruchou proliferace bunék tvorba

hypertrofickych a keloidnich jizev.
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Pfedkladany vynalez se tedy tyka terapeutického pouZiti
polynukleotidl kédujicich NAB1 nebo NAB2 pfi procesech hojeni
poranéni. Vynalez se také tyka terapeutického pouZiti samotnych
NAB1 nebo NAB2 pfi procesu hojeni ran, jak bude podrobnéji popsano

dale.

Piedkladany vynalez se tyka pouziti polypeptidd NAB1 nebo
NAB2 a sekvenci nukleovych kyselin kédujicich polypeptidy NAB1
nebo NAB2 jakéhokoli plvodu nebo druhu. Sekvence lidské DNA je
uvedena v Genové bance (Genbank) pod pfistupovym ¢&islem U47007,
pfitemz tato sekvence koéduje jaderny protein o délce 486
aminokyselin. Krysi NAB1 je jaderny protein o délce 570 aminokyselin
a popisuje se v PNAS USA 92, 1995, str. 6873 - 6877. Sekvence DNA
krysy je uvedena v Genové bance pod pfistupovym Cislem U17253.

Sekvence mysiho a lidského proteinu NAB2 se popisuji
v Molecular and Cellular Biology, 1996, 16, 3545 - 3553. Sekvence
lidské DNA je uvedena v Genové bance pod pfistupovym CEislem
U48361.

Odkazy na polypeptidy a polynukleotidy NAB1 nebo NAB
popisované dale jsou obecné pouzitelné na sekvence jakéhokoli
plvodu, zvlasté lidské sekvence popsané vy$e. Jak bude popsano
dale, termin NAB1 nebo NAB2 zahrnuje také varianty, fragmenty a
analogy NAB1 nebo NABZ2.

Néasledujici ilustrativni vysvétleni se poskytuji proto, aby se
usnadnilo porozuméni nékterych termind pouzivanych v pfihlasce.
Vysvétleni jsou poskytovana pro pohodli a nejsou pro vynalez
omezujici.

Biologicky uginné fragmenty NAB1 nebo NAB2, na které se

odkazuje, jsou ty fragmenty, které maji reprimujici GCinky na

transkripci Egr-1.
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Geneticky element obecné znamena polynukleotid obsahujici

oblast kodujici polypeptid nebo oblast polynukleotidu, ktera fidi
replikaci, transkripci nebo translaci nebo dal$i procesy dudleZité pro
expresi polypeptidu v hostitelské burice, nebo polynukleotid obsahujici
jak oblast kédujici polypeptid, tak i oblast operativné spojenou
s oblasti regulujici expresi. Genetické elementy mohou byt obsazeny
uvnitf vektoru, ktery se replikuje jako episomalni element; tj. jako
molekula fyzicky nezavisla na genomu hostitelské buiiky. Genetické
elementy mohou byt obsazeny uvnitf plasmidd. Genetické elementy
mohou byt také obsazeny uvnitf genomu hostitelské buriky; ne v jejich
pfirozeném stavu, ale po manipulaci jako je izolace, klonovani
a zavedeni do hostitelské buriky, mj. ve formé vyci§téné DNA nebo ve

vektoru.

Hostitelskd buiika je bufika, ktera byla transformovana nebo

transfekovana, nebo je schopna transformace nebo transfekce

exogenni polynukleotidovou sekvenci.

Identita je, jak je v oboru znamo, vztah mezi dvéma nebo vice
polypeptidovymi sekvencemi, nebo dvéma nebo vice
polynukleotidovymi sekvencemi, tak jak se zjisti porovnanim sekvenci.
V oboru znamena identita také stupeni pfibuznosti sekvenci mezi
polypeptidovymi nebo polynukleotidovymi sekvencemi, ktera se zjisti

porovnanim mezi fetézci téchto sekvenci. Identitu je mozno snadno

~ vypodist (Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford

University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and
Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York,
1993; Computer Analysis of Sequence Data, ¢ast |, Griffin, A. M.,
a Griffin H. G., ed., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987;
a Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. a Devereux, J., ed., M.
Stockton Press, New York, 1991). Existuje fada zplsobl pro méfeni
identity mezi dvéma polynukleotidy nebo dvéma polypeptidy a tento

termin je odbornikim v oboru dobfe znam (Sequence Analysis in
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Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987, Sequence
Analysis Primer, Gribskov, M. a Devereux, J., ed., M. Stockton Press,
New York, 1991; a Carillo, H., a Lipman, D., SIAM J. Applied Math.,
48: 1073 (1988). Mezi metody bé&Zzné& pouZivané pro urceni identity
mezi sekvencemi patii bez omezeni metody popsané v Carillo, H., a
Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Vyhodné zpisoby
pro stanoveni identity jsou navrzené tak, aby poskytovaly nejvyssi
souhlas mezi testovanymi sekvencemi. Metody pro uréeni identity jsou
zakddovany v pocitatovych programech. Mezi vyhodné programové
metody pro uréeni identity mezi dvéma sekvencemi patii bez omezeni
programovy balik GCG program package (Devereux, J., a dalsi,
Nucleic Acids Research 12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN a
FASTA (Atschul, S. F. a dalsi, J. Molec. Biol. 215: 403 (1190)).

Izolovany znamena zménény ,rukou Clovéka“ z pfirozeného
stavu; tj. jestlize se latka vyskytuje v pfirodé, byla zmé&néna nebo
vyjmuta z plvodniho prostfedi, nebo oboji. Napfiklad v pfirodé se
vyskytujici polynukleotid nebo polypeptid, ktery je pfirozené pfitomen
v Zivém organismu ve svém pfirozeném stavu neni ,izolovany®, ale
stejny polynukleotid nebo polypeptid oddéleny od koexistujicich
materiald svého pfirozeného stavu je v ramci terminu pouzivaného
v pfedkladané pfihlasce ,izolovany". Jako soucast nasledneé izolace
mohou byt polynukleotidy spojeny za vytvofeni jinych polynukleotidd,
jako jsou DNA, mlzZe byt provedena mutageneze, mohou byt vytvofeny
fuzni proteiny a miZe byt napfiklad provedena propagace nebo
exprese Vv hostitelské buiice. lzolované polynukleotidy, at uz
samostatné nebo spojené s jinymi polynukleotidovymi sekvencemi,
jako napfiklad ve formé& vektorl, mohou byt zavedeny do hostitelskych
buné&k, do kultury nebo do celého organismu. Zavedeny do
hostitelskych buné&k v kultufe nebo v celych organismech mohou byt
tyto DNA stale izolovany ve smyslu terminu pouzivaného v pfihlasce,
protoZe nejsou ve své piirozené se vyskytujici formé nebo prostredi,
téchto o pfirozené se vyskytujici smesi

nejde v pfipadech
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a polynukleotidy nebo polypeptidy zlstavaji stale izolovany ve
vyznamu zde pouZivaného terminu.
Polynukleotid  (polynukleotidy) obecné oznaluji jakykoli

polyribonukleotid nebo polydeoxyribonukleotid,
nemodifikovand RNA nebo DNA nebo modifikovand RNA nebo DNA,

nebo cDNA. Tak napiikiad polynukleotidy ve vyznamu pouZivaném

kterym mdize byt

v této pfihlaéce oznaduji mj. jednofetézcovou a dvojfetézcovou DNA,
DNA, ktera je smési jedno- a dvojfetézcovych oblasti nebo jedno-,
dvoj- a trojietézcovych oblasti, jedno- a dvojfetézcovou RNA a RNA,
kterd je smési jedno- a dvojfetézcovych oblasti, hybridni molekuly
obsahujici DNA a RNA, které mohou byt jednofetézcové, nebo typicteji
nebo nebo smési jedno- .a

dvojfetézcové trojfetézcové,

dvojfetézcovych oblasti. Navic znamena polynukleotid ve smyslu

pouziti v pfedkladané pfihlasce trojietézcové oblasti obsahujici RNA

nebo DNA nebo jak RNA, tak i DNA. Retézce v téchto oblastech
mohou pochazet ze stejné molekuly nebo z rdznych molekul. Oblasti
mohou obsahovat jednu nebo vice molekul ve své Uplnosti, ale typicky
obsahuji pouze uréitou ¢ast nékteré z molekul. Jedna z molekul oblasti
trojité Sroubovice je ¢asto oligonukleotid. Jak se zde pouZiva, termin
polynukleotid zahrnuje molekuly DNA nebo molekuly RNA jak bylo
popsano vyse, které obsahuji jednu nebo vice modifikovanych bazi.
Tak napftiklad molekuly DNA nebo RNA s kostrami modifikovanymi pro
dosazeni stability nebo z jinych divod(, jsou ve smyslu zde pouZivané
terminologie ,polynukleotidy“. Navic jsou ve smyslu zde pouzivané
terminologie polynukleotidy také napfiklad molekuly DNA nebo RNA
obsahujici neobvyklé baze jako je inosin nebo modifikované baze jako
jsou tritylované baze. Je zifejmé, ze DNA a RNA mohou byt vystaveny
celé fadé modifikaci, které slouzi mnoha riznym G&elim znamym
odbornikim v oboru. Termin polynukieotid, jak se zde pouZiva,
zahrnuje  takové chemicky, enzymaticky nebo  metabolicky
modifikované formy polynukleotid(i, stejné jako chemické formy DNA a

RNA charakteristické pro viry a burky, véetné mj. jednoduchych




10

20

25

30

-10 -

a komplexnich bunék. Termin polynukleotidy =zahrnuje i kratke

polynukleotidy, které se €asto oznacuji jako oligonukleotidy.

Polypeptidy znamenaji, jak se zde pouZiva, vSechny polypeptidy
popisované nize. Zakladni struktura polypeptidl je dobfe zndma a byla
popsana v neséetnych uéebnicich a jinych publikacich v oboru. V této
souvislosti se zde tento termin pouziva pro oznaceni jakéhokoli
peptidu nebo proteinu, obsahujicich dvé nebo vice aminokyselin
vzajemné spojenych v linearnim fetézci peptidovymi vazbami. Jak se
zde pouziva, tento termin oznaduje jak kratké fetézce, ktere se
v oboru &asto oznaduji jako peptidy, oligopeptidy a oligomery, tak
i dlouhé Fetdzce, které se obecné v oboru oznacuji jako proteiny,
a jichz existuje mnoho typl. Bude zfejme, Ze polypeptidy casto
obsahuji aminokyseliny jiné nez je dvacet aminokyselin, ktere jsou
bé&zné oznadovany jako vyskytujici se v pfirodé, a Ze mnoho
aminokyselin véetn& koncovych aminokyselin mdZze byt modifikovano
v daném polypeptidu bud pfirodnimi cestami, jako je Uprava
(processing) a jiné posttranslaéni modifikace, ale také technikami
chemické modifikace, které jsou v oboru dobfe znamy. | bézne
modifikace, ke kterym dochazi v pfirodé u polypeptidd, jsou pfili§
po&etné pro uvedeni jejich vyéerpavajiciho seznamu, ale popisuji se
v zakladnich textech a podrobnéjSich monografiich, stejné jako
objemné vyzkumné literatufe, a jsou dobfe znamy odbornikim v

oboru.

Mezi znamé modifikace, které mohou byt v polypeptidech pro
pouziti v pfedkladaném vynalezu pfitomné, je mozno pro ilustraci
uvést napfiklad acetylaci, acylaci, ADP-ribosylaci, amidaci, kovalentni
navazani flavinu, kovalentni navazani hemové skupiny, kovalentni
navazani nukleotidu nebo nukleotidového derivatu, kovalentni
navazani lipidu nebo lipidového derivatu, kovalentni navazani
fosfatidylinositolu, zesiténi, cyklizaci, tvorbu disulfidovych vazeb,
demethylaci, tvorbu kovalentniho zesiténi, tvorbu cystinu, tvorbu

pyroglutamatu, formylaci, gama-karboxylaci, glykosylaci, vytvofeni
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ukotveni GPI, hydroxylaci, jodaci, methylaci, myristoleaci, oxidaci,
proteolytické  zpracovani, fosforylaci, prenylaci, racemizaci,
selenoylaci, sulfataci, adici aminokyselin na proteiny zprostfedkovanou
transferovou RNA jako je arginylace a ubikvitinace. Tyto modifikace
jsou odbornikim v oboru dobfe znamé a byly podobné popsany ve
védecké literatuie. N&kolik zvlasté béznych uprav jako je glykosylace,
navazani lipidG, sulfatace, gama-karboxylace zbytkd kyseliny
glutamové, hydroxylace a ADP-ribosylace, se popisuje Vv
nejzakladngjsich textech, jako napfiklad PROTEINS - STRUCTURE
AND MOLECULAR PROPERTIES, 2. vyd., T. E. Creighton, W. H.
Freeman and Company, New York (1993). Na toto téma existuje
mnoho podrobnych souhrnnych praci, jako napfiklad Wold, F.,
Posttransiational Protein Modifications: Perspectives and Prospects,
str. 1 - 12, v POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF
PROTEINS, B. C. Johnson, ed., Academic Press, New York (1983);
Seifter a dal$i, Meth. Enzymol. 182: 626 - 646 (1990) a Rattan a dalsi,
Protein Synthesis: Posttranslational Modifications and Aging, Ann. N.
Y. Acad. Sci. 663: 48 - 62 (1992). Bude zfejmé, Ze jak je v oboru
znamo a jak je uvedeno vy$e, polypeptidy nejsou vZdy upliné linearni.
Polypeptidy mohou byt napfiklad obecné upraveny jako dusledek
posttranslaénich udalosti, véetné v pfirodé se vyskytujiciho zpracovani
a udalosti, které jsou provadény umélou manipulaci, ktera se
nevyskytuje v pfirodé. Stejné tak je mozno zahrnout cirkularni,
rozvétvené a rozvétvené cirkularni polypeptidy syntetizované
netransladnim pfirozenym zplUsobem i zcela syntetickymi zpUsoby.
Modifikace se mohou vyskytovat kdekoli v polypeptidu vcetne
zakladniho fetézce polypeptidu, vedlej§ich fetézch aminokyselin,
a aminovych nebo karboxylovych koncl. Blokovani aminové nebo
karboxylové skupiny nebo obou téchto skupin v polypeptidu kovalentni
modifikaci je u syntetickych i pfirodnich polypeptidi bézné a takoveé
modifikace mohou byt pfitomny i v polypeptidech podle pfedkladaného
vynalezu. Napfiklad aminokoncovy zbytek polypeptidd vytvofenych
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v E. coli nebo jinych buiikach, bude prfed proteolytickym zpracovanim
téem&f vzdy N-formylmethionin. V prib&hu posttransla¢ni modifikace
peptidu maze dojit k od$tépeni methioninového zbytku na NHz-konci.
Predkladany vynalez tedy zahrnuje jak pouZiti varianty proteinu podle
vynalezu s obsahem aminokoncového methioninu, tak i varianty bez
methioninu. Modifikace, ke kterym u polypeptidu dojde, budou Casto
zaviset na zplsobu jeho pfipravy. V pfipadé polypeptidil vyrobenych
expresi klonovaného genu napfiklad v hostiteli bude povaha a rozsah
modifikaci z velké &asti zaviset na posttransiaéni modifikacni
schopnosti hostitelské buiiky a modifikaénich signalech pfitomnych
v aminokyselinové sekvenci polypeptidu. Jak je napfiklad dobfe
znamo, glykosylace &asto neprobiha u bakterialnich hostiteld jako je
napfiklad E. coli. Jestlize je tedy poZadovéana glykosylace, polypeptid
by mél byt exprimovan v glykosylujicim hostitel, obecné
v eukaryotické bufice. Hmyzi burfky <¢asto provadéji stejné
posttranslagni glykosylace jako sav¢i bufiky a z toho divodu byly pro
udinnou expresi savéich proteind s mimo jiné pfirozenym spektrem
glykosylace vyvinuty expresni systém zaloZené na hmyzich burikach.
Podobné predpoklady plati pro dal$i modifikace. Bude zfejmé, Ze na
raznych mistech daného polypeptidu mlze byt stejny typ modifikace
pfitomen ve stejném nebo rizném rozsahu. Dany polypeptid muze
také obsahovat mnoho typl modifikaci. Jak se zde pouZiva, termin
polypeptid obecné zahrnuje v8echny tyto modifikace, zvlasté takové,
které jsou pfitomny u polypeptidd syntetizovanych rekombinantnim

zplsobem expresi polynukleotidu v hostitelské bunce.

Varianta (varianty) polynukleotidd nebo polypeptidi oznaluji ve

smyslu pfedkladaného vynalezu polynukleotidy nebo polypeptidy, ktere
se lisi od referenéniho polynukleotidu, popfipadé polypeptidu. Varianty
v tomto smyslu se podrobné&ji popisuji dale a na jinych mistech popisu.
(1) Polynukleotid, ktery ma odliSnou nukleotidovou sekvenci od
dalgiho, referenéniho polynukleotidu. Obecné jsou rozdily omezeny,

takze nukleotidové sekvence referenéniho fetézce a varianty jsou
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celkové Gzce podobné, a v mnoha oblastech identické. Jak se uvadi
dale, zmény v nukleotidové sekvenci varianty se nemusi projevovat
navenek (mohou byt migici, silent). To znamena, Ze nemusi meénit
sekvenci aminokyselin kédovanou timto polynukleotidem. Jestlize jsou
zmény omezeny na ,miéici zmény* tohoto typu, varianta bude kédovat
polypeptid se stejnou sekvenci aminokyselin jako ma referencni
fetézec. Jak je uvedeno dale, zmény v nukieotidové sekvenci varianty
mohou mé&nit aminokyselinovou sekvenci polypeptidu kédovaného
referenénim polynukleotidem. Tyto zmény nukleotidd mohou vést
k substitucim, adicim, delecim, fluzim a zkracenim polypeptidu
kodovaného referenéni sekvenci, jak bude diskutovano dale.
(2) Polypeptid, ktery ma odli§nou aminokyselinovou sekvenci od
jiného, referenéniho polypeptidu. Obecné jsou rozdily omezeny, takze
sekvence referenéniho fetézce a varianty jsou celkové blizce pfibuzné
a v mnoha oblastech identické. Varianta a referenni polypeptid se
mohou li§it v aminokyselinové sekvenci jednou nebo vice substitucemi,
adicemi, delecemi, fuzemi a zkracenimi, pficemz tyto zmény mohou

byt pfitomny v jakékoli kombinaci.

Pfedkladany vynalez se tyka terapeutickych pouZiti molekul
nukleovych kyselin obsahujicich sekvenci kédujici polypeptid NAB1
nebo NAB2 nebo jejich kombinaci. Vynxélez se také tyka terapeutickych
pouziti fragmentl této polynukleotidové sekvence, ktera koduje
biologicky aktivni fragmenty polypeptidu NAB1 nebo NAB2 nebo
varianty polynukleotidové sekvence, ktera kéduje v disledku
degenerace genetického kédu funkéni, tj. biologicky aktivni fragmenty
NAB1 nebo NAB2, a funkéné ekvivalentnich alelickych variant
a pfibuznych sekvenci modifikovanych jednoduchou nebo vicecetnou
substituci, adici a/nebo deleci bazi, které kéduji polypeptidy s aktivitou
NAB1 nebo NAB2.

Varianty mohou byt ziskany standardnimi metodami klonovani

znamymi odbornikim v oboru.
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Polynukleotidy kodujici represorové proteiny transkripce NAB1
nebo NAB2 mohou byt ve formé& DNA, cDNA nebo RNA, jako napfiklad
mRNA ziskané klonovanim nebo vyrobené metodami chemické
syntézy. DNA mulZze byt jednofetézcova nebo dvojretézcova.
Jednotetézcova DNA muzZe byt kédujici nebo ,sense” fetézec nebo
nekédujici nebo ,anti-sense“ Fetézec. Pro terapeutickeé pouziti je
polynukleotid ve formé& schopné exprese na funk&ni represorovy
protein transkripce NAB1 nebo NAB2 v misté poranéni u pacienta.
Polynukleotidy mohou byt také pouzity pro vyrobu polypeptidu NAB1
nebo NAB2 in vitro pro podavani v dal§im terapeutickém provedeni

vynalezu, které bude podrobnéji popsano dale.

Polynukleotidy podle pfedkladaného vynalezu, které koduji
polypeptid NAB1 nebo NAB2 mohou zahrnovat bez omezeni kodujici
sekvenci polypeptidu NAB1 nebo NAB2 nebo jejich biologicky
aktivnich fragmentd. Polynukleotid mlize byt tedy poskytovan spolu
s dodateénymi, nekddujicimi sekvencemi v&etné napfiklad bez
omezeni s nekédujicimi 5’ a 3’ sekvencemi, jako jsou pfepisované,
nepiekladané sekvence, které maji Glohu pfi transkripci (napfiklad
véetné terminadnich signall), pfi vazbé ribosomd, prvky stability
mRNA a dals§i kodujici sekvence, které koduji dodateCné
aminokyseliny, jako napfiiklad aminokyseliny poskytujici dalsi funkce.
Polynukleotidy podle vynalezu také bez omezeni zahrnuji
polynukleotidy obsahujici strukturni gen pro NAB1 nebo NAB2 a s nim

piirozené asociované genetické prvky.

Podle pfedchazejici definice zahrnuje termin ,polynukleotid
kodujici polypeptid“ v ramci pfedkladaneho vynalezu polynukleotidy,
které obsahuji sekvenci kodujici polypeptid NAB1 nebo NAB2. Tento
termin zahrnuje polynukleotidy, které obsahuji jedinou souvislou oblast
nebo nesouvislé oblasti kodujici polypeptid (napfiklad pferusene
integrovanou fagovou nebo inzeréni sekvenci nebo editovanim) spolu
s dal§imi oblastmi, které také mohou obsahovat koédujici a/nebo

nekodujici sekvence.
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Ptedkladany vynalez se dale tyka variant vySe popisovanych
polynukleotid(, které koduji fragmenty, analogy a derivaty polypeptidu.
Varianta polynukleotidu muzZe byt varianta, kter4d se vyskytuje
v pfirodé, jako je v pfirodé se vyskytuji alelicka varianta, nebo muze jit
o variantu, o které je znamo, Ze se v pfirodé nevyskytuje. Tyto
varianty, které se nevyskytuji v pfirodé, mohou byt vyrobeny
technikami mutageneze véetné zpusobl pouzitych na polynukleotidy,

buriky nebo organismy.

Mezi varianty v tomto ohledu patfi varianty, které se lisi od vyse
uvedenych polynukleotidll substitucemi, delecemi nebo adicemi
nukleotidl. Mezi substituce, delece nebo adice mohou patfit zmeny
jednoho nebo vice nukleotidl. Varianty mohou byt zménény v
kodujicich nebo nekédujicich oblastech, nebo v obou. Zmény
v kodujicich  oblastech  mohou  vytvofit  konzervativni  nebo

nekonzervativni substituce, delece nebo adice aminokyselin.

Dal§i vyhodna provedeni vynalezu tvofi polynukleotidy, ktere
maji alespoit 70% identitu po celé jejich délce s polynukleotidem
kodujicim polypeptidy s aminokyselinovou sekvenci popsanou vyse,
a polynukleotidy, které jsou s témito polynukleotidy komplementarni.
Alternativné jsou nejvyhodnégjsi polynukleotidy, které obsahuji oblast
s alespori 80% identitou po celé délce s polynukleotidem kodujicim
polypeptid podle pfedkladaného vynalezu. V tomto smyslu jsou zvlasté
vyhodné polynukleotidy, které maji po celé délce alespoil 90% identitu
s referenénimi sekvencemi, pfiéemz jesté vyhodné&jdi je identita
alespoii 95 %. Navic jsou mezi fetézci s alespon 95% identitou
vyhodnégjsi fetézce s alespoit 97% identitou a mehi Fetézci s alespon
98% identitou jsou vyhodné Fetézce s alespofi 99% identitou, pficemz
identita alespof 99 % je nejvyhodnéjsi.

Vyhodna provedeni v tomto ohledu jsou navic polynukleotidy,
které koduji polypeptidy, jez si zachovavaji v podstaté stejnou
biologickou funkci nebo aktivitu jako zraly (maturni) polypeptid NAB1
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nebo NAB2 kédovany sekvencemi DNA popsanymi vySe (pfistupova
gisla v Genové bance U47007 a U48361).

Predkladany vynalez se dale tyka polynukleotidd, které s vyse
popisovanymi sekvencemi hybridizuji. V tomto smyslu se pfedkladany
vynalez tyka zvlasté polynukleotidi, ktere hybridizuji za stringentnich
podminek s vy$e uvedenymi polynukleotidy. Jak se zde pouZiva,
termin ,stringentni podminky“ znamena, Ze k hybridizaci dojde, pokud
je identita mezi sekvencemi alespofi 95 %, a s vyhodou alespoii 97 %.
S vyhodou kéduji sekvence, které timto zplsobem hybridizuji se
sekvenci podle vynalezu, polypeptid s biologickou aktivitou NAB1 nebo
NAB2.

Polynukleotidy mohou koédovat polypeptid, ktery je maturnim
proteinem plus dali amino- nebo karboxykoncové aminokyseliny. Tyto
dodate&né sekvence mohou mit Ulohu napfiklad v tom, Ze prodluZuji
nebo zkracuji polotas proteinu nebo mohou umoznit manipulaci
s proteinem z dilvod(l testovani nebo produkce nebo z jinych dlvodd.
Obecné dochazi in vivo k tomu, Ze dodate¢né aminokyseliny mohou

byt bun&&nymi enzymy ze zralého proteinu odstépeny.

Polynukleotidy pro pouZiti pfi genové terapii podle vynalezu
mohou byt poskytovany samostatné nebo jako &ast vektoru, jako

napfiklad expresniho vektoru, které jsou v oboru dobfe znamy.

Polynukleotid kédujici NAB1 nebo NAB2 mize byt terapeuticky
pouzit pfi zplsobu podle vynalezu ve formé genové terapie, pfi které
se polynuklieotid podava do mista poranéni nebo jinych tkani v pfipadé
potfeby hojeni v takové formé, ktera je schopna fidit produkci NAB1

nebo NAB2 nebo jejich biologicky u¢inného fragmentu in situ.

S vyhodou se pfi genové terapii polynukleotid podava tak, Ze se
exprimuje v lé¢eném pacientovi napfiklad ve formé rekombinantni
molekuly DNA obsahujici polynukleotid kodujici NAB1 nebo NAB2
operativné pfipojeny k sekvenci nukleové kyseliny, ktera fidi expresi,

jako je tomu u expresniho vektoru. Takovy vektor bude tedy zahrnovat
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vhodné signaly fidici transkripci, véetné promotorové oblasti schopneé
exprimovat kodujici sekvenci, kde uvedeny promotor muze fungovat
v 1é€eném subjektu. V pfipadé genetické terapie ¢lovéka je s vyhodou
promotor, pfiéemz tento termin nezahrnuje pouze sekvenci nutnou pro
navedeni RNA polymerazy do mista zahajeni transkripce, ale také
v piipadé potifeby dal$i funkéni nebo fidici sekvence vcCetné
zesilujicich sekvenci (enhancerl), lidskd promotorova sekvence
pochazejici z lidského genu, nebo z genu, ktery se typicky exprimuje
v lidech, jako je promotor lidského CMV. Mezi znamymi eukaryotickymi
promotory, vhodnymi z tohoto hlediska, jsou &asny promotor CMV
(CMV immediate early promoter), thymidinkinazovy promotor HSV
(HSV thymidine kinase promoter), ¢asné a pozdni promotory SV40,
promotory retroviralnich LTR, jako jsou promotory viru Rousova
sarkomu (RSV) a metalothioneinové promotory, jako je mysi

metalothionein-l promotor.

Polynukleotidova sekvence a fidici sekvence transkripce mohou
byt naklonovany do replikovatelného plasmidového vektoru
zaloZzeného na komeréné dostupnych plasmidech, jako je pBR322,
nebo mohou byt konstruovany z dostupnych plasmidl rutinnim

pouzitim znamych zplsobd.

Vektor muZe také zahrnovat signaly pro fizeni transkripce
umisténé ve sméru 3’ vzhledem ke kodujici sekvenci NAB1 nebo
NAB2, a také polyadenylaéni signaly, které rozpoznava léCeny subjekt,
jako jsou napiiklad odpovidajici virové sekvence, v pfipadé léCeni
¢lovéka napfiklad viru SV40. Mohou byt také pouzity daldi zname

sekvence pro fizeni transkripce.

Expresni vektory mohou také obsahovat volitelné markery, jako
napfiklad pro rezistenci v0G&i antibiotikim, které umoZiuji

pomnozovani vektoru.

Expresni vektory schopné syntetizovat NAB1 nebo NAB2 in situ

mohou byt do poranéni zavadény pfimo fyzikalnimi metodami. Mezi
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pfiklady tohoto mistniho podani patfi aplikace ,nahého” vektoru
nukleové kyseliny ve vhodném vehikulu, napfikilad v roztoku ve
farmaceuticky pfijatelné pomocné latce, jako je fyziologicky roztok
s fosfatovym pufrem (PBS) nebo podavani vektoru fyzikalnimi
metodami, jako je bombardovani ¢&asticemi, znamé také jako
technologie ,gene gun® v oboru znamymi zpUsoby, napfiklad jak se
popisuje v US patentu No. 5371015, kde se inertni ¢astice jako jsou
kulicky zlata potazené vektorem urychluji na dostatecné rychlosti pro
umoznéni proniknuti do povrchu v misté poranéni, napfiklad kozZnich

bunék, pomoci vystieleni za vysokého tlaku z vhodného zafizeni.

Dal§i fyzikalni metody podavani DNA pfimo pfijemci zahrnuji

ultrazvuk, elektrostimulaci a elektroporaci.

Sekvence nukleovych kyselin kédujici NAB1 nebo NAB2 pro
pouziti pFi terapii podle vynalezu mize byt také podavana
prostfednictvim dodavacich vektorl (delivery vectors). Sem patfi
virové dodavaci vektory, jako jsou adenovirové nebo retrovirové

dodavaci vektory znamé v oboru.

Dal§i nevirové dodavaci vektory zahrnuji lipidové dodavaci
vektory, véetné liposomovych dodavacich prostiedkll znamych

v oboru.

Sekvence nukleové kyseliny kédujici NAB1 nebo NAB2 muize byt
také do mista poranéni podavana prostfednictvim transformovanych
hostitelskych bun&k. Mezi tyto buriky patfi buriky sklizené ze subjektu,
do kterého se v oboru zndmymi metodami genového pfenosu zavede
sekvence nukleové kyseliny, s naslednym ristem transformovanych

bunék v kultufe a jejich pfeneseni (grafting) do pacienta.

Expresni konstrukty jako napfiklad konstrukty popisované vyse
mohou byt pfi terapii podle pfedkladaného vynalezu mohou byt pouZity
tadou zplsobl. Mohou byt tedy pfimo podany do mista poranéni
pacienta nebo mohou byt pouzity pro vyrobu samotného
rekombinantniho polypeptidu NAB1 nebo NAB2, ktery potom mlZe byt
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podan do mista poranéni, jak bude podrobnéji diskutovano dale.
Vynalez se tako tyka hostitelskych bunék, které jsou upraveny
metodami genetického inZenyrstvi pomoci konstruktd, které obsahuji
polynukleotid nebo polynukleotidy NAB1 nebo NAB2 podle
pfedkladaného vynalezu nebo vySe definované genetické prvky
a pouZiti t&chto vektorl a bunék pfi zplsobech 1éCeni. Tyto konstrukty
mohou byt pouZity jako takové pfi terapeutickych metodach nebo
mohou byt pouzity pro pfipravu polypeptidu NAB1 nebo NABZ pro
pouziti pfi terapeutickych metodach, jak bude podrobnéji popsano

dale.

Vektorem muGzZe byt napfiklad plasmidovy vektor, jednofetézcovy
nebo dvojfetézcovy fagovy vektor, jednofetézcovy nebo dvojietézcovy
virovy vektor RNA nebo DNA, v zavislosti na tom, zda ma byt vektor
podavan pfimo do mista poranéni (tj. pro syntézu NAB1 nebo NAB2 in
situ), nebo zda mé byt pouzit pro syntézu rekombinantnich NAB1 nebo
NAB2. Vychozi plasmidy popisované v pfedkladaném vynalezu jsou
bud komeréné dostupné, vefejné dostupné nebo mohou byt vytvoieny
z dostupnych plasmid( rutinnim pouzitim znamych publikovanych
postuptl. Mnoho plasmidi a jinych klonovacich a expresnich vektord,
které mohou byt podle pifedkladaného vynalezu pouzity, je dobfe
znamo a jsou snadno dostupné odbornikiim v oboru.

Vektory pro expresi polypeptidu NAB1 nebo NAB2 pro pouZiti
oblasti u&inné pro expresi v hostiteli operativné pfipojené
k exprimovanému polynukleotidu. Vhodné trans-pisobici faktory jsou
bud dodavany hostitelem, komplementujicim vektorem nebo

samotnym vektorem po zavedeni do hostitele.

V nékterych provedenich v této souvislosti vektory poskytuji
specifickou expresi. Pro produkci rekombinantnich NAB1 nebo NAB2
miZze byt touto specifickou expresi indukovatelna exprese nebo

exprese pouze Vv nékterych typech bunék nebo exprese jak




10

15

20

25

30

-20 -

indukovatelna, tak i bun&éné& specifickd. Zvlasté vyhodné mezi
indukovatelnymi vektory jsou ty vektory, které mohou byt indukovany
pro expresi faktory prostiedi, kterymi je moZno snadno manipulovat,
jako je teplota a dopliiky vyZivy. Rada vektorli vhodnych pro pouZziti
vtomto provedeni vynalezu obsahuje konstitutivni a inducibilni
expresni vektory pro pouziti v prokaryotickych a eukaryotickych
hostitelich, pfiéemzZ tyto vektory jsou dobfe znamé a bézné& pouzivane

odborniky v oboru.

Pro expresi NAB1 nebo NAB2 podle pfedkladaného vynalezu
miZe byt pouzita $iroka $kala expresnich vektorl. Mezi tyto vektory
mj. patfi chromosomalni, episomalni a z virl odvozené vektory,
napiiklad vektory odvozené z bakterialnich plasmidd, bakteriofagl,
transposondl, kvasinkovych episomd, z inzerénich prvkd, z
kvasinkovych chromosomalnich prvki, z virl jako jsou bakuloviry,
papov'aviry jako je SV40, viry vakcinie, adenoviry, viry planych
nestovic, viry pseudorabies a retroviry, a vektory odvozené z jejich
kombinaci, jako jsou vektory odvozené z plasmidovych a
bakteriofagovych genetickych prvk(, jako jsou kosmidy a fagmidy,
pfitemz v8echny tyto prvky mohou byt pouZity pro expresi podle tohoto
provedeni pfedkladaného vynalezu. Z tohoto hlediska muze byt pro
expresi obecn& pouzit jakykoli vektor vhodny pro udrZovani,
rozmnozovani nebo expresi polynukleotidi s cilem exprimovat

polypeptid v hostiteli.

Vhodna sekvence DNA muzZe byt do vektoru zavedena jakoukoli
z dobfe znamych rutinnich metod, jako jsou napfiklad metody uvadéné
v Sambrook a dal$i, MOLECULAR CLONING, A LABORATORY
MANUAL, 2. vyd.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York (1989).

Sekvence nukleové kyseliny v expresnim vektoru je operativné
napojena do vhodné sekvence nebo sekvenci fidicich expresi, vCetné

napfiklad promotoru pro pfimou transkripci mRNA. Zastupci téchto
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promotorll bez omezeni zahrnuji PL promotor fagu lambda, lac, trp a
tac promotory E. coli pro rekombinantni expresi a Casné a pozdni

promotory SV40 a promotory retroviralnich LTR pro expresi in situ.

Expresni konstrukty budou obecné obsahovat mista pro
zahajeni transkripce a ukonéeni transkripce, a v pfepisované oblasti
vazebné misto pro ribosomy pro umoznéni translace. Kodujici Cast
zralych transkriptl exprimovanych konstrukty bude obsahovat misto
iniciace translace AUG na zadatku a terminaéni kodon vhodné

umistény na konci polypeptidu uréeného ke translaci.

Konstrukty mohou navic obsahovat Fidici oblasti, které Fidi
a pfipravuji expresi. Podle mnoha bé&Zné pouZivanych postupl budou
takové oblasti obecn& fungovat fizenim transkripce, jako jsou

transkripéni faktory, vazebna mista pro represor a terminatory.

Vektory pro propagaci a expresi budou obecné zahrnovat
volitelné markery a amplifikaéni oblasti, jako jsou napfiklad oblasti
uvadéné v Sambrook a dalsi, MOLECULAR CLONING, A
LABORATORY MANUAL, 2. vyd.; Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).

Mezi reprezentativni pfiklady vhodnych hostiteld  pro
rekombinantni expresi NAB1 nebo NAB2 patfi bakterialni buriky jako
jsou streptokoky, stafylokoky, E. coli, streptomycety a buiiky Bacillus
subtilis; houbové bufiky jako jsou kvasinkové bufiky a bunky
Aspergillus; hmyzi bufiky jako jsou bufiky Drosophila S2 a Spodoptera
Sf9: zivo&iéné buiiky jako bufiky CHO, COS, Hela, C127, 3T3, BHK,
293 a buiiky Bowesova melanomu; a rostlinné buriky.

Jako pfiklady je moZno uvést nasledujici komeréné dostupne
vektory. Mezi vektory vyhodné pro pouZiti v bakteriich patfi pQE70,
pQEBO0 a pQE-9, dostupné u firmy Qiagen; vektory pBS, vektory
Phagescript, Bluescript, pPNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, dostupné
u firmy Stratagene; a vektory ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540,
pRIT5 dostupné u firmy Pharmacia, a vektor pBR322 (ATCC 37017).
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Mezi vyhodné eukaryotické vektory patii pWLNEO, pSV2CAT, pOG44,
pXT1 a pSG firmy Stratagene; a pSVK3, pBPV, pMSG a pSVL firmy
Pharmacia. Tyto vektory mohou byt pouzity jak pro rekombinantni
expresi, tak i pro expresi in situ, a uvadéji se vyhradné pro ilustraci
mnoha komeréné dostupnych a znamych vektord, které jsou
k dispozici odbornikim v oboru pro pouzZiti podle nékterého
z provedeni pfedkladaného vynalezu. Bude zfejmé, Ze pro tato
provedeni vynalezu mizZe byt pouZit jakykoli dal$i plasmid nebo vektor
vhodny napfiklad pro zavadéni, udrZzovani, rozmnoZovani nebo expresi

polynukleotidu nebo polypeptidu podle vynalezu v hostitelské burice.

Mezi priklady vektorl pro pouziti v réamci pfedkladaného
vynalezu patii expresni vektory, ve kterych je sekvence cDNA NAB1
nebo NAB2 vloZena do plasmidu, pfiemZ exprese genu se odvozuje
od lidského ¢asného enhanceru-promotoru cytomegaloviru (Foecking a
Hofstetter, Cell, 45, 101 - 105, 1986). Tyto expresni plasmidy mohou
obsahovat signaly pro upravu SV40 RNA, jako jsou signaly pro
polyadenylaci a terminaci. Expresni konstrukty, které pouZivaji
promotor CMV, a které jsou komeréné dostupné, jsou pCDMS,
pcDNA1 a derivaty, pcDNA3 a derivaty (Invitrogen). Mohou byt také
pouZity dal$i expresni vektory, jako pSVK3 a pSVL, které obsahuji
promotor SV40 a $tépici misto mRNA a polyadenylagni signaly SV40
(pSVK3) a signaly pro zpracovani SV40 VP1 (pSVL; vektory firmy

Pharmacia).

Promotorové oblasti mohou byt zvoleny z jakéhokoli
pozadovaného genu pouzitim vektorl, které obsahuji reporterovou
transkripéni jednotku bez pfitomné promotorové oblasti, jako je
transkripéni  jednotka chloramfenikolacetyltransferazy  (,CAT")
umisténa ve sméru exprese od restrikéniho mista nebo mist pro
zavadéni mozného fragmentu promotoru; tj. fragmentu, ktery mize
obsahovat promotor. Jak je znamo, zavedeni fragmentu obsahujiciho
promotor do vektoru v restrikénim misté proti sméru exprese

(upstream) genu cat umozni vytvofeni aktivity CAT, kterd muze byt
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detekovana standardnimi testy na CAT. Vektory vhodné k tomuto
udelu jsou dobfe znamé a snadno dostupné, jako napfiklad pKK232-8
a pCM7. Promotory pro expresi polynukleotidi podle pfedkladaného
vynalezu zahrnuji nejen znamé a snadno dostupné promotory, ale také
promotory, které mohou byt snadno ziskany vy$e uvadénymi zplsoby
s pouZzitim reporterového genu; pro expresi in situ by takovy promotor

mé&l byt rozpoznan IéEenym subjektem.

Mezi znamé prokaryotické promotory vhodné pro expresi
polynukleotid(i a polypeptidil podle pfedkladaného vynalezu patfi E.
coli promotory lacl a lacZ, promotory T3 a T7, promotor gpt,

promotory lambda PR, PL a promotor trp.

Rekombinantni expresni vektory budou zahrnovat napfiklad
podatky replikace, promotor odvozeny s vyhodou z genu s vysokou
expresi pro pfimou transkripci strukturni sekvence umisténé ve sméru
exprese a volitelny marker pro umoznéni izolace bunék obsahujicich

vektor pro expozici vektoru.

Polynukleotidy podle vynalezu koédujici heterologni strukturni
sekvenci polypeptidu podle vynalezu budou obecné vioZeny do vektoru
pouzitim standardnich metod, takZe budou operativné spojeny
s promotorem exprese. Polynukieotid bude umistén tak, ze misto
zahajeni transkripce bude umisténo ve sméru 5 vzhledem k
vazebnému mistu ribosomu. Vazebné misto ribosomu bude ve sméru
5 vzhledem ke kodonu AUG, ktery zahajuje translaci exprimovaneho

polypeptidu.

Obecné nebudou existovat zadné jiné oteviené cteci ramce,
které zadinaji iniciaénim kodonem, obvykle AUG, a lezi mezi
vazebnym mistem pro ribosom a iniciaénim kodonem. Bude také
obecné existovat stop-kodon translace v misté konce polypeptidu
a v konstruktech pro pouziti u eukaryotickych hostiteld bude takeé

pfitomen polyadenylaéni signal. Signal ukon&eni transkripce, ktery
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musi byt umistén na 3' konci prepisované oblasti, mize byt

v polynukleotidovém konstruktu zahrnut take.

Pro sekreci pfekladaného proteinu do lumen endoplasmatického
retikula, do periplasmatického prostoru nebo do extracelularniho
prostifedi, mohou byt pfi rekombinantni syntéze do exprimovaného
polypeptidu vloZzeny vhodné sekreéni signaly. Tyto signaly mohou byt
vzhledem k polypeptidu endogenni nebo muiZe jit o heterologni

signaly.

Polypeptid mizZe byt exprimovan v modifikované formé&, jako je
fuzni protein, a mliZe obsahovat nejen sekreéni signaly, ale také dalsi
heterologni funkéni oblasti. Tak napfiklad pro zlepSeni stability
a pfetrvavani v hostitelské burice, v prab&hu purifikace nebo
v prib&hu nasledné manipulace a skladovani, mize byt na N- nebo C-
konec polypeptidu pfidana napfiklad oblast dalSich aminokyselin,
zvlasté nabitych aminokyselin. Do polypeptidu mizZe byt také pfidana
oblast umoZiujici purifikaci. Tyto oblasti mohou byt pfed kone&nou
piipravou polypeptidu odstranény. Pfidani peptidovych skupin do
polypeptidl pro umoznéni sekrece nebo exkrece, pro zlepseni stability
nebo pro umoznéni purifikace jsou pfiklady béznych a rutinne v oboru
pouZivanych dprav. Vyhodny fazni protein obsahuje leterologni oblast
pro imunoglobulin, ktera je pouzitelnd pro solubilizaci nebo purifikaci
polypeptidli. Bufiky se potom typicky sklidi centrifugaci, rozbiji
fyzikalnimi nebo chemickymi prostfedky a ziskany surovy extrakt se

uchova pro dal8i purifikaci.

Mikrobialni bufiky pouzivané pro expresi proteini mohou byt

rozbijeny jakoukoli bé&znou metodou, vcéetné& cyklid mrazZeni-tani,
sonikace, mechanického drceni nebo pouziti lysaénich inidel, pficemz

v8echny tyto zpUsoby jsou odbornikim v oboru dobfe znamy.

Savéi expresni vektory mohou obsahovat pocatek replikace,
vhodny promotor a zesilujici sekvenci a také jakékoli nezbytné

vazebné misto pro ribosomy, polyadenylaéni oblasti, donorova
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a akceptorova mista pro $tépeni, sekvence pro terminaci transkripce
a za 5'-koncem umisténé nepfepisované sekvence, které jsou nutné

pro expresi.
Pro pfipravu polypeptidii NAB1 nebo NAB2 pro pouziti v rdmci
byt

upravené metodami genetického inZenyrstvi. Zavedeni polynukleotidi

pfedkladaného vynalezu mohou pouzity hostitelské burfiky
do hostitelské builky miZe byt dosazeno transfekci s pouZitim
DEAE-

transfekct

fosfore¢nanu vapenatého, transfekci zprostfedkovanou

textranem, transvekci, mikroinjekci, kationtovou
zprostiedkovanou lipidy, elektroporaci, transdukci, vnasenim pomoci
gkrabani, balistickym zavadénim, infekci nebo dalS§imi zplsoby. Tyto
metody se popisuji v mnoha standardnich laboratornich manualech,
jako Davis a dalsi, BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY,
(1986) a Sambrook a dal$i, MOLECULAR CLONING, A LABORATORY
MANUAL, 2. vyd.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring

Harbor, N.Y. (1989).

Zralé proteiny mohou byt exprimovany v hostitelskych burikach
véetné savéich bunék jako jsou CHO, kvasinkové bunky, bakterialni
bufiky nebo jiné buiiky za fizeni odpovidajicimi promotory. Pro
produkci takovych proteinti pouzitim RNA odvozenych z konstrukt(
DNA podle pfedkladaného vynalezu mohou byt také pouZity
bezbun&&né translaéni systémy. Vhodné klonovaci a expresni vektory
pro pouziti s prokaryotickymi a eukaryotickymi hostitelskymi bufikami
se popisuji v manualu Sambrook a dal$i, MOLECULAR CLONING, A
LABORATORY MANUAL, 2. vyd.; Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

Polypeptid mulze byt z rekombinantnich buné&tnych kultur

izolovan a purifikovan v oboru znamymi metodami véetné srazeni

siranem  amonnym nebo ethanolem, extrakce  kyselinou,
chromatografie na aniontovém nebo kationtovém iontomeénici,
chromatografie na fosfoceluléze, chromatografie s vyuZitim
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hydrofobnich interakci, afinitni chromatografie, chromatografie na

hydroxylapatitu a lecitinové chromatografie. Pro purifikaci se
nejvyhodnéji bude pouzivat vysoce u€inna kapalinova chromatografie.
Pro regeneraci aktivni konformace polypeptidu, pokud je takovy
polypeptid v pribéhu izolace a/nebo purifikace denaturovan, mohou

byt pouzity dobfe znamé zpUsoby znovuuspofadani (refoldingu).

Pro terapii mtze byt polynukleotid kédujici NAB1 nebo NAB2,
napfiklad ve formé& rekombinantniho vektoru, &istén v oboru znamymi
zpUsoby, jako napfiklad chromatografii na kolon&, jak se popisuje
v Sambrook a dal§i, MOLECULAR CLONING, A LABORATORY
MANUAL, 2. vyd.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989).

Jak je uvedeno vys$e, polypeptid NAB1 nebo NAB2 mulzZe byt
podavan v misté poranéni bud ve formé& nukleové kyseliny kodujici
NAB1 nebo NAB2, kterda se v samotném misté poranéni pfepisuje
a pifeklada na NAB1 nebo NAB2, tedy jako genova terapie, nebo mize

byt pfimo podavan protein pro represi transkripce.

Podle dal$iho provedeni vynalezu se tedy poskytuje pouZiti
nebo NAB2 nebo
fragmentu pii vyrobé farmaceutického prostfedku pro 1éCeni poruch

polypeptidu NAB1 jeho biologicky aktivniho

bunééné proliferace u savce véetné Cloveka.

Podle dal§iho provedeni vynalezu se poskytuje zpUsob Ié&eni
poruch bunééné proliferace u savce vletné Clovéka, ktery zahrnuje
podavani terapeuticky uéinného mnozstvi polypeptidu NAB1 nebo
NAB2 nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu savci. Z jiného
hlediska vynalez poskytuje pouziti polypeptidu NAB1 nebo NAB2 nebo
jejich biologicky aktivniho fragmentu pfi [é¢eni poranéni a hojeni ran.

Jak se zde pouziva, termin ,polypeptid NAB1 nebo NAB2*
zahrnuje pfirodnim zplUsobem i rekombinantnim zpisobem vyrabény
NAB1 nebo NAB2, pfirodni, syntetické a biologicky aktivni analogy
nebo varianty polypeptidd nebo jejich derivaty, nebo jejich biologicky
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aktivni fragmenty a varianty, véetné derivatl a analogll téchto

fragment(.

Proteinové produkty NAB1 nebo NAB2 v&etné biologicky
aktivnich fragmentli NAB1 nebo NAB2 mohou byt vytvareny a/nebo
izolovany obecnymi v oboru zndmymi zpUsoby.

NAB1 nebo NAB2 a jejich vySe uvedené fragmenty a derivaty
pro pouziti pfi Ié€eni podle vynalezu mohou byt v oboru znamymi
zplisoby extrahovany z pfirodnich zdroji. Mezi tyto metody patfi
purifikace sekvencné specifické afinitni chromatografie DNA pouZitim
metod popisovanych napfiklad v Briggs a dalSi, Science 234, 47 - 52,
1986, pouzitim oligonukleotidu vazajiciho se na DNA, ktery
rozpoznava NAB1 nebo NAB2. Polypeptid mlze byt také pfipraven
metodami technologie rekombinantni DNA, které jsou znamy v oboru
jak bylo uvedeno vy$e, napfiklad expresi popisovanych konstruktd
v hostitelskych burikach. Polypeptidy podle vynalezu mohou byt také
alternativng vyrabé&ny synteticky pouZitim béZnych syntezatorl

peptidu.

Vynélez se tako tyka pouziti fragmentl, analogl a derivatd
NAB1 nebo NAB2. Termin ,fragment‘, ,derivat® a ,analog“ znamena
polypeptid, ktery si zachovava v podstaté stejnou biologickou funkci
nebo aktivitu jako tento polypeptid. Analog tedy bude zahrnovat pro
protein, ktery miZe byt aktivovan odstépenim proproteinové Casti za

ziskani aktivniho zralého (maturniho) polypeptidu.

Fragment, derivat nebo analog polypeptidu mlze byt
(i) polypeptid, ve kterém je jeden nebo vice aminokyselinovych zbytk
substituovan konzervovanym nebo nekonzervovanym
aminokyselinovym zbytkem (s vyhodou konzervovanym
aminokyselinovym zbytkem) a takovy substituovany aminokyselinovy
zbytek mlzZe nebo nemusi byt zbytek kédovany genetickym kodem,
nebo (ii) polypeptid, ve kterém jeden nebo vice aminokyselinovych
zbytkl obsahuje skupinu substituentl, nebo (iii) polypeptid, ve kterém
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je maturni polypeptid fuzovan s dal$i slou¢eninou, jako je napfiklad

sloué¢enina poskytujici zvySeni polo¢asu polypeptidu (napfiklad
polyethylenglykol), nebo (iv) polypeptid, ve kterém jsou se zralym
polypeptidem fuzovany dalSi aminokyseliny, jako je Uvodni nebo
sekreéni sekvence nebo sekvence, ktera se pouziva pro purifikaci
zralého polypeptidu nebo pro proteinové sekvence. Tyto fragmenty,
derivaty a analogy jsou povaZovany za spadajici do ramce znalosti

odbornikl v oboru.

Mezi vyhodné varianty patfi takové varianty, které se od
pfirodné se vyskytujicich NAB1 nebo NAB2

substitucemi aminokyselin. Substitucemi jsou takové zamény, které

li8i konzervativnimi
nahradi danou aminokyselinu v polypeptidu jinou aminokyselinou

podobnych vlastnosti. Typicky jsou konzervativnhimi substitucemi
takové nahrady, pfi kterych se zaméni alifatické aminokyseliny Ala,
Val, Leu a lle jedna za druhou; vzajemna vyména hydroxylovych
zbytkdl Ser a Thr, vyména zbytkd kyselin Asp a Glu, substituce mezi
amidovymi zbytky Asn a GlIn, zaména bazickych zbytk( Lys a Arg a

zamény mezi aromatickymi zbytky Phe, Tyr.

Z tohoto hlediska jsou dale zvlasté vyhodné varianty, analogy,
derivaty a fragmenty, a varianty, analogy a derivaty téchto fragmenta,
které maji aminokyselinovou sekvenci polypeptidu, ve které byla
provedena substituce, delece nebo adice v nékolika, nékolika malo, 5
az 10, 1 az 5, 1 az 3, 2, 1 nebo zadném zbytku aminokyselin, a to
v jakékoli kombinaci. Mezi témito substitucemi jsou zvlasté vyhodné
,mlgici“ substituce, adice nebo delece, které neméni vlastnosti
a aktivity polypeptidu podle pfedkladaného vynalezu. V této souvislosti

jsou zvlasté vyhodné konzervativni substituce.

Zvlasté vyhodné fragmenty jsou biologicky aktivni fragmenty, tj.
fragmenty, které si zachovavaji schopnost hojit poranéni vychoziho

polypeptidu.
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Polypeptidy a polynukleotidy podle pfedkiddaného vynalezu se
s vyhodou poskytuji v izolované formé&, a zvlasté ve forme vycistené do

homogenity.

Polypeptidy NAB1 nebo NAB2 pro pouZiti v pfedkladaném
vynalezu zahrnuji polypeptid NAB1 nebo NAB2 stejne jako
polypeptidy, které maji alespofi 70% identitu, s vyhodou alespoi 80%
identitu a vyhodnéji alesporn 90% identitu a jest& vyhodnégji 95%
podobnost (jesté vyhodnéji alespofi 95% identitu) s vySe popsanymi
polypeptidovymi sekvencemi, a obsahuji také &asti téchto polypeptidi,
kde takova ¢ast polypeptidu obecné obsahuje alesponn 30

aminokyselin a vyhodnéji alespori 50 aminokyselin.

Fragmenty nebo ¢asti polypeptidd podle pfedkladaného
vynalezu mohou byt pouzity pro vyrobu odpovidajiciho polypeptidu
s uplnou délkou metodou peptidové syntézy;, proto mohou byt
fragmenty pouzity jako meziprodukty pro vyrobu polypeptidd s uplnou
délkou. Fragmenty nebo c&asti polynukleotidi podle predkladaného
vynalezu mohou byt pouZity pro syntézu polynukleotidd podle

pfedkladaného vynalezu s uplnou délkou.

Vynalez se tako tyka pouziti fragmentt polypeptidu NAB1 nebo
NAB2 definovanych vy$e a fragment( nebo variant a jejich derivata.

V této souvislosti je fragmentem polypeptid, ktery ma zcela
stejnou sekvenci aminokyselin jako ¢&éast, ale ne jako upina
aminokyselinova sekvence polypeptidid NAB1 nebo NAB2 nebo jejich

variant nebo derivata.

Tyto fragmenty mohou byt ,voiné* (free-standing), {.
nevystupovat jako &ast dal§ich aminokyselin nebo polypeptidi nebo
s nimi nebyt fazovany, nebo mohou byt soucéasti delSiho polypeptidu,
jehoZ &ast nebo oblast tvofi. Jestlize jsou fragmenty obsaZeny uvnitf
delsiho  polypeptidu, tyto fragmenty diskutované v  ramci
pfedkladaného vynalezu tvofi nejvyhodnéji jedinou spojitou oblast.
V ramci jednoho del$iho polypeptidu v8ak mize byt obsaZeno nékolik
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fragmentl. Napfiklad uréitd vyhodna provedeni se tykaji fragmentu
nebo polypeptidu podle pfedkladaného vynalezu, obsaZenych uvnitf
prekurzorového polypeptidu navrZzeného pro expresi v hostitelské
burice, a obsahujiciho heterologni pre- a propolypeptidové oblasti
fazované s aminokoncem fragmentu a dal8i obast fluzovanou
s karboxylovym koncem fragmentu. Proto se fragmenty v jednom
provedeni zde zamysleného vyznamu tykaji &asti nebo €asti fuzniho
peptidu nebo fuzniho proteinu odvozenych od polypeptidu podle

pfedkladaného vynalezu.

V tomto provedeni vynalezu jsou vyhodné také fragmenty
charakterizované strukturnimi nebo funkénimi vlastnostmi polypeptidu
podle predkladaného vynalezu. Mezi vyhodna provedeni vynalezu
vtomto smyslu patii fragmenty, které obsahuji alfa-Sroubovice
a oblasti vytvarejici alfa-Sroubovici, beta-list a oblasti vytvarejici beta-
list, oto&ku (turn) a oblasti vytvarejici otoCku, svinuti a oblasti
vytvarejici svinuti, hydrofilni oblasti, hydrofobni oblasti, alfa-
amfipatické oblasti, beta-amfipatické oblasti, pruzné oblasti, oblasti
vytvaiejici povrch, oblasti pro vazbu na substrat a oblasti s vysokym
antigennim indexem polypeptidu podle pfedklddaného vynalezu a

kombinace téchto fragmentd.

Vyhodné oblasti jsou takové, které zprostiedkuji aktivity
polypeptidu podle predkladaného vynalezu. V tomto ohledu jsou
nejvyhodnéjsi fragmenty, které maji chemickou, biologickou nebo jinou
aktivitu polypeptidu podle vynalezu, v&etné fragmentl s podobnou
aktivitou nebo zlepSenou aktivitou nebo se snizenou neZadouci
aktivitou. Dal$i vyhodné polypeptidové fragmenty jsou fragmenty, ktere
zahrnuji nebo obsahuji antigenni nebo imunogenni determinanty

Zivocicha, zvlasté &lovéka.

Bude zfejmé, Ze vynalez se mj. tyka také polynukleotidi
kédujicich vy$e uvedené fragmenty, polynukleotidl, které hybridizuji
s polynukleotidy kodujicimi fragmenty, zviasté téch, které hybridizuji
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za stringentnich podminek, a polynukleotidi jako jsou primery PCR
pro amplifikaci polynukleotidd koédujicich tyto fragmenty. Vyhodne
polynukleotidy jsou v tomto smyslu ty, které odpovidaji vyhodnym

fragmentim uvadénym vyse.

V dal$ich provedenich pfedkladaného vynalezu jsou zahrnuty
biologicky, profylakticky, klinicky nebo terapeuticky pouzitelné
varianty, analogy nebo derivaty nebo fragmenty, v€etné fragmentl
variant, analogl a derivatl a smési obsahujicich tyto fragmenty.
Biologicky aktivni varianty, analogy nebo fragmenty spadaji rovnéz do

ramce pfedkladaného vynalezu.

Vynalez se tako tyka prostfedk( obsahujicich polynukleotidy
nebo polypeptidy diskutované vySe. Proto mohou byt polynukleotidy
nebo polypeptidy podle predkladaného vynalezu pouzity v kombinaci

s farmaceuticky pfijatelnym nosi€éem nebo nosici.

Mezi tyto nosite patii bez omezeni fyziologicky roztok,
pufrovany fyziologicky roztok, dextréza, voda, glycerol, ethanol a jejich

kombinace.

Polypeptidy a polynukleotidy mohou byt v pfedkladanem
vynalezu pouzity samostatné nebo spolu s jinymi slouCeninami, jako

jsou napfiklad terapeuticky U¢inné latky.

Farmaceutické prostiedky mohou byt podavany jakymkol
udinnym b&znym zplsobem, ktery umoziuje zacileni do mist poranéni
véetn& napfiklad mistniho, intravenézniho, intramuskularniho,
intranasalniho nebo intradermalniho podavani.

P¥i lé&eni nebo prevenci mize byt G€inna latka podavana
jednotlivci jako smés pro injekce, napfiklad ve formé sterilni vodné

disperze, s vyhodou isotonicke.
Alternativn® muUZe byt prostiedek formulovan pro mistni
podavani napfiklad ve formé masti, krémd, mlék, o¢nich masti, o¢nich

kapek, usnich kapek, Gstnich vod, impregnovanych obvazli a niti
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a aerosoll, a miZe obsahovat vhodna bézna aditiva, véetné napfiklad
ochrannych latek, rozpoustédel napomahajicich penetraci leCiva
a zvlaéiujicich latek v mastich a krémech. Takové formulace pro
mistni podavani mohou také obsahovat kompatibilni nosice, napfiklad
zaklady masti nebo kréml, a ethanol nebo oleylalkohol v pfipadé
mlék. Tyto nosi¢e mohou tvofit od pfiblizné 1 % hmotnostniho do
pfiblizZn& 98 % hmotnostnich prostfedku; obvykleji budou tvofit az do

pfiblizné 80 % hmotnostnich prostfedku.

Pro podavani savciim a zvlasté ¢lovéku se olekava, Ze denni
davka aginné latky bude od 0,01 mg/kg do 10 mg/kg, typicky pfiblizné
1 mg/kg. V kazdém piipadé uréi skute€nou davku, ktera bude pro
jednotlivce nejvhodnéjsi, a ktera se bude li§it podle véku, hmotnosti
a reakce konkrétniho pacienta, oSetfujici lékaf. Vyée uvedené davky
jsou pfiklady primérného davkovani. Mohou vsak byt i jednotlivé
pfipady, ve kterych jsou opravnéna vy$3i nebo niZ$i rozmezi davek,
pfitemZ tyto piipady rovnéZz spadaji do rozsahu pfedkladaného
vynalezu. Davka zvolena zku$enym odbornikem bude mit v koneéném
dasledku funkci snizeni buné&éné proliferace, aniz by zabréanila hojeni

ran.

V daldim provedeni se poskytuje farmaceuticky prostifedek
obsahujici polypeptid NAB1 nebo NAB2 nebo molekuiu nukleoveé
kyseliny obsahujici sekvenci koédujici polypeptid NAB1 nebo NAB2

spolu s jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi nosici.

Terapeuticka vyhoda pouziti represorovych protein( transkripce
pii 1é&eni poranéni je v deaktivaci vétdiho poctu cilovych gend, ktere
podporuji urychlené hojeni. NAB1 nebo NAB2 se pfirozené aktivuje
jako odpov&d na poranéni, a vyhodou je také zesileni pfirozené
odpovédi. Lé&eni je zalozené na DNA a poskytuje spolehlivy a

reprodukovatelny dodavaci system.

Tam, kde se pfi lé&eni podle pfedklddaného vynalezu pouZiva
polynukleotid NAB1 nebo NAB2, mliZe byt pouZit jako Cast expresniho
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konstruktu, napfiklad ve formé expresniho vektoru. Pfi takové metodé
se konstrukt zavadi do mista poranéni, kde se NAB1 nebo NAB2
produkuje in situ. Pouzité konstrukty mohou byt standardni vektory
a/nebo systémy pro dodavani genl jako jsou liposomy, dodavaci

systémy zprostiedkované receptory a virové vektory.

Ptedkladany vynalez je vhodny pro vS8echny aspekty léCeni
poranéni véetné viedl na konéetinach pfi diabetu a perifernich
arteriarnich okluzivnich onemocnéni, pooperaéniho ztvorby jizev,
popalenin, lupénky, inhibice restendézy po perkutanni transluminaini
koronarni angioplastice, modulace kalcifikace cévni stény a inhibice

bunééné proliferace pfi rakoviné.

Jak se popisuje vyS$e, polypeptidy nebo nukleové kyseliny NAB1
nebo NAB2 podle piedkladaného vynalezu mohou byt podavany
mistn& do mista podkozeni tkané jakymkoli vhodnym zplsobem,
napfiklad topickym podavanim. Vyhodnym zpGsobem pro dodavani
produktl nukleovych kyselin je pouZiti technologie nastielovani (gene

gun),
napfiklad ve formé cDNA nebo v expresnim vektoru, imobilizuje na

pfi které se izolovana molekula nukleové kyseliny Egr-1,
gasticich zlata a pfimo nastfeluje do mista poranéni. Ve vyhodném
provedeni pfedkladaného vynalezu se tedy poskytuje pouziti molekuly
nukleové kyseliny obsahujici sekvenci kédujici polypeptid NAB1 nebo
NAB2 pfi metodé gene gun pro léceni poruch proliferace bunék
spojenych s hojenim poranéni. Dale se poskytuje prostfedek vhodny
pro lé&eni metodou gene gun zahrnujici sekvenci kédujici NAB1 nebo

NAB2 imobilizovanou na ¢asticich zlata.

Predkladany vynalez bude nyvni popsan na nasledujicich

neomezujicich pfikladech s odkazy na pfiloZzené obrazky.
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Prehled obrazkl na vykresech

Obr. 1a) - 1d) ukazuje represi aktivace PDGF-AB, TGFp, HGF a
VEGF zprostifedkované Egr-1.

Obr. 2 popisuje trans-represi produkce HGF v HVSMC
zprostfedkované Egr-1 plsobenim NAB2.

Obr. 3 popisuje vliv NAB2 na angiogenezi vyvolanou Egr-1.

Obr. 4a popisuje vliv transfekce NAB2 na kontrakci pfimého

fezného poranéni 7 dni po poranéni.

Obr. 4b popisuje vliv transfekce NAB2 na hladiny rustovych

faktor(i v epidermis feznych poranéni u krysy po 7 dnech.

Obr. 4c popisuje vliv transfekce NAB2 na hladiny rastovych

faktord v granulacéni tkani feznych poranéni u krysy po 7 dnech.

Obr. 4d popisuje vliv transfekce NAB2 na angiogenezi u feznych

poranéni u krysy po 7 dnech.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Pouziti NAB2 pro represi transaktivace ristovych faktoru

zprostiedkované Egr-1

1.1 _Metody

Lidské burky cévniho hladkého svalstva (HVSMC; Clonetics)
byly kultivovany podle doporucéeni vyrobce. Buriky byly pro transfekci
kultivovany v 8estijamkovych mikrotitraénich desti¢kach (Costar).
Expresni plasmid obsahujici cDNA NAB2 odvozenou z lidského
cytomegalovirového promotoru (hCMV; Svaren a dalsi, Mol. Cell. Biol.,
16; 3545 - 3553, 1996) byl transfekovan spolu s expresnim plasmidem
obsahujicim cDNA Egr-1 (Houston a dal8i, Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol., 19; 281 - 289, 1999) do bunék HVSMC v pomérech uvedenych
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v obrazcich, pouzitim materidlu FUGENE (Boehringer Mannheim). Pro
véechny experimenty byl pouzit pomér 3:1 (objem/hmotnost)
FUGENE : DNA a transfekce byla normalizovana pouzitim §-
galaktosidazového expresniho plasmidu fizeného CMV. Sekrenovane
ristové faktory byly detekovany v tkanovém médiu metodou ELISA

(R&D Systems) s pouzitim vhodnych kontrol.

1.2 Vysledky

Obr. 1a) az 1d) ukazuji represi aktivace PDGF-AB, TGFp, HGF,
popfipadé VEGF zprostfedkované Egr-1. 6 ug expresniho plasmidu
Egr-1 bylo kotransfekovano bud samostatné (obr. 1a, obr. 1b a obr.
1d), nebo s 500, 100 nebo 25 ng NAB2 (obr. 1a a obr. 1d). Pro PDGF-
AB, TGFB a VEGF dos$lo k malému narGstu mnoZstvi detekovaného
sekrenovaného rastového faktoru pfi samostatné transfekci Egr-1. Pfi
kotransfekci s NAB2 doslo k uplnému odstranéni odpovédi PDGF-AB
na aktivaci Egr-1 a snizeni bazalni exprese, které vedlo
k pétinasobnému snizeni celkové produkce PDGF-AB (obr. 1a).
Transfekce NAB2 Uplné zastavila odpovéd TGFf na aktivaci Egr-1
a zplUsobila 30% sniZzeni produkce celkového TGFB (viz obr. 1b).
Pouzitim koncentraci DNA uvedenych na obrazku zpuUsobila transfekce
Egr-1 50% zvy$eni produkce HGF, které bylo Castecné blokovano
kotransfekci s nizkou davkou NAB2 a uUplné blokovano vy338i davkou
(obr. 1c). Vy$8i Gginky bylo mozno pozorovat jeden den po transfekci,
aékoli inhibiéni uginky NAB2 byly zifejmé ve dnech 2 a 3. Transfekce
NAB2 stejné jako PDGF-AB a TGFp blokovala aktivaci VEGF
zprostfedkovanou Egr-1 a zplsobila 40% sniZeni celkového mnoZstvi
vytvofeného VEGF (obr. 1d).

L4
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1.3 Zavér

Tyto udaje ukazuji, Ze supresor Egr-1, NAB2, mlze blokovat
aktivaci rastového faktoru zprostiedkovanou Egr-1, ke které dochazi

v mistech akutniho poranéni.

Pfiklad 2

Pouziti NAB2 pro represi bazalnich hladin ristovych faktora

2.1 Metody

Kultivace bunék, transfekce a detekce rlstovych faktor(i byla
provadéna podle popisu v ¢asti 1.1 vySe. Expresni vektor NAB2 byl
transfekovan pfi koneénych koncentracich 0, 250, 500, 1000 nebo
3000 ng.

2.2 Vysledky

Jak je ukanano na obr. 2a) transfekce NAB2 do HVSMC
zplsobila drastické sniZzeni produkce PDGF-AB. Pfi nejvyssi davce
NAB2 bylo pozorovano desetindsobné sniZzeni koncentrace PDGF-AB.

2.3 Zavér

Tato data ukazuji, Ze supresor Egr-1 mlze sniZit bazalni hladinu

ristovych faktor(i produkovanych obéma promotory PDGF-AB.

Priklad 3

Pouziti NAB pro represi indukce angiogeneze in vitro

3.1 Metody

Expresni konxstrukty NAB2 (standardniho typu (wild type)
a dominantn& negativni) odvozené z promotoru hCMV byly popsany
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(Svaren a dalsi, EMBO J. 17; 6010 - 6019, 1998). Autofi pfedkladané
prihlasky ukazali, ze transfekce transkripéniho faktoru Egr-1 pfi
expresi z promotoru hCMV podporovala angiogenezi (patentova
pfihlaska PG3412). Pri téchto experimentech byla DNA transfekovana
do kitu pro vyzkum angiogeneze podle instrukci vyrobce (TCS
Biologicals). Protein VEGF (2 ng/ml) byl pouzit jako pozitivni kontrola
a suramin (20 uM) jako inhibitor angiogeneze. DNA CMV Egr-1 byla
transfekovana v mnozstvi 0,5 ug na jamku v triplikatech v 24-jamkové
mikrotitraéni destiéce s pouzitim c¢inidla Mirus Transit (Cambridge
Biosciences) v poméru 2:1 objem/hmotnost DNA. Pro testovani
schopnosti NAB2 reprimovat angiogenezi zprostfedkovanou Egr-1 bylo
kotransfekovano 0,5 mg Egr-1 DNA s 10, 25 nebo 100 ng na jamku
expresniho plasmidu NAB2 v nepfitomnosti nebo v pfitomnosti 100 ng
NAB2 - dominantné& negativniho expresniho plasmidu. Po 11 dnech
spole&né kultivace byla zjisténa mira angiogeneze barvenim bunék na
zjisténi pfitomnosti endothelidlniho buné&&ného markeru PECAM-1

a vizualizaci pouzitim substratu BCIP/NBT.

Reprezentativni obrazky tvorby tubull s pouZitim v8ech Ctyf
davek expresniho plasmidu Egr-1 spolu s VEGF (pozitivni kontrola)
a suraminem (negativni kontrola) byly zachyceny a zpracovany
obrazovou analyzou pouZitim obrazového analyzatoru Quantimet 600

a pfilozeného softwaru.

3.2 Vysledky

Bylo ukéazano, DNA ma proangiogenni ucinky
(mezinarodni patentova pfihlaS8ka No. PCT GB 99/01722, sloupec 4,

obr. 3a). Jak je ukazano na obr. 3a), kotransfekce s NAB2 poskytla

ze Egr-1

snizeni schopnosti Egr-1 indukovat angiogenezi zavislé na davce,
které bylo odstranéno kotransfekci s NAB2 - dominantné negativnim

expresnim plasmidem.
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3.3 Zavér

NAB2 mlzZe byt pouZzit pro blokovani angiogeneze na pozadi
akutniho poranéni, jehoz pfikladem je indukce rlstového faktoru

pUsobenim Egr-1.

Pfiklad 4

Pouziti NAB2 pro sniZeni tvorby jizev na modelu fezného poranéni

u hlodavce

4.1 Metody

4.1.1 Vliv transfekce NAB2 pouZitim technologie gene gun na hladiny

rlstovych faktorl feznych poranéni u krysy

Transfekce NAB2 do feznych poranéni krysy pUsobila proti
tvorbé jizev pfimym potlatenim exprese kli€ovych rGstovych faktord
pro tvorbu jizev, totiz TGFB1. V tomto experimentu byla cDNA NAB2
transfekovana do feznych poranéni krysy pouzitim technologie Biorad
gene gun a s pouzitim rutinnich histologickych a imunocytochemickych

postup@l byly testovany vlivy na hojeni a hladiny ristovych faktord.

4.1.2 Pfenos genu zprostiedkovany ¢asticemi

Osm samcl krys Sprague Dawley o hmotnosti ~250 g bylo
anestetizovano isofloranem ve smési v poméru 2 : 1 kyslik/oxid dusny.
Byla pfipravena dvé mista pro transfekci (5 cm od baze lebky, 1,5 cm
na kazdé stran& stiedni ¢ary) a dvé kontrolni mista (8 cm od baze
lebky, 1,5 cm na kazdé strané stfedni ¢ary) na zadech krysy nejprve
sevienim svorkou a potom oholenim Ziletkou. Jedna transfekce byla
provadéna v kazdém misté transfekce urychlenim komplex(
plasmid/zlato bud s NAB2 nebo Egr-1 (pozitivni kontrola pro aktivaci
rastového faktoru) do kGze pfi tlaku 350 psi (2,41 MPa). Typicky bylo
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do mista transfekce dodano 0,5 az 1,5 uyg DNA. V kontrolnim misté
byly do k(ize urychleny &astice zlata (bez DNA) pfi tlaku 350 psi
(2,41 MPa); druhé kontrolni misto bylo ponechéno intaktni. Mista
transfekce a kontrolni mista byla u kazdého dal$iho zvifete otaena ve
sméru hodinovych rugitek, aby se vyrovnaly ¢asové rozdily v hojeni

ran.

4.1.3 Model hojeni fezného poranéni

24 hodin po transfekci byla zvifata anestetizovana a paralelné
s patefi byl proveden piimy fez o délce 1 cm v piné tloustce kiZe
s pouzitim skalpelu pfesné v misté transfekce. Zvifata byla ponechana
zotavit po anestézii a poranéni byla ponechana hojit bez $iti. Sedm dni
po poranéni bylo véech osm zvifat usmrceno a mista poranéni byla
vyfiznuta a pouZita pro rutinni histologické a imunohistochemickeée

testy.

4.1.4 Histologicka analyza

Kazda rana v uréitétm casovém obdobi po vyfiznuti byla
horizontalné roziiznuta na dva dily. Jedna polovina byla vioZena do
4% paraformaldehydu na 24 hod a zpracovana na voskovou histologii.
5 mm fezy z kazdé rany byly vytvofeny pouzitim mikrotomu a fezy byly
obarveny podle van Geisona. Rezy byly pozorovany svételnou

mikroskopii a byl zji§tovan vliv NAB2 na hojeni.

4 1.5 Imunohistochemické vy$etieni

Po zmrazeni v OCT byla druhd polovina kazdého poranéni
rozfiznuta na 7 mm pouzZitim kryostatu. Dva Fezy z kaZdé rany byly
fixovany v chladném acetonu a bylo provedeno fluorescencni
imunobarveni s primarnimi protilatkami proti Egr-1, PDGF, TGFf1,
TGFB3 a VWF pouzitim nasledujiciho protokolu.
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1. Promyti fezl PBS.
2. Aplikace 30 mi primarni protilatky 1 hod.
3. Promyti 3 x 5 min v PBS.

4. Aplikace 30 ml sekundarni protilatky (FITC pfimo navazana)
45 min.

5. Promyti 3 x 5 min v PBS.
6. Upevnéni fezll pomoci vodného pfipravku.

Ihned po imunologickém barveni byl kazdy fez umistén pod
fluorescenéni mikroskop a pfi stonasobném zvétSeni byla zachycena
oblast poranéni. Obraz byl potom integrovan a rozliSovaci Uroven byla
nastavena tak, aby bylo minimalizovano pozadi. Obrazovou analyzou
byly méfeny plocha a intenzita zbarveni a vysledky byly graficky

vyneseny.

4.2 Vysledky

4.2.1 Vliv NAB2na hojeni fezného poranéni u krysy

4.2.1.1 Kontrakce poranéni a histologickd analyza poranéni po sedmi

dnech

Podle obr. 4a) doslo ke kontrakci poranéni oSetfenych NAB2
v podobné $ifce jako u poranéni transfekovanych Egr-1 a kontrolnich
poranéni, pfiéemz histologicky byla ukazana podobna zralost

granulaéni tkane.

Zaveér

Dodani NAB2 nezhor8uje rychlost hojeni v modelu hojeni

fezného poranéni u hlodavce.
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4.2.1.2 Profily rlistovych faktorl

Na zmrazenych kryofezech kozni tkané v misté poranéni bylo
provadéno imunologické barveni na Egr-1, TGFp1, TGFp3 a PDGF-AB
a pouzitim obrazové analyzy byla méfena intenzita zbarveni pro kazdy
ristovy faktor. V misté poranéni byla provedena dvé rozdilna
imunohistochemicka méfeni. Rezy byly vySetiovany na expresi
ristového faktoru jak v epidermis ihned po poranéni, tak i v miste

poranéni (granulaéni tkan).

a) Pozitivni barveni na rlstové faktory v epidermis

Jak je ukazano v obr. 4b), sedm dni po poranéni sniZovala
transfekce NAB2 vyznamnym zpUsobem expresi TGFB1 v epidermis ve
srovnani s Egr-1 a kontrolou samostatného zlata. Ve srovnani
s nemanipulovanou kontrolou sniZzovala transfekce NAB2 expresi
TGFB1 v epidermis, zatimco jak Egr-1, tak i dodani zlata aktivovaly
produkci TGFB1. Transfekce NAB2 zvysSila hladiny TGFB3 v epidermis
ve srovnani jak se samotnym zlatem, tak i s nemanipulovanymi
kontrolami. Transfekce NAB2 neménila vyznamnym zpUsobem

epidermalni expresi Egr-1 a PDGF.

b) Pozitivni barveni na rlstové faktory v granulaéni tkani

Jak je ukazano v obr. 4c), sedm dnl po poranéni neméla
transfekce NAB2 Zadny vliv na hladiny Egr-1, PDGF-AB a TGFf1
v granulaéni tkani. NAB2 v8ak zvySoval hladiny TGFB3 v granulacni
tkani ve srovnani jak se samotnym zlatem, tak i s nemanipulovanymi

kontrolami.
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Zaveér

Transfekce NAB2 feznych poranéni sniZzovala hladiny TGFf1
v epidermis a zvy$ovala hladiny TGFB3 v epidermis a granulacni tkani
sedm dn0 po poranéni. TGFB1 je znama latka podporujici vytvareni
jizev, zatimco TGFB3 pUsobi proti tvorbé jizev (Shah a dalsi, J. Cell
Science 107; 1137 - 1157, 1994). Proto muze mit dodani NAB2
vlastnosti potladujici tvorbu jizev.

4.2.2 Vliv NAB2 na angiogenezi

Sedm dnl po poranéni byly fezy kGize barveny a hodnoceny na

expresi VWF pouzitim imunohistochemie a analyzy obrazu.
Angiogeneze byla kvantifikovana pouzitim imunologického barveni von
Willebrandova faktoru na kryofezech tkani a analyzy obrazu pro
méfeni oblasti pozitivniho barveni v misté poranéni. Jak je ukazano na
obr. 4d), sedm dnl po poranéni obsahovala mista transfekovana
NAB2 méné krevnich cév ve srovnani s kontrolou (poranéni o$etfena
zlatem). Egr-1 tedy podporoval angiogenezi in vivo, coz podporovalo

zji$téni in vitro v pfikladu 3.

Zaveér

NAB2 blokoval aktivaci angiogeneze in vivo stimulovanou Egr-1,
&imz byla podpofena Gloha NAB2 jako represoru aktivace ristového
faktoru akutnim podnétem, napfiklad jako je aktivace produkce

ristového faktoru prostfednictvim Egr-1.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

s

Pouziti molekuly nukleové kyseliny obsahujici sekvenci kédujici
polypeptid NAB1 nebo NAB2 nebo jeho biologicky aktivni
fragment pfi vyrobé& farmaceutického prostfedku pro léceni
poruch bunééné proliferace spojené s hojenim poranéni u

savce, zvlasté ¢lovéka.

Pouziti podle naroku 1, kde polypeptidem NAB1 nebo NAB2 je
lidsky polypeptid NAB1 nebo NAB2.

Pouziti podle nékterého z narokl 1 nebo 2, kde poruchami
bun&&né proliferace spojené s hojenim poranéni, jsou tvorba

hypertrofickych a keloidnich jizev.

PouZiti podle nékterého z narokd 1 aZz 3, kde molekula
nukleové kyseliny je operativné navazana k sekvenci nukleove

kyseliny fidici expresi.

PouZiti podle né&kterého z narokli 1 az 4, kde molekula
nukleové kyseliny ma identitu alespot 70 % nebo 80 % nebo
90 % nebo 95 % po celé své délce s polynukleotidovou
sekvenci NAB1 nebo NAB2.

Pouziti podle né&kterého z narokl 1 az 5, které zahrnuje

kombinaci molekul nukleové kyseliny obsahujici sekvence
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11.

12.

13.
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kodujici jak polypeptid NAB1, tak i polypeptid NAB2, nebo
jejich biologicky aktivni fragmenty.

Pouziti podle nékterého z narokl 1 az 5, kde molekula
nukleové kyseliny obsahuje sekvenci kédujici polypepti NAB2
nebo jeho biologicky aktivni fragment.

Pouziti podle nékterého z naroki 1 aZz 7, kde molekula
nukleové kyseliny je uspofadana pro podavani savci fyzikalnimi

metodami.

Pouziti podle naroku 8, kde molekula nukleové kyseliny je

uspofadana pro podavani savci bombardovanim ¢asticemi.

Pouziti podle naroku 9, kde molekula nukleové kyseliny je

imobilizovana na ¢asticich zlata.

Pouziti podle naroku 8, kde molekula nukleové kyseliny je

uspofadana pro podavani mikrovysevanim.

Pouziti podle nékterého z narokl 1 az 7, kde molekulou

nukleové kyseliny je vektor.

Pouziti podle nékterého z narokd 1 aZz 7, kde molekula

nukleové kyseliny je v bunce.
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Molekula nukleové kyseliny obsahujici sekvenci kédujici
polypeptid NAB1 nebo NAB2 nebo jeho biologicky aktivni

fragment, pro pouziti v genové terapii.

Farmaceuticky prostfedek, vyznadujici se tim,
Zz e obsahuje molekulu nukleové kyseliny obsahujici sekvenci
kodujici polypeptid NAB1 nebo NAB2 nebo jeho biologicky
aktivni fragment spolu s jednim nebo vice farmaceuticky

pfijatelnymi nosici.

Zpusob lé¢eni poruch bunééné proliferace spojenych s hojenim
poranéni u savce véetné Elovéka, kde tento zplsob zahrnuje
podavani molekuly nukleové kyseliny obsahujici sekvenci
polypeptidu NAB1 nebo NAB2, nebo jeho biologicky aktivniho

fragmentu, savci.

Pouziti polypeptidu NAB1 nebo NAB2, nebo jeho biologicky
aktivniho fragmentu, pfi vyrobé farmaceutického prostiedku pro
lé&eni poruch bunééné proliferace souvisejicich s hojenim

poranéni u savce véetné ¢lovéka.

Pouziti podle naroku 17, kde polypeptid NAB1 nebo NABZ,
nebo jeho biologicky aktivni fragment, se ziskavaji pfirodnim,

syntetickym nebo rekombinantnim zplsobem.

Pouziti podle naroiu 17 nebo 18, kde polypeptidem NAB1 nebo
NAB2 je lidsky polypeptid NAB1 nebo NAB2.
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Pouziti podie nékterého z narokl 17 az 19, kde polypeptid je
z alespon 70 % nebo 80 % nebo 90 % nebo 95 % identicky po
celé své délce s polynukleotidovou sekvenci NAB1 nebo NAB2.

ZplUsob lééeni poruch buné&né proliferace souvisejicich
s hojenim poranéni u savce v&etné Clovéka, ktery zahrnuje
podavani terapeuticky aéinného mnozstvi polypeptidu NAB1

nebo NAB2, nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu, savci.

Farmaceuticky prostiedek, vyznacdujici se tim,
Z e obsahuje polypeptid NAB1 a/nebo NAB2, nebo jeho
biologicky aktivni fragment spolu s jednim nebo vice

farmaceuticky pfijatelnymi nosici.

Zastupuje:
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Obr. 3 a)

Vliv NAB2 na angiogenezi vyvolanou Egr-1
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